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研究成果の概要（和文）：４回膜貫通タンパク質Tspan18が血管の正常発生および腫瘍血管形成に寄与する機構
として、VEGFR2 shedding断片への作用を解析した。VEGFR2断片の核局在は検出されなかったが、HUVECへの過剰
発現およびノックダウンにより、Tspan18はshedding断片量および全長VEGFR2のリン酸化を正に制御することが
示された。
Tspan18欠損マウスの網膜、肺、腸間膜の血管内皮細胞のVEGFR2およびその断片を野生型マウスと比較したとこ
ろ、全長VEGFR2のリン酸化は減弱したが、各断片の量には変化がなかった。さらに血管とリンパ管の分化、形成
に重要な新規遺伝子を同定し、解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：We are analyzing effects of Tspan18, a membrane protein with four 
transmembrane regions, on shedding of VEGFR2, as a mechanism by which Tspan18 contributes to normal 
retinal vascular development and development of tumor blood vessels. Though nuclear localization of 
VEGFR2 fragments was not detected, we have shown that Tspan18 increases the amount of VEGFR2 
fragments and phosphorylation of full length VEGFR2 by overexpression and knockdown experiments 
using HUVECs. The amount of VEGFR2 fragments were normal in the postnatal retina, lung and mesentery
 endothelial cells of endothelial-cell-specific Tspan18 KO mice, but phosphorylation of full-length 
VEGFR2 was suppressed in those mice. We additionally identified a novel gene important for 
development of blood vessels and lymphatic vessels, and developed and analyzed its knockout mice.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 血管新生　血管形成　リンパ管新生　tetraspanin　Tspan18

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
より効果的で副作用の少ない、抗腫瘍血管新生療法の新たな分子標的を探索するため、VEGFシグナルの詳細を基
礎研究により徹底的に見直そうという機運が世界的に高まっている。その中で、Tetraspaninというまだ知見の
乏しいタンパク質によるVEGF受容体のtruncationという切り口はユニークと言える。特に、ノックアウトマウス
の解析からTspan18のin vivoでの重要性は既に示されていることから、上記のVEGFシグナルの詳細の解明、次世
代の抗腫瘍血管新生療法の開拓へ本研究が寄与するところは大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

血管は全身の恒常性維持に必須の組織であり、その異常は糖尿病と癌を含む種々の疾患に関

わる。血管形成を制御する最も重要なシグナルは血管内皮成長因子（VEGF）であり、そのメイン

受容体である 2型 VEGF 受容体（VEGFR2）は、顕著な細胞内の膜輸送やタンパク質分解を受けて

いるが、それが受容体のシグナルに与える影響については知見が乏しい。こうした背景で我々は、

タンパク質の膜輸送を制御する tetraspanin のひとつである Tspan18 が正常な血管形成に必須

の因子であること、また、Tspan18 は VEGFR2 の切断断片と結合するということをこれまでに見

出してきた。そこで、「VEGFR2 のタンパク質分解および膜輸送は、血管形成にどのような影響を

与えるか？」を本研究の問いとして設定し、Tspan18 が血管形成に重要であることの意味として、

VEGFR2 の挙動に着目して解析を進め、その分子機序の解明を目指した。 

  

 

２．研究の目的 

我々は、血管が正常な形態および機能を持つことに関わる分子の探索、ノックアウトマウスを

用いた表現型の解析、分子機序の解明を通じて、正常血管形成の理解を進めてきた。その１つと

して同定された Tspan18 について、Tspan18 欠損マウスでは動脈形成不全を伴う血管形成の抑制

が起こり、腫瘍血管の退縮（正常化）、糖尿病網膜症モデルにおいて病的血管新生の抑制が起こ

ることを見出してきた。この機序として、Tspan18 は VEGFR2 の shedding 後の切断断片と特異的

に結合しており、何らかの仕組みによって VEGF シグナルの減弱に寄与することが推定された。

血管形成の場で最も重要なシグナルである VEGF-VEGFR2 シグナルの減弱に関わる血管新生抑制

機構の知見は、血管網の異常を伴う疾患に関する理解を深め、血管形成の異常を伴う疾患の分類

と診断、ひいては治療標的の提案につながる可能性がある。 

そこで、shedding によって生じる断片による転写制御、Tspan18 による shedding 調節の可能

性、Tspan18 欠損マウス組織における VEGFR2 shedding の変化等について検証を進めた。 

 

 

３．研究の方法 

 一部の膜タンパク質では、shedding 断片およびそれがさらに分解された細胞内ドメイン断片

が核に移行し、転写制御活性を示す例が知られている。そこでまず、VEGFR2 の各断片の細胞内

局在を理解する目的で、ヒト臍帯血管内皮細胞(HUVEC)を用い、定常時および VEGF 刺激時に細胞

を回収して生化学的分画を行い、ウエスタンブロットにより各断片の分布を解析した。 

 Tspan18 が VEGFR2 の shedding を調節する可能性については、HUVEC で Tspan18 を過剰発現あ

るいは siRNA ノックダウンし、ウエスタンブロットにより断片量およびリン酸化の程度を評価

した。 

 マウス個体での VEGFR2 shedding における Tspan18 の役割については、血管特異的 Tsapn18 ノ

ックアウトマウスを用い、生後 3~6 日において網膜、肺、腸間膜を回収してウエスタンブロット

により断片量およびリン酸化の程度を評価した。 

 

 

４．研究成果 



 HUVEC を核分画して VEGFR2 の shedding 断片の局在を調べた結果、75kDa、130kDa 断片、およ

び細胞内ドメイン断片と思われるサイズのバンドのいずれも核画分からは検出されなかった。 

また、HUVEC において Tspan18 を過剰発現あるいはノックダウンしたところ、Tspan18 の量と

VEGFR2 断片(130kDa および 75kDa)の量が正に相関する結果が得られた。また、このとき、断片

ではなく全長の VEGFR2 についてのみ、Tspan18 の過剰発現によりリン酸化が増強していた。こ

こから、Tspan18 が shedding を促進する、あるいは shedding 産物のさらなる分解を抑制するこ

と、また、何らかの機序で全長 VEGFR2 のリン酸化を亢進させることが示された。 

血管特異的 Tspan18 欠損マウスから網膜、肺、腸間膜(生後 3～6日)の血管を回収して VEGFR2

の shedding 断片の量をウエスタンブロットにより解析したところ、野生型マウスと比べて

VEGFR2 のリン酸化に減少傾向を認めたが、shedding 産物量およびその生後数日間の推移には特

に変化がなかった。 

さらに、ノックアウトマウスを用いた血管解析を進める中で、血管新生因子としてこれまで解

析されていなかった新規分子について、血管とリンパ管が末梢で融合してしまう胎生致死とな

る表現型を見出した。この新規分子については、血管およびリンパ管特異的にノックアウトした

マウスを作製し、血管形成の組織学的解析を進め、尻尾、腸間膜など様々な組織においてリンパ

管が拡張し（浮腫）、静脈に異所性にリンパ管分化スイッチである Prox1 が核内に発現すること

を見出した。 
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