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研究成果の概要（和文）：低分子量 GTP 結合蛋白質（Ｇ蛋白質）は、細胞内情報伝達を制御す

る分子として不可欠である。細胞の形態や蛋白質・脂質の移動も制御している。分子の挙動・

移動の分子メカニズムは、生きた細胞をイメージングすることによって理解できると考えた。

低分子量 G 蛋白質 Rap1 による細胞間接着分子の vascular endothelial cadherin(VEC)分子の

制御機構について、イメージングを駆使して研究し、Rap1 が VEC の安定化に重要であること

を突き止めた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Small GTPases are essential for intaracellular signaling and 

regulate cytoskeleton and vesicular trafficking containing proteins and lipids. We assumed 

that molecular mechanism how the trafficking is regulated can be clarified only by imgaing 

using living cells. We have investigated Rap1-regulated signal and demonstrated that 

VE-cadherin stabilization at the cell-cell contacts is controlled by Rap1. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) Rap1 の Ras との拮抗作用以外の機能 

Rap 独自の機能が続いて明らかにされてきて
いる。また、本申請者は Rap1 結合蛋白質
RAPL が微小管に結合していることを見出し、

細胞遊走に Rap1-RAPL が深くかかわること
を見つけた。この原因として(i)微小管のダイ
ナミクスを調節する（微小管の伸展を制御す
る可能性） (ii) 微小管上の分子輸送を制御
する可能性を考えた。本研究ではこの Rap1-
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微小管上の RAPL が細胞運動時に、細胞の
retracting 領域から前進部分への物質の移動
にかかわるのではないかと考えた。 

 

(2) Rap1が細胞間接着を制御することをつき
とめる実験を行っている際に、①vascular 

endtothelial cadherin (VE-cadherin) 分子の細
胞内へのエンドサイトーシスを抑制するこ
と あるいは、②VE-cadherin 分子のエンドソ
ームから細胞膜へのリサイクリング ③ゴ
ルジ器官からのエキソサイトーシスのいず
れかもしくはこれらが協調して VE-cadherin

の輸送を調節している結果を得ている。
VE-cadherin 分子を細胞接着部位に能動的に
輸送した結果として次々に細胞間接着が形
成されていく可能性が考えられた。 

 

(3) R-Ras ファミリー分子は Ras ファミリー
のなかでも線虫から哺乳類まで存在し、Ras

分子とエフェクターが同じであると考えら
れているが、特異的な作用が明らかにされて
いない。インテグリンによる細胞接着を増強
すると考えられているがそのメカニズムも
不明である。本申請者は R-Ras 分子が、モー
ター分子である Myosin IX に強く結合すると
いう結果を得ている。Mysoin IX 分子は構造
から単頭ミオシンと考えられているが、その
分布や機能についても報告が殆どない。アク
チンと結合することは本質的な生物学的現
象と予想できるが、R-Ras と結合した Mysoin 

IX がモーター分子としてどのように機能す
るかは、非常に興味が持たれる。 
 
２．研究の目的 
上記背景をもとに「低分子量 GTP 結合蛋白質
Rap1, R-Ras の物質輸送の調節機構バイオイ
メージングであきらかにする」ことを目的に
研究計画を立てた。 

(1) Rap1 が微小管制御をすることにより、微
小管に沿って動く分子の調節をするメカニ
ズムを分子イメージングによって検討する
ことを目的とした。Rap1 の微小管調節因子
（エフェクター分子）を明らかにすることで
如何にして微小管機能と分子移動を調節す
るかを明らかにする。 

 
(2) Rap1がゴルジ器官からのエキソサイトー
シスを制御するか否かを明らかにする。エン
ドソームに蓄積される VE-cadherin が如何に
して、細胞間接着部位の VE-cadherin に移動
するのかを明らかにすることを目的とした。 
 
(3) R-Ras とミオシンの結合が如何にして分
子・物質輸送を調節するのか、そのメカニズ
ムを明らかにする。 
 
 

３．研究の方法 

(1) Rap1 に結合する Rassf ファミリー分子の
細胞内動態の検討を行う： とくに細胞運動
における、細胞接着分子と微小管との関係に
ついて調べる。Rassf ファミリーは Rassf1, 

Rassf2, Rassf3, RAPL/NORE1 がこれまで同定
されているが、Rassf1 は微小管を強く変形さ
せるのに対して、Rassf3, RAPL はしなやかな
微小管を保持して微小管に局在している。こ
のため RAPL に着目してその機能の詳細を
RAPL-EGFP による挙動の観察を行い微小管
制御機構を調べる。 

 

(2) Rap1 による VE-cadherin 分子の輸送の検
討：細胞間接着部位へ移動するか否かを検討
する。このためには、cadherin 分子の Ca2+ス
イッチによる局在変化を GTP-Rap1 の存在下
でみるか RapGAP を発現させた GDP-Rap1 の
条件で見ることが必要である。さらに、これ
まで FRET プローブを細胞に導入したときに、
内因性の Rap1 の活性化が細胞内部で見られ
ていたが、この意義は明らかでなかった。本
研究計画では、この Rap1 の細胞内部での活
性化がエクソサイトーシスに関係すると考
え、golgi に RapGAP を局在化させたときの分
子輸送を調べる。また、エクソサイトーシス
は GFP タグ付き VE-cadherin 分子の移動を
Ca2+スイッチでみる。 

 

(3) R-Ras 活性化可視化プローブの作製：
Rap1 の 可 視 化 プ ロ ー ブ と 同 様 に 、
YFP-R-Ras-RA domain (Myosin IX)-CFP から
なるキメラ分子を作製する。分子内 FRET を
検出するシステムは既に確立しており、本プ
ローブが機能すると予想している。まず、細
胞運動・細胞接着における R-Ras 活性化のモ
ニターリングが行えるかどうかを調べる。そ
して、R-Ras の活性化と、Mysoin IＸの細胞内
局在変化がリンクするか検討する。 

 

４．研究成果 
(1) ＶＥ-cadherinのC末端にGFPタグを付加
して(VE-cadherin-GFP)、生きた血管内皮細胞
でその挙動を観察したところ、VE-cadherin

接着の乖離とともに、VE-cadherinが細胞内
に取り込まれさらにエンドゾームに局在し
ていくことを明らかにした。Rap1活性化に
よるVE-cadherinの細胞間安定化機構を
VE-cadherin-GFPの挙動を解析することで明
らかにした（図１）。 

 

 

図１． cAMP-Epac-Rap1 によるエンドソームからの
VE-cadherin の 移 動 。 エ ン ド ソ ー ム に 蓄 積 し た
VEcadhrin-GFP（→）が細胞内 cAMP の増加により細胞間
接着部位に移行する（細胞は蛍光像なので囲まれていな
いように見える明視野では細胞は囲まれている） 



 

 

図 ２ ． FRAP 解 析 に よ る cAMP-Epac-Rap1 に よ る
VEcadherin の細胞間接着での挙動の検討。VE-cadhrin
が Forskolin (FSK)刺激により細胞間接着部位で
mobilityが低下していること、つまり安定化されている
ことがわかった。 

①このエンドゾームから細胞膜への再移動
が cAMPの細胞内の増加により促進される
ことを明らかにした。cAMPはEpacを介して
Rap1を活性化することからRap1が
VE-cadherin のリサイクリングを調整して
いることが示唆された。 

② Rap1を介したエンドゾームからのリサイクリング
のメカニズムの候補としてRab5の活性化因子
RINファミリー分子とRap1との結合を検討した。
Rap1がRINと結合することを免疫沈降法と
GST-RIN(Ras結合ドメイン)のプルダウン法で確
認できた。 

③ エンドゾームでRap1が活性化されること
がVE-cadherinのエンドゾームからの輸送に重
要であるか？あるいは細胞膜上でRap1が活性
化されても輸送が促進されるのかを調べた。
Rap1の活性化因子であるC3G, Epac, 

PDZ-GEF1のグアニンヌクレオチド交換活性
部位とFKBPの融合蛋白質を細胞内に発現させ
るシステムを先ず構築した。さらに膜移行シグ
ナルのミリスチン酸化FRBを細胞膜に発現さ
せて、rapamycin依存性にFRB-FKBPを結合させ
ることすなわちGEFドメインを細胞膜に強制
的に移行させ、Rap1を活性化させたときの
VE-cadherinの輸送を検討した。Rap1が活性化
したことは、細胞膜の伸展が観察されることで
確認できた。エンドゾームからのVE-cadherin

の輸送もRapamycin添加によって促進される
ことからRap1の細胞膜上での活性化が重要で
あることを突き止めた。いずれのGEFによって
もこの作用を認めることからRap1の活性化が
重要であることがわかった。興味深いことに、
Racの活性化つまり膜進展が起きる作用でも
VE-cadherinのエンドゾームからの輸送が促進
された。以上の結果から、新たな膜形成機構(

膜伸展)がおきると物理的な感知機構によって、
膜形成のために細胞内部から細胞膜表面分子
の輸送が促進されることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

④VE-cadherinの細胞膜での安定化機構をイメ
ージングによって明かにする目的で
VE-cadherinのFRAP (Fluorescence Recovery 

after Bleeching)実験を行った。VE-cadherin-GFP

が、刺激のない培養条件では90%近くがmobile 

fractionであるのに対して、cAMPでは70% が
mobile fractionになることからcAMPが
VE-cadhreinのダイナミズムをresetさせて、より
安定化VE-cadherin接着を起こしていることも
わかった。さらにVE-cadherinの細胞内ドメイ
ンがVE-cadherinの輸送（ダイナミズム）に重
要であることを細胞内欠失変異体や、
PECAM-1との細胞内ドメインスイッチ変異体
を作製して明かにすることができた（図２）。 

 

(2)物質輸送に関する物質輸送に関わる分子ソ
ーティングネキシンファミリー(SNX) のなかで
SNX27というのがRas結合ドメイン(RAドメイン)を
有している。このRAドメインにRasファミリーＧ蛋
白質(R-Rasを含む）が結合するか否かをスクリー
ニングした。これまでのこのRAドメインに結合す
るのはRasファミリー分子と予想されていたが、
Ras, Rap1, R-Ras, RheBはSNX27には結合しな
いことがわかった。 

 
(3) Rap1-RAPL の微小管におけるシグナル調
節系の意義を検討した。Rap1 は、細胞－基質
間接着部位で活性化しており、この活性化型
Rap1 に微小管結合分子 RAPL が結合すること
により、微小管を細胞間接着班に誘導するこ
とで物質輸送を制御することを明らかにし
た。 
 
(4) R-Ras とミオシンの相互作用と、輸送に
関する研究は、本領域の根岸研究室が詳細に
検 討 さ れ て い た の で 、 我 々 は
cAMP-Epac-Rap1 に関する情報伝達系に注
力して研究を行った。 

 

(5) われわれは、細胞間接着に着目して低分
子量 G 蛋白質 Rap1 の機能を検討してきた。
cAMP だけでなく、Angiopoietin-1 (Ang1)も
受容体 Tie2 の活性化を細胞間接着部位で起
こることを発見した。 
 Ang1 による Tie2 の活性化は主に Akt を介
した細胞生存シグナルを惹起する。Ang1 刺激
により Rap1 の活性化も起こすことから細胞
間接着の増強作用を VE-cadherinを介して調
節している可能性も示唆された。ただし、
Ang1 による Tie2 の細胞間接着への局在化に
は VE-cadherinは必要ではないことは突き止
めている。従って、Ang1-Tie2 の活性化シグ
ナルによって VE-cadherinの接着が如何にし
て増強するのかを明らかにすることは今後
の課題である。 
 



 

 

―得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト― 

本研究により、血管内皮細胞間接着における
cAMP-Epac-Rap1 シグナルによって制御さ
れる接着の安定化機構を明らかにした。まず
は、細胞間接着の解離による VE-cadherin の
エンドソームの蓄積がおきることを見つけ
た。さらに、細胞内 cAMP の増加による
VE-cadherin のエンドソームから細胞間接
着部位への移行の促進も認められた。
cAMP-Epac-Rap1 は、VE-cadherin をアク
チン細胞骨格系にリンクさせることを促進
することも見出した。VE-cadherin のアクチ
ンへのリンクは、-catenin を介しているこ
とも証明した。classical cadherin は、static

に catenin-アクチンと複合体を形成すると言
われていた。しかし、数年前に Nelson 等の
グループが dynamic モデルを提唱して、
static model とは異なると報告した。われわ
れの結果は、古典的な cadherin-catenin-アク
チンの複合体を示唆する結果となった。これ
は、VE-cadherin と他の classical cadherin 

（E-cadherin, N-cadherin)との相違の可能
性もある。また、E-cadherin 接着依存性のシ
グナルか？細胞内部の Rap1 の活性化からの
シグナルの違いによる可能性もある。今後こ
れらの点を明確にする必要がある。 

 図３に示すように、VE-cadherin を介した
細胞間接着の安定化は cAMP-Epac-Rap1 に
よって制御されることがわかった。本研究で
は VE-cadherin に焦点をあててイメージン
グによりその動態を解析することで低分子
量Ｇ蛋白質 Rap1 の機能を解明することがで
きた。  

 

 vesicle trafficking については、細胞間接着
蛋白だけでなく、細胞－基質間接着分子、細
胞内情報伝達分子（受容体や、リガンド）も

関係しており、非常に重要な分野である。今
後も Rap1 による trafficking の調節機構は、
他の trafficking 調節低分子量 G 蛋白(Arf 

family 分子、Rab family 分子）の機能の解

明とともに重要であると考える。 
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図 3．cAMP-Epac-Rap1による VE-cadherin細胞間接着調
節 の ま と め 。 点 線 で 囲 ま れ た シ グ ナ ル 調 節 が
cAMP-Epac-Rap1 系によておこなわれることを明らかに
した。 
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