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研究成果の概要（和文）：Vasohibin-1 (VASH1)は内皮細胞が発現する血管新生抑制因子であり、その遺伝子が欠損す
るとがんの血行性およびリンパ節転移は増強する。選択的スプライシングによりVASH1AとVASH1Bが生じるがVASH1Aは血
管新生抑制と血管成熟化、VASH1Bは血管内皮細胞死と血管退縮を来す。Vasohibin-2 (VASH2)はがん細胞が発現する血
管新生促進因子であり、そのがん細胞での発現を制御することでがんの発育を抑制することができる。VASH1とVASH2は
よく保存され類似の構造を持ち、その類似性から活性部位を類推、それぞれの中和抗体を作成してVASH受容体の候補分
子を特定した。

研究成果の概要（英文）：Vasohibin-1 (VASH1) is an angiogenesis inhibitor expressed in endothelial cells, 
and the defect of its expression in ECs results in the enhancement of hematogenous and lymphatic cancer 
metastasis. There are 2 VASH1 proteins, a full length VASH1A and a splicing variant VASH1B. VASH1A causes 
angiogenesis inhibition and vascular maturation, whereas VASH1B causes endothelial cell death and 
vascular regression. Vasohibin-2 (VASH2) is an angiogenesis stimulator expressed in cancer cells, and the 
inhibition of its expression is useful for the anti-cancer treatment. VASH1 and VASH2 are highly 
conserved and resemble proteins. We analogized their active sites, developed neutralizing antibodies and 
identified a VASH receptor candidate.

研究分野： 血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍血管は、がんの発育を促進するばか

りか、血管透過性の亢進した未熟な構造の
故に、癌細胞の血管内への侵入が容易であ
ることから、遠隔転移のルートとなってい
る。このため腫瘍血管新生と血管の構築異
常の機序を理解することは、がん制圧の観
点からも極めて重要である。 
研究代表者は、一貫して血管新生調節の

分子機序に関する研究を進めてきたが、そ
の過程で血管内皮細胞が自ら産生して血管
新生を抑制する negative feed back 調節因
子 vasohibin-1 (VASH1) (Watabane et al. 
J. Clin. Invest. 2004)と、アミノ酸組成
上約 50%相同のホモログ vasohibin-2 
(VASH2) (Shibuya et al. Arterioscler. 
Thromb. Vasc. Biol. 2006) の ２ つ の
Vashibin ファミリー分子を発見した。さら
に VASH1 は血管内皮に発現して血管新生を
終息させ、成熟した血管構築とするのに対
して、VASH2 は血管新生部位に浸潤する骨
髄由来単核球に発現し、VASH1 と機能的に
競合して血管新生を促進することを明らか
にした(Kimura et al. Blood 2009)。 
VASH1 と VASH2 のがんにおける意義に関

して、VASH1 はヒトがん病理組織において
もがん間質の血管内皮に選択的に発現して
いることを観察し、さらに VASH1 KO マウス
を作成して腫瘍細胞移植モデルに供したと
ころ、腫瘍発育は促進され、未熟な腫瘍血
管が増加したことから、VASH1 は腫瘍血管
新生においても血管新生を抑制することを
明らかにしている(Hosaka et al. Am. J. 
Pathol. 2009)。これに対して VASH2 のヒト
がんにおける意義については不明な点が多
い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、VASH1 と VASH2 の機能を包
括的に理解し、Vasohibin ファミリーの腫
瘍血管新生、血管構築の異常、がん幹細胞
の動態、がん転移における役割を解明する。 
分子レベルの解析では、VASH1 や VASH2

によって内皮細胞やがん細胞で変動する遺
伝子群の同定、VASH1 や VASH2 の各種変異
体やキメラ分子を作成して、それぞれの分
子に特有な機能ドメインの同定、などを行
う。細胞レベルの解析では、Vasohibin 受
容体の同定、細胞骨格の改変から見た細胞
内シグナル伝達系の解明、VEGF シグナル遮
断による内皮細胞死の VASH1 による防御の
証明を行う。個体レベルの解析では、VASH1
が VEGF シグナル遮断による血管退縮を防

いで、VEGF シグナル遮断が無効な癌に対し
ても効果を示すことを証明すると共に、モ
デルマウスを駆使して、腫瘍の発育、転移、
血管新生、リンパ管新生について VASH1 と
VASH2 の機能を包括的に解析するとともに、
がん転移との関連性についても検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)VASHによる血管新生調節のメカニズ
ム：VASH1が内皮細胞のαチューブリンを脱
チロシン化することに注目し、その血管新
生抑制のシグナリングにおける意義を細胞
遊走や蛋白の細胞内輸送との関係から解析
する。 

(2)VASH1およびVASH2の活性中心の同定：抗
ヒトVASH1中和モノクローナル抗体より
VASH1の活性中心を特定し、構造上の類似性
からそのに対応するVASH2 の活性中心を決
定する。  

(3) VASH受容体の探索：血管内皮細胞より
cDNAライブラリーを作成し、COS7細胞を用
いて細胞膜受容体のexpression cloningを
行う。プロテオームの手法を用いてVASH1と
結合する蛋白のスクリーニングによって得
られた膜蛋白について受容体として機能す
るかを解析する。VASHによる蛋白リン酸化
反応をVASH中和抗体を用いて阻害すること
で受容体候補を探索する。 

 (4) VASH1およびVASH2の遺伝子発現調
節：血管内皮細胞に発現するVASH1、癌細胞
に発現するVASH2双方の遺伝子発現調節を
promoterやmicro RNAの観点から解析する。 

(5)VASH1のVASHのスプライシングヴァリア
ントおよび産生後プロセッシングと機能の
相違：VASH1にはスプライシングヴァリアン
トがあることから、それらがfull length
のVASHと機能に相違が無いかを検証する。
またVASH1は産生後プロセッシングを受け
るがその意義をがんとの関連で解析する。 

(6)マウスがんモデルを用いたVASH1, 
VASH2の個体レベルでの解析：野生型マウス
や遺伝子改変マウスを用いて、がんの発育
や転移に対するVASH1およびVASH2の機能を
解析する。 

 
４．研究成果 
(1)VASHによる血管新生調節のメカニズ
ム：VASH1による血管内皮細胞のαチューブ



リンを脱チロシン化促進によりVEGF受容体
の細胞内移動を停止させること、そのため
リガンドは細胞膜の受容体に結合するもの
の受容体からの細胞内シグナル伝達がされ
てしまうという、これまでに前例のない、
全く新しい機序によって血管新生を抑制す
ることを見出した。 

(2)VASH1およびVASH2の活性中心の同定：
Vasohibinは最も下等な多細胞生物である
trichoplaxから良く保存されているが、下
等な生物は単一の遺伝子しか有しておらず、
進化の過程で脊椎動物からVASH1とVASH2と
に分かれたことが判明した。VASH1および
VASH2は種を超えて良く保存されており、ヒ
トVASH1とヒトVASH2はアミノ酸配列上お互
いに52.5%以上相同である。ヒトVASH1の５
箇所の領域についてペプチドを合成し、モ
ノクローナル抗体を作成したところ、ヒト
VASH1286-300ペプチドに対するモノクローナ
ル抗体は中和抗体であった。構造の類似性
からVASH2についてもヒトVASH1286-300に対応
する領域が生物活性に必要であるかどうか
を検証した。VASH2は臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)の遊走を促進したが、ヒト
VASH1286-300に対応する領域のうちヒト
VASH2286-289の４つのアミノ酸を全てアラニ
ンに置換した変異型VASH2はHUVECの遊走を
促進できず、この領域がvasohibin蛋白の活
性に重要であると考えられた。 

 (3) VASH受容体の探索：VASH1受容体を
Expression cloningやVASH1との結合性を
指標としたプロテオーム解析で探索したが
単離には至らなかった。そこで促進性の
VASH2の受容体へ探索の標的をスイッチし
た。VASH2の活性中心の情報をもとに抗
VASH2中和モノクローナル抗体が得られた
ことから、HUVECをVASH2で刺激した時のチ
ロシンリン酸化反応が中和モノクローナル
抗体によって阻害されるいか否かをリン酸
化受容体チロシンキナーゼアレイで受容体
候補を探索して候補分子を得た。 

(4) VASH1およびVASH2の遺伝子発現調節：
血管内皮細胞におけるVASH1 mRNAの発現は
VEGFなどの血管新生刺激によって誘導され
るが、その誘導には転写因子GATA2が関わっ
ていることが明らかとなった。これに対し
て、がん細胞はVASH2を構成的に発現してお
り、低酸素や増殖因子などの刺激によって
も誘導されなかった。このVASH2の構成的な

発現上昇については、がん細胞のmir-200b
の発現低下が関与することを明らかにした。 

(5)VASH1のVASHのスプライシングヴァリア
ントおよび産生後プロセッシングと機能の
相違：VASH1遺伝子は７つのexonで構成され
ているが、VASH1蛋白にはfull lengthの
VASH1Aとexon５以降が欠失したスプライシ
ングヴァリアントのVASH1Bとがある。
VASH1AとVASH1Bを培養血管内皮細胞に遺伝
子導入するとVASH1Aは内皮細胞の遊走・増
殖を抑制するが細胞死は起こさないのに対
してVASH1Bは内皮細胞死を惹起した。マウ
スモデルを用いてVASH1AあるいはVASH1Bを
腫瘍血管に遺伝子導入したところ、VASH1A、
VASH1Bいずれも腫瘍血管新生と腫瘍発育を
抑制したが、VASH1Bでは残存した腫瘍血管
は未熟で腫瘍血流の減少と残存腫瘍での低
酸素領域と壊死部の拡大を認めたのに対し、
VASH1Aでは残存した腫瘍血管は成熟化して
良好な血流を有し、残存腫瘍での低酸素領
域と壊死部は減少していた。これらに抗が
ん剤を併用したところ、VASH1Aでは明らか
な併用効果が認められたのに対し、VASH1B 
では併用効果は認めなかった。 

 VASH1は、分泌後まずN末端が切断される
が血管新生抑制活性は保存されており、つ
いでC末端が切断されて失活する。この
VASH1の分解・失活は血管内皮細胞とがん細
胞を共培養すると顕著に亢進し、その分解
はカルパインによることを明らかにした。 

 (6)マウスがんモデルを用いた VASH1 およ
び VASH2 の個体レベルでの解析：VASH1 
null マウスに癌細胞を移植すると野生型
マウスと比較して腫瘍血管新生と腫瘍発育
が増強することが分かっている。そこで内
因性 VASH1 のがん転移に対する影響を調べ
た。ルイス肺癌(LLC)細胞をフットパッドに
移植したところ、VASH1 null マウスでは血
行性の遠隔転移として肺転移と鼠径リンパ
節へのリンパ節転移の程度が野生型マウス
と比較して顕著に増強した。がん細胞は
VASH2 を高発現しており、各種がんのコホ
ート研究データセットから VASH2 の発現が
高いほど予後不良のことが確認された。
VASH2 のがん細胞における発現を shRNA で
安定的にノックダウンしてマウスに移植す
ると mock と比較して造腫瘍性と腫瘍血管
新生は顕著に抑制された。さらにがん細胞
をマウスに移植し、腫瘍形成を確認してか
ら VASH2 に対する siRNA をアテロコラーゲ



ンに混じて局所注射して VASH2 の発現をノ
ックダウンしたところ腫瘍血管新生と腫瘍
発育は有意に抑制された。 
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