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研究成果の概要：全身の細胞に酸素や栄養を供給する血管の内腔は、血管内皮細胞によって覆

われている。内皮細胞は互いに接着し血液が外に漏れないようにバリヤーとして機能している

が、炎症時や虚血によって新たに血管が形成されるときにはそのバリヤー機能は低下する。本

研究では血管のバリヤー機能を制御するメカニズムを解明するため、内皮細胞間の接着を制御

する Vascular Endothelial（VE）-Cadherin に注目し、その接着活性を調節するシグナル伝達

系を解析した。その結果、Rap1 低分子量 G蛋白質がアクチン細胞骨格系を制御することにより

VE-cadherin 接着を増強することが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
血管内皮細胞は互いに接着し、血液が外に漏
れないようなバリヤーとしての機能を果た
している。血管内皮特異的な細胞間接着分子
VE-cadherin （ Vascular Endothelial Cell 
Specific-Cadherin）はアドへレンスジャン
クションの形成を介してこのバリヤー機能
を厳密に制御している。最近の研究から
VE-cadherin は単に細胞間の接着を制御する
ばかりでなく、細胞間接着依存的に細胞外か
ら細胞内へシグナルを伝達するシグナル分
子としても機能することが分かってきた

（Outside-In シグナル）。また、逆にその接
着活性が細胞内からのシグナル（Inside-Out
シグナル）によって正あるいは負の調節を受
けることも示唆されている。つまり内皮細胞
間接着および血管のバリヤー機能はこのよ
うな VE-cadherin を介した細胞内・外両方向
へのシグナルによって厳密に制御されてい
る。 
われわれはこれまでにこの VE-cadherinに

連関した細胞内シグナル伝達系について精
力的に解析を行い、低分子量 GTP 結合調節蛋
白質（G蛋白質）に属する Rap1 が VE-cadherin
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接着を正に調節することを発見、報告してき
た（Fukuhara et al, J. Biochem. Mol. Biol., 
39: 132-139, 2006）。アドレノメジュリンや
プロスタサイクリンは G蛋白質共役型受容体
を介してサイクリック AMP（cAMP）を産生し
血管のバイヤー機能を亢進する。今までその
メカニズムとして cAMP による cAMP 依存性蛋
白質リン酸化酵素 PKAの活性化が重要である
と考えられていたがわれわれはその経路に
加えて cAMP の新規エフェクターである Epac
（Rap1 グアニンヌクレオチド交換因子
（GEF））を介した Rap1 活性化経路が
VE-cadherin 接着活性を強力に亢進すること
を報告した（Fukuhara et al, Mol. Cell. 
Biol., 25: 136-146, 2005）。 
さらに他のグループによって上皮細胞間

接着における Rap1 の役割についても解析が
なされ、大阪大学大学院医学系研究科、高井
らのグループはイムノグロブリンドメイン
を有する接着因子 nectin によって Rap1 が活
性化され、これにより E-cadherin 接着が形
成されることを報告している（Ogita and 
Takai, Methods Enzymol., 406: 415-424, 
2006）。このように本研究開始当初、われわ
れを含むいくつかの研究グループによって、
Cadherin 接着形成における Rap1 の重要性が
明らかにされていたが、Rap1 が Cadherin 接
着を制御する機構については殆ど理解され
ていなかった。 
 

２．研究の目的 
１の研究背景を踏まえて、われわれは Rap1
が VE-cadherin接着を制御する分子メカニズ
ムを解明することを目的に研究を遂行した。
具体的には以下の３点について焦点を当て
て解析を行ってきた。 
(1) Rap1によるアクチン細胞骨格系制御とそ
れによる VE-cadherin接着亢進メカニズムに
ついて 
これまでにわれわれはアデニル酸シクラー
ゼの活性化剤であるフォルスコリン(FSK)で
内皮細胞を処理し細胞内 cAMP 濃度を上昇さ
せると、細胞間接着部位でアクチン線維の束
化が惹起されることを発見した。そこで、こ
の cAMP によるアクチン線維の束化が
VE-cadherin 接着をどのように制御している
か解析する。 
(2) Rap1 による VE-cadherin 細胞内輸送制御
とその VE-cadherin接着における役割につい
て 
Cadherin はカルシウム依存性接着分子であ
るので細胞外カルシウムを除去すると接着
が破壊され、エンドサイトーシスによりエン
ドゾームに蓄積する。しかし、カルシウムを
再度添加するとエンドゾームに局在する
Cadherin は接着部位に輸送され接着が再形
成される。われわれはこれまでに、FSK 刺激

によってエンドゾームから細胞間接着部位
への Cadherin 輸送が促進されることを見つ
けた。そこで本研究では cAMP による
VE-cadherin 細胞内輸送制御機構を解析し、
その VE-cadherin接着における役割について
調べる。 
(3) 生体内における Rap1 による Cadherin 接
着制御の役割について 
(1)、(2)の in vitro の細胞系で明らかにさ
れた機構が実際に生体内でも機能している
のか解析する。 
 
３．研究の方法 
本研究は主にヒト臍帯静脈血管内皮細胞
HUVEC を用いて遂行する。また、in vitro の
系で明らかになった知見が生体内でも実際
に機能しているか検討するため、トランスジ
ェニックマウスを用いた解析を行う。以下に
本研究課題を遂行するための主要な研究の
方法を示す。 
(1) バイオイメージング技術を用いた
VE-cadherin 接着制御メカニズムの解析 
生きた細胞における VE-cadherinのダイナミ
ズムを解析するため、VE-cadherin と緑色蛍
光蛋白質（GFP）の融合蛋白質（VEC-GFP）を
作製し、その挙動をバイオイメージング技術
により解析する。また、VEC-GFP を用いた
Fluorescence Recovery After 
Photobleaching（FRAP）解析により、細胞間
接着部位における VE-cadherinの安定性を測
定する。 
(2) Rap1活性を時空間的に制御するための系
の確立とそれを用いた VE-cadherin接着制御
機構の解析 
近年、Inoue らによって開発された Rho ファ
ミリィー低分子量 G蛋白質の活性を時空間的
に制御できる系を応用し、Rap1 活性を時空間
的に制御できる系を開発する。 
(3) 生体内における Rap1 による血管内皮細
胞間接着制御の役割の解析 
血管内皮細胞で特異的に活性化型 Rap1 ある
いは Rap1 水解促進因子 Rap1GAP を過剰発現
するトランスジェニックマウス の解析を行
う。 
 
４．研究成果 
(1) cAMP-Epac-Rap1シグナル伝達系によるア
クチン細胞骨格系制御とその VE-cadherin接
着における役割の解析 
解析の結果以下の３つの知見が得られた。 
① 血管内皮細胞で cAMP－Epac－Rap1シ
グナルを活性化すると、細胞中央部に局
在するストレスファイバーが消失し、逆
に内皮細胞間接着部位でアクチン線維
の 束 が 形 成 さ れ る こ と が 分 か っ た  
（図１）。また、このアクチン線維の束
に VE-cadherin が集積すること、そして



 

 

このアクチン線の束化は VE-cadherin 接
着非依存的に起こることが示された。 
②VEC-GFP を用いて FRAP 解析を行った
ところ、cAMP－Epac－Rap1 シグナルは、
細胞間接着部位で VECを安定化させるこ
とが分かった（図２）。また、この現象
はアクチン線維重合阻害剤により抑制
されたことから、cAMP－Epac－Rap1 シグ
ナルは細胞間接着部位でアクチン線維
の 束 化 を 形 成 し 、 そ れ に よ り
VE-cadherin を細胞間接着部位で安定化
させることが分かった。 
③ VE-cadherin の細胞内領域を欠損、あ
るいは・-catenin に置換した VEC-GFP
変異体を用いて FRAP 解析を行ったとこ
ろ、VE-cadherin が cAMP－Epac－Rap1
シグナルによって細胞間接着部位で形
成されたアクチン線維に集積し、そこで
安 定 化 す る に は 、 ・-catenin 、
・-catenin が必要であることが分かっ
た。 

①から③の結果から、cAMP－ Epac－
Rap1 シグナルは VE-cadherin 接着非依
存的に細胞間接着部位でアクチン線維
の束化を惹起することが分かった。さら
に、VE-cadherin はそのアクチン線維の
束に・-catenin、・-catenin を介して結
合することで細胞間接着部位で安定化

し、それにより VE-cadherin 接着が増強
されることが明らかになった。本研究で
得られた成果は、現在論文投稿準備中で
ある。 
こ れ ま で 、 細 胞 間 接 着 部 位 で は

Cadherin を介してアクチン線維の束が
形成されると考えられていた。また最近
Nelson らのグループは、Cadherin とア
クチン線維は直接相互作用しないとい
う知見を報告しており注目されている。
本研究では、Rap1 が VE-cadherin 接着非
依存的に細胞間接着部位でアクチン線
維の束化を惹起すること、またそのアク
チン線維に VE-cadherin が・-catenin、
・-catenin を介して結合することを明
確に証明しており、新たな Cadherin 接
着制御機構を提唱している点で非常に
意義があると考える。 

しかし、Rap1 がアクチン線維の束化を
惹起する機構については未だ不明なて
点が多く、今後の重要な研究課題である
と考える。 
(2) Rap1 による VE-cadherin 細胞内輸送制
御とその VE-cadherin接着における役割の解
析 
VEC-GFP を発現した血管内皮細胞を FSK
で刺激したところ、細胞内のエンドゾー
ムに局在する VEC-GFP が細胞間接着部位
にリクルートされることが分かった。そ
こで、cAMP が VE-cadherin の細胞内輸送
を制御するメカニズムについて解析し
た。 
 まず、この疑問を明らかにするため
Rapamycin 依存的に相互作用する FRB
（rapamycin binding domain of mTOR）と FKBP
（FK506-binding protein）を用いて Rap1
活性を時空間的に制御できる系を確立
した。FKBP と Epac１触媒領域の融合蛋白質
（FKBP-Epac1）および膜移行シグナルを付加
した FRB を細胞に発現させ Rapamycin で刺激
したところ、FKBP-Epac1 は細胞膜に移行し、
細胞膜で特異的に Rap1 の活性化を引き起こ
した。この系を用いて VEC-GFP の挙動をタイ
ムラプスイメージグにより検討したところ、
細胞膜で Rap1 を活性化させると、細胞膜の
伸展が惹起され、その膜伸展部位に VEC-GFP
含有小胞がリクルートされることが分かっ
た。 
 最近Rap1が RhoファミリィーG蛋白質の一
つである Rac の GEF に結合し、Rac 活性を調
節することが報告されている。上で述べたよ
うに細胞膜における Rap1 の活性化が膜の伸
展を惹起したことから、 Rap1 による
VE-cadhrinの輸送にRacが関与する可能性を
考え、それを検証した。その結果、細胞膜で
Rap1 を 活 性 化 し た と き に 見 ら れ る
VE-cadherin 輸送がドミナントネガティブ



 

 

Racによって阻害された。また、細胞膜で Rap1
を活性化するとそこで Racの活性化も惹起さ
れること、さらに FRB/FKBP の系を用いて細
胞膜で特異的に Rac を活性化させても
VEC-GFP の輸送が亢進することが分かった。
以上の結果から、細胞膜における Rap1 活性
化は Rac を介して VE-cadherin のエンドゾー
ムから細胞膜への輸送を亢進することが明
らかになった。 
 これまで Rap1 による細胞内小胞輸送制御
機ついては殆ど知られておらず、今回得られ
た知見は非常に重要であると考える。今後、
細胞膜での Rap1-Rac シグナルが如何にして
細胞内のエンドゾームにまで伝達されるの
かなど、詳細に分子メカニズムを解析してい
く。 
(3) 生体内における Rap1 による Cadherin 接
着制御の役割の解析 
in vitro 解析系で示された Rap1 による
VE-cadherin 接着制御が生体内でも機能して
いるのか明らかにするために、血管内皮細胞
で特異的に Rap1 活性が亢進あるいは低下し
たトランスジェニックマウスの解析を行っ
た。具体的には内皮細胞で特異的に機能する
Tie2 プロモーターを下で Rap1 の活性化変異
体 RapE63（Tie2-RapE63、京都大学服部先生
との共同研究）あるいは Rap1 の不活性化因
子 Rap1GAP（Tie2-Rap1GAP）を発現するトラ
ンスジェニックマウスの解析を行った。その
結果、予想に反しこれらトランスジェニック
マウスは正常に発生し、発育することが分か
った。実際にこれらトランスジェニックマウ
スの血管内皮細胞で Rap1 活性が亢進あるい
は低下しているか確認するため、肺組織から
CD31 陽性血管内皮細胞をセルソーターによ
り単離し、これら細胞における Rap1 活性を
pull-down 法を用いて調べた。その結果、
Tie2-RapE63マウスの内皮細胞ではRap1活性
の亢進が、Tie2-Rap1GAP マウスの内皮細胞で
は Rap1 活性の低下が確認された。今後、こ
れらトランスジェニックマウスの血管を詳
細に調べると共に、炎症や生理的あるいは病
的な血管新生を惹起させたときの反応を解
析していく。 
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