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研究成果の概要（和文）：細胞間ギャップ結合(GJ)は、コネキシン(Cx)分子によって形成されるチャンネルであり、小
分子の直接の移送を介して細胞間情報伝達を行っている。血管内皮細胞間GJは血管の構造や機能維持に重要であると考
えられている。過剰な炎症を原因とする動脈硬化や高血圧などの血管病の基盤には内皮機能障害と病的血管リモデリン
グが存在する。これまでに私は、内皮細胞のCx32が炎症と血液凝固の活性化を制御するなど内皮細胞機能を維持するこ
とを示してきた。本研究では、血管リモデリングに重要な過程である血管新生,特に、創傷治癒、新生血管形成、管腔
形成におけるCx分子とGJの役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Gap junctions (GJs) are comprised of members of the connexin (Cx) family and 
endothelial GJs play an important role in vascular function, stability, and homeostasis. Endothelial 
dysfunction is related to cardiovascular diseases such as atherosclerosis. The alteration of Cxs 
expression in vascular endothelial cells contributes to the development of endothelial dysfunction and 
cardiovascular diseases. We have reported that endothelial GJs regulate vascular inflammation and blood 
coagulation. In this study, we have identified the role of endothelial GJ in vascular angiogenesis.

研究分野： 血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
正常時の血管内皮は抗血栓性・抗炎症性因

子を発現して血液流動性を維持している。傷
害時には、これら因子の減少と向炎症・向血
栓性因子の増加により、傷害部の拡大阻止に
作用する血管収縮と止血血栓形成が起こり、
同時に修復再生に作用する炎症細胞浸潤、細
胞増殖など血管リモデリングが開始される。
修復後にはこの一連の応答は収束し、正常状
態へ移行して血液流動性が維持される。 
生活習慣病などでは慢性的な炎症と血液

凝固の活性化を伴う血管内皮機能障害と病
的な血管リモデリングが起こり、動脈硬化、
高血圧、各種動静脈血栓症など血管病の基盤
になると考えられる。こうした機序に基づき、
これまで内皮機能障害や血管病の病態形成
に寄与する炎症、血液凝固、血管リモデリン
グ関連因子の解析が精力的に進められてい
る。 
最近、血管構成細胞(血管内皮細胞、平滑筋

細胞、白血球)に発現するギャップ結合(GJ)構
成蛋白質のコネキシン(Cx)37、Cx40、Cx43
の異常や機能不全が、高血圧、不整脈、心筋
梗塞や動脈硬化などの疾患発症を促進する
ことが報告された。GJ は細胞質内の物質移送
を介して細胞間情報伝達を行い、細胞機能や
恒常性を維持する器官である。Cx37 と Cx40
の異常は白血球の内皮細胞への接着を促進
し、Cx43 の発現増加は平滑筋細胞の増殖を亢
進して動脈硬化病変を形成する。この GJ を
基盤とした直接の細胞間相互作用は血管病
の病態形成に関与する新たな分子機序とし
て注目を集めている。 

 
２．研究の目的 
細胞間ギャップ結合(GJ)は、構成蛋白質の

コネキシン(Cx)分子によって形成されるチャ
ンネルであり、隣接する細胞の細胞質内を繋
ぎ、小分子の直接の移送を介して細胞間情報
伝達を行っている。我々はこれまでに血管内
皮細胞に新たに Cx32 が発現していることを
見出した。炎症時には Cx32 の発現量が著し
く低下し、Cx32 欠損マウスでは敗血症に伴う
炎症反応が増悪化することを報告してきた。
また、Cx32 強制発現時には機能障害の発症が
抑制されること、Cx32 が内皮細胞における組
織因子発現を抑制して血液凝固を制御する
ことを示した。これら一連の研究によって
Cx32 を介した血管内皮細胞間のコミュニケ
ーションの異常が、動脈硬化症などの炎症性
血管病変の形成を促進する可能性を示して
きた。 
他方、Cx43 欠損マウスでは心臓形成不全が

起こり、白血球に発現する Cx37 や Cx40 は細
胞接着や浸潤に関わることが知られている。
これらの事実とこれまでの我々の成果から、
我々は GJ が血管新生を調節すると仮説を立
てた。血管新生は、血管内皮細胞の発芽、遊
走、増殖、管腔形成、血管の成熟・安定化に
よって成り立つ血管内皮細胞特有の性質で

ある。生活習慣病などでは慢性的な炎症と血
液凝固の活性化を伴う血管内皮機能障害と
病的な血管リモデリングが起こり、動脈硬化、
高血圧、各種動静脈血栓症など血管病の基盤
になると考えられる。本研究では、血管リモ
デリングに重要な過程である血管新生に着
目して、創傷治癒、新生血管形成、血管内皮
細胞の発芽におけるCx分子とGJの影響を解
析し、血管新生の調節や血管の病態生理にお
ける Cx 分子の役割の解明を目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) Cx 遺伝子強制発現内皮細胞の作製 
ヒト内皮細胞株である EA.hy926 細胞に Cx32、
Cx37、Cx40、Cx43 発現プラスミドを遺伝子
導入し、恒常的に各 Cx 遺伝子を強制発現し
た内皮細胞株を樹立した。遺伝子の発現は
RT-PCR 法、蛋白質の発現は Western blot 法で
確認した。 
(2) GJ 機能阻害内皮細胞の作製 
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVECs)にGJ阻
害剤であるカルベノキソロン、オレイン酸ア
ミドを細胞培養液中に添加し、非特異的に内
皮細胞間 GJ を阻害した。また、Cx32、Cx43
を特異的に阻害するため、各 Cx 蛋白質に対
するモノクローナル抗体を細胞培養液中に
添加した。 
(3) 創傷治癒モデルを用いた Cx 分子の影響
の解析 
GJ 阻害剤処理した HUVECs、Cx 遺伝子強制
発現 EA.hy926 細胞をコンフルエントになる
まで培養し、チップにて一部を剥離除去した。
剥離した周辺の細胞が増殖・遊走して剥離部
位を修復する速度、細胞の形態変化を顕微鏡
下で経時的に観察し、創傷治癒に及ぼす Cx
分子の影響を解析した。 
(4) Cx 分子が細胞増殖に与える影響の解析 
一定数のCx遺伝子強制発現EA.hy926細胞を
播種し、12 時間、24 時間、48 時間後の細胞
数を計数して Cx 遺伝子が細胞増殖に与える
影響を比較した。 
(5) 管腔形成を用いた新生血管における Cx
分子の影響の解析 
血管内皮細胞増殖因子（VEGF）または塩基
性線維芽細胞増殖因子（bFGF）を加えたマト
リゲル上に内皮細胞を播種し、培養した。血
管内皮細胞による管腔形成、細胞の分岐の数、
細胞形態変化を顕微鏡下で定量して解析し
た。 
(6) 血管の発芽における Cx32 の役割 
野生型マウス、Cx32 欠損マウスの大動脈を単
離し、5mm ほどの長さに切断した。この血管
断片を VEGF を含むマトリゲル上培養し、血
管の切断面から発芽する新生血管の数と長
さを計測して比較した。 
(7) 生体内での血管新生における Cx32 の影
響の解析 
野生型マウス、Cx32 欠損マウスの皮内にマト
リゲルを注入して硬化させ、マトリゲル内に
形成される血管を抗 CD31 抗体を用いた蛍光



免疫染色で検出し、マトリゲル内に侵入して
きた細胞を核染色で検出した。これによって
血管新生、および細胞遊走における Cx32 の
影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Cx 遺伝子強制発現内皮細胞の作製 
 各 Cx 遺伝子発現ベクターを導入後、G418
耐性細胞のセレクションを行い、シングルコ
ロニー由来の細胞を単離して各 Cx 遺伝子、
蛋白を恒常的に発現する細胞株を構築した。 
(2) GJ 機能阻害内皮細胞の作製 
HUVECsをGJ阻害剤、抗Cx抗体にて処理し、
色素移行評価法を用いて GJ の機能が阻害さ
れることを確認した。 
(3) 創傷治癒モデルを用いた Cx 分子の影響
の解析 
コントロール細胞と比較して Cx32 遺伝子導
入細胞では血管新生が亢進し、Cx37、Cx43
導入細胞では抑制された。また、抗 Cx32 抗
体処理した細胞では血管新生が抑制された。 
(4) Cx 分子が細胞増殖に与える影響の解析 
各 Cx 遺伝子導入細胞の形態、増殖能に顕著
な差は見られなかった。 
(5) 管腔形成を用いた新生血管における Cx
分子の影響の解析 
コントロール細胞と比較して Cx32 強制発現
細胞では管腔形成、細胞の分岐が著しく亢進
していた。他方、Cx37、Cx40 強制発現細胞
ではこれらが抑制されていた。また、抗 Cx32
抗体処理した細胞では、コントロール抗体、
抗 Cx43 抗体処理した細胞と比較して管腔形
成、細胞の分岐が抑制されていた。 
(6) 血管の発芽における Cx32 の役割 
マトリゲル上で培養した大動脈からの血管
の発芽は VEGF 添加によって誘導された。
Cx32 欠損マウスの大動脈からの血管の発芽
は、発芽数、新生血管の長さともに野生型マ
ウスと比較して抑制されていた。 
(7) 生体内での血管新生における Cx32 の影
響の解析 
野生型マウスと Cx32 欠損マウスの皮内にマ
トリゲルを移植し、10 日後に回収してマトリ
ゲルの薄層切片を染色した。Cx32 欠損マウス
では血管の存在を示す CD31 のシグナル数が
野生型と比較して少なかった。また、マトリ
ゲル内へ浸潤する細胞を核染色にて検出し
たところ、Cx32 欠損マウスで浸潤する細胞数
が少ないことが明らかになった。 
 以上のことから、Cx32 の過剰発現では血管
新生が促進し、Cx32 阻害・欠損では抑制され、
Cx32 が血管新生を正に制御する可能性が示
唆された。他方、Cx43 は負に制御することが
示唆された。これらの結果から血管内皮細胞
間 GJ が血管新生を制御することが示唆され
た。 
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