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研究成果の概要：血管新生は既存の血管から新たな血管枝が分岐して血管網を構築する生理的
現象であり、その制御は、虚血をきたした組織の血流の改善、あるいはがん細胞増殖の抑制の
ために重要な治療ポイントである。本研究では、受精卵から成体になる過程で重要な役割を果
たすことで知られる Notch シグナルが、成体の虚血組織の血管新生においても重要であること
を、細胞内シグナル解析および遺伝子改変マウスを用いて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)Notch 受容体は線虫からヒトに至るまで種
を超えて保存された 1 回膜貫通型受容体であ
る。Notch シグナルの生理的作用はショウジ
ョウバエ、ゼブラフィッシュ、マウスの個体
発生において精力的に解析され、多くの臓器
で細胞間相互作用を介して、細胞運命の決定
を行い、殊に神経、体節形成に必須であるこ
と報告されている。しかし、これまで、哺乳
類の血管発生における Notch シグナルの役割
については議論が分かれるところであった。
(2)申請者は血管内皮特異的 Notch1 欠損マウ
ス(ecNotch1-/-)を、Cre-loxp システムを用いて
作製し、その胎児における血管発生について
検討した(Takeshita Circulation 2005)。同欠損

マウスは胎生期初期に死亡し(E11.5)、発育障
害、卵黄嚢、胎児における血管リモデリング
の異常、胎盤の胎児由来の血管新生障害、ア
ポトーシスをきたした内皮細胞、神経細胞を
多く認めた。これらの検討により、血管内皮
細胞の Notch1 は血管リモデリング、内皮細胞
の生存を制御して血管発生に重要な役割を
果たしていると考えられた。 

(3)近年、Notch シグナルは、胎生期のみなら
ず成体における役割が注目を集めている。
Notch シグナルは成体の血液、神経、腸管上
皮の幹細胞の維持、骨格筋の再生を制御して
いるという知見もあり、成体の血管新生への
関与、そして新しい血管新生の制御ポイント
として大いに期待される。 
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２．研究の目的 
(1)高齢者人口の増加、食生活の欧米化および
身体活動低下などの変化に伴って心筋梗塞
や狭心症など虚血性心疾患、慢性閉塞性動脈
硬化症患者は増加の一途にある。経皮的カテ
ーテルインターベンション、外科的バイパス
手術が発達した現状にもかかわらず治療困
難な虚血性疾患症例は多く、それに対して、
虚血部の周辺から血管新生、および側副血行
の発達を促し、組織障害や壊死を軽減させる
新しい治療、血管新生療法に我々は取り組ん
でいる。血管新生療法には、サイトカイン、
薬剤、細胞治療、遺伝子治療など多くの方法
が試みられてきたが決定的なものは未だな
い。このことは血管新生についての理解が不
十分であり、これまで検討のない新しい機序
を探求する必要があることを示している。 

(2)申請者は個体発生においては細胞運命を
決定して神経発生、体節形成を司る一方、成
体においては体性幹細胞維持など多彩な作
用を持つ Notch シグナルが血管発生において
も重要であることを明らかにした(Takeshita 

et al. Circulation2005)。本研究では虚血に反応
して起こる血管新生における Notch シグナル
の役割と、生体内における Notch シグナルの
活性化機構を明らかにすることを本研究の
目的とする。  

３．研究の方法 
(1)Notch 遺伝子改変マウスの下肢虚血モデル
の解析 

Notch1flox/flox mouse と Tie2-Cre recombinase 

transgenic mouse を交配して、内皮特異的
Notch1 ノックアウトマウス(ecNotch1-/-)と同
ヘテロノックアウトマウス(ecN1+/-)を作製し
た。ecNotch1-/-は胎生期致死(E11.5)、血管リ
モデリングの異常、内皮細胞にアポトーシス
がみられた。しかし、ecN1+/-は表現型に異常
を認めなかった。そこで、対照マウス、
ecNotch1+/-、全身 Notch1 ヘテロノックアウト
マウス(N1+/-)、全身 Notch4 ノックアウトマ
ウス(N4-/-)において下肢虚血モデルを作製し
て下肢血流の回復を下肢の脱落の有無、Laser 

Doppler Image (LDI)、毛細血管密度で解析し
た。 

(2)ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)における
Notch1 受容体の活性化機構の解明 

HUVECを血管内皮増殖因子(VEGF)で刺激し
てNotchシグナル関連分子の発現、γ-secretase

活性を検討する。同様の検討をconstitutive 

active Akt、dominant negative Aktを遺伝子導入
して行う。 

４．研究成果 
(1)片側下肢虚血モデルを作製したところ、
虚血肢における VEGFの誘導は対照マウスで
も ecNotch1+/-、N1+/-でも同様であったが（A）、
壊死による脱落は両ミュータントマウスで
有意に多かった。 

図１虚血肢の VEGF誘導と壊死 

(2)下肢血流の回復を LDI で測定したところ
対照マウスと Notch4 ミュータントマウスで
は良好な回復を示したが、Notch1ミュータン
トマウスでは有意に低下していた。 
図２虚血肢の血流回復と毛細血管密度 

(3)虚血肢の新生血管内皮において Notch1(A)

とその下流の転写因子 Hes-1 の発現(B)が増
加していた。VEGF の刺激に対して対照マウ
スと Notch1 ミュータントマウスの動脈片よ
りの血管内皮遊走能を検討したところ、ミュ
ータントマウスにおいてのみ低下を認めた
(C)。以上より VEGF の下流で Notch1 は血管
新生作用について重要であると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３新生毛細血管のNotchシグナル活性化と
動脈片における血管内皮遊走 

(4)HUVEC を VEGF で刺激すると短時間で
Aktの活性化と平行してNotch1は活性化した
(A)。この活性化は PI-3kinase-Akt の阻害薬、
dominant negative Akt の transfection で抑制さ
れ、active Akt の transfection で活性化した。 

図４VEGF による Notch シグナルの活性化 
(5) HUVEC を VEGFで刺激すると γ-secretase

活 性 は 増 加 し た (A) 。 こ の 活 性 化 は
PI-3kinase-Akt(A)と γ-secretase(B)の阻害薬で
抑制された。これは Notch1 の活性化に相関し
ていた (C) 。 γ-secretase 活性を反映する
preseniline1 の活性化は dominant negative Akt

の transfection で抑制され、active Akt の
transfection で促進された。 

 
図５VEGFによる血管内皮 γ-secretase 活性化 
(6) HUVEC を VEGF で刺激すると細胞数(A)、

thymidine 取り込み(B)、接着能(C)、遊走能(D)

が促進されたが、これは γ-secretase 阻害薬の
濃度依存性に抑制された。 

 

図６VEGF による血管内皮の活性化と薬理
的 Notch 阻害の影響 

(7) 無血清下で HUVEC を VEGF で刺激する
とアポトーシスは抑制された (A)。しかし
γ-secretase 阻害薬の作用により濃度依存性に
caspase3 は活性化し(B)、アポトーシスは促進
された(A)。 
Matrigel 上での管腔形成は VEGF 刺激下で
促進されるが、γ-secretase 阻害薬で抑制され
た(C, D)。 

 
図７Notch シグナルのアポトーシスへの影響
と Matrigel管腔形成への影響 
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