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研究成果の概要（和文）：内皮細胞特異的Gab1欠損（Gab1ECKO）マウスを作製してApoE欠損（ApoEKO）マウスと交配し
て二重欠損（DKO;Gab1ECKO/ApoEKO）マウスを作製し、DKOマウスとApoEKOマウスの6ヵ月齢オスにAngiotensin II（Ang
II）を浸透圧ポンプ負荷した。DKOマウスではApoEKOマウスに比して動脈硬化と動脈瘤形成が促進され、大動脈での炎
症性サイトカインの発現は有意に増加し、転写因子KLF2とKLF4の発現は有意に減少していた。内皮細胞のGab1欠損はAn
gII依存性の血管炎症と動脈硬化をKLF2とKLF4の発現低下と相関して促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We reported that Gab1 is essential for postnatal angiogenesis through the analysis
 of endothelium-specific Gab1 knockout (Gab1ECKO) mice. However, the role of Gab1 in atherosclerosis remai
ns unknown. We intercrossed Gab1ECKO mice with ApoE knockout (ApoEKO) mice. Six-month-old male ApoEKO/Gab1
ECKO and littermate control (ApoEKO) mice were treated with angiotensin II (AngII) via an osmotic infusion
 minipump. After AngII treatment, ApoEKO/Gab1ECKO mice showed significantly enhanced atherosclerosis and a
neurysm formation compared with control mice. The production of proinflammatory cytokines in the aorta was
 significantly enhanced in ApoEKO/Gab1ECKO mice compared with control. The expression levels of KLF2 and K
LF4 were significantly reduced in the aortic endothelium of ApoEKO/Gab1ECKO mice compared with control. Co
llectively, endothelial Gab1 deletion accelerates AngII-dependent vascular inflammation and atherosclerosi
s presumably via downregulation of KLF2 and KLF4.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者と研究分担者らの所属するグ

ループでは、心臓血管系における Gab ファミ
リー蛋白質の役割に着目してこれまで研究
してきた(Circ. Res. 93: 221, 2003; J. Clin. 
Invest. 117: 1771, 2007; J . Biol. Chem.283, 
24234, 2008; Circ Res. 104:1066, 2009; J . Mol. 
Cell Cardiol. 49: 157, 2010)。Gab 蛋白質はレセ
プター型チロシンキナーゼやサイトカイン
受容体の下流でシグナルの増幅調節に重要
な機能を果たすドッキング蛋白質であり、酵
素活性を持たない代わりに、分子内に多数有
するチロシン残基(図１の Y)のリン酸化を介
して Src-homology 2 (SH2)ドメイン含有シグ
ナル分子と刺激依存性に会合して、MAP キナ
ーゼや PI3 キナーゼなどのシグナル伝達経路
への出力を調
整する。哺乳
類の Gab 蛋白
質 は Gab1, 
Gab2, Gab3 の
3 種類が存在
するが（図１）、
申 請 者 ら の
RT-PCR での
検討ではヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)と
ヒト大動脈内皮細胞 (HAEC)では Gab1 と
Gab2 が発現しており、Gab3 の発現は認めら
れなかった（図１）。 

Gab1 conventional 欠損マウスは胎生致死の
た め 、 我 々 は Gab1 内 皮 特 異 的 欠 損 
(Gab1ECKO; Gab1flox/flox Tie2-Cre(+)) マウ
スを作成した。このマウスは明らかな血管形
成の発生異常は示さず viable で大腿動脈結さ
つによる急性下肢虚血に曝したところ、３週
間の経過中にコントロール（野生型）マウス
では 1 例も下腿壊死を呈さなかったが、
Gab1ECKO マウスでは全例が下腿壊死を呈
した（図２
A）。また、
Gab1ECKO
マウスでは
コントロー
ルマウスに
比して血流
回復が著し
く遅延・低
下していた（図２B-C）。in vitro での HUVEC
を用いたシグナル解析と in vivoでの遺伝子治
療実験から、内皮細胞の Gab1 欠損から虚血
耐性低下に至るのは、Hepatocyte growth factor 
(HGF)とその受容体 c-Met を介したシグナル

伝達不全による血管新生の異常が原因であ
ることを明らかにした。 

マ イ ク ロ DNA ア レ イ を 用 い て
HGF/c-Met/Gab1 依存性に内皮細胞で誘導
される標的遺伝子を探索したところ、Gab1
と蛋白質脱リン酸化酵素 SHP2 会合依存性
に MAP キナーゼ ERK5 の活性化を経由し
て Kruppel-like factor 2 (KLF2)が発現誘導さ
れることを同定した（図３）。KLF2 はスタ
チンの標的遺
伝子の１つで、
スタチンの
pleiotropic 
effect の責任
遺伝子の１つ
と考えられて
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究は内皮細胞で Gab1 が動脈硬化、内皮
機能障害の進展に対してどのような役割を
持つか明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Gab1/ApoE 二 重 欠 損 マ ウ ス

（DKO;Gab1ECKO/ApoEKO）の作製と
動脈硬化・瘤との関連性の解析：
Gab1ECKO マウスと ApoE conventional
欠損（ApoEKO）マウスとを交配して、
二 重 欠 損 マ ウ ス
（DKO;Gab1ECKO/ApoEKO）を作製し
た。DKO マウスと ApoEKO マウスの 6
ヵ 月 齢 オ ス に 対 し て 、
AngiotensinII(AngII)浸透圧ポンプ負荷
（500ng/min/kg）を 4 週間負荷して、
Oil Red O 染色、大動脈瘤最大径の測定、
大動脈瘤形状の評価を行った。 

(2) DKO マウスと ApoEKO マウスの大動
脈での遺伝子発現解析：AngII 負荷後 1
週間で大動脈での遺伝子発現を
qRT-PCR で検討する。また、上記マウ
スの AngII 負荷していない状態の大動
脈から CD31 陽性細胞を MACS により
精製して、遺伝子発現の検討を行った。 

(3) AngII 負荷後の大動脈の免疫組織化学
的な検討：VCAM-1、CD68 に対する
抗体での免疫染色で検討した。 

(4) Tie2 プロモーター下に Gab1cDNA を
組み込んで、Gab1 内皮細胞特異的過
剰 発 現 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
（Gab1ECTg）マウスの作製：Tie2 プ
ロモーター下にヒト Gab1cDNA を組
み込んだプラスミドを用いて、
Gab1ECTg マウスを作製して、抗動脈
硬化を Gab1 過剰発現がもたらすかを
検討する。 

 



４．研究成果 
(1) Gab1/ApoE

二重欠損
（DKO）マ
ウスの作製
と動脈硬
化・動脈瘤と
の関連性の
解析： AngII
浸透圧ポン
プ負荷を 4
週間すると、
ApoEKO マ
ウスに比べて DKO マウスでは動脈硬化
（Oil Red O 染色）と動脈瘤形成頻度が有
意に促進されていた（図 4）。 
 

(2) 大動脈での炎症性サイトカインの発現に
関する検討：AngII 浸透圧ポンプ負荷を 7
日間した後、大動脈では IL-6, TNF-, 
IL-1の発現は ApoEKO マウスに比して
DKO マウスではいずれも有意に増加し
ていた（図 5）。 

 
(3) 大動脈内皮細胞での KLF2、KLF4 の発現

レベルの検討：DKO マウスと ApoEKO
マウスの 6 ヵ月齢オスの大動脈から内皮
細胞を磁気ビーズ付抗 CD31 抗体による
MACSで単離してqRT-PCRで検討したと
ころ、DKO マウスでは ApoEKO マウス
に比して KLF2,KLF4 ともに発現が有意
に低下していた（図 6）。 

 
 
(4) AngII 負荷後の大動脈壁での炎症性接着

分子VCAM-1の発現とマクロファージ集
積の検討：AngII 負荷後の大動脈壁での
VCAM-1 発現と CD68 陽性細胞（マクロ
ファージ）の集積を免疫組織化学的に検
討したところ、ApoEKO マウスでの集積
に比して DKO マウスではその発現・集
積が促進されていた。KLF2 や KLF4 は抗
炎症的な機能をもち、VCAM-1 発現抑制
作用もあることが報告されており、この
現象は Gab1 内皮欠損により KLF2 や

KLF4
の発現
が特異
的にダ
ウンレ
ギュレ
ーショ
ンした
ことに
由来す
る可能
性が示
唆され
た（図
7）。上記データをもとに、Circ J . 76, 
2031-40, 2012 にて報告した。 

 
(5) Gab1ECTg マウスの作製：2 度方法に記載

したプラスミドを ES 細胞に打ち込みト
ランスジェニックマウス作成を試みたが、
おそらく胎生致死となり目的のトランス
ジェニックマウスは得られなかった。よ
って、Gab1 の内皮細胞での過剰発現には
薬剤誘導性トランスジェニックマウスな
どの方法でアプローチする必要があると
考えられる。 
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