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研究成果の概要（和文）：アンジオポエチン 1-Tie2 は転写因子の調節を行うことが重要である

ことを突き止めた。AKT は MEF２のリン酸化を介して Kruppel-like factor2 の転写を亢進さ

せeNOSの転写増加とVCAM-1の転写抑制を誘導することがわかった。さらに、AKTはGSK3β
をリン酸化することによりβ−カテニンの分解を抑制し、接着依存性に活性化される Dll4/Notch
系の NICD(Notch 細胞内ドメイン)と結合することで、さらに Dll4 の転写を増加させて VEGFR2
の発現を抑制することがわかった。この二つの経路により血管の安定化が調節されていること

を明らかにすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Angiopopoetin-1(Ang1)-Tie2 signal promotes the expression of 
Kruppel-like factor 2 that is known to be a transcription factor essential for vascular 
quiescence. In addition, Ang1/Tie2 induces Dll4 expression by inhibiting degradation of 
beta-catenin in a manner dependent on AKT. Dll4/Notch signal upon cell-cell contacts is 
believed to inhibit VEGF-VEGFR2 signal. Collectively, Ang1/Tie2 signal stabilizes 
endothelial cells by inhibiting VEGF-VEGFR2 signal. 
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１．研究開始当初の背景 
血管新生の中心的な機能を果たす細胞であ

る血管内皮細胞の特徴として 

・上皮細胞と異なり細胞間接着分子が Tight 

Junction (TJ), Adherens Junction (AJ)に別

れて局在せず VE-cadherin, PECAM-1 が接着部
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位に混在して密に発現している点  

・内皮細胞特異的なチロシンキナーゼ受容体 

Vascular Endothelial Growth Factor 受容体

(VEGF-R), angiopoietin (Ang)受容体 である

Tieファミリー受容体が発現していること 

・反発(repulsion)や誘導 （attraction）を

調 節 す る Ephrin-Eph 系 , Delta-Notch, 

Semaphorin-Plexin,が神経系と同様に発現し

ていること をあげることができる。 

以上の特徴を考えると空間的・空間的に如何

にこれらの分子が機能しているかを調べるこ

とで乖離から再接着までの血管新生を理解で

きると考えている。血管から分枝をおこすに

は先ず安定化している血管接着を乖離させる

こと不可欠であり、Ang-2がかかわることが予

想されている。しかし如何なるメカニズムで

Ang2 が既存の細胞間接着を弛緩あるいは乖離

させるのかは不明である。虚血・癌組織から

分泌される VEGF-VEGFR系のシグナルが細胞間

接着を緩めると報告されているがその機序も

明確ではない。また一度、乖離した血管から

伸張した新生血管が安定な接着を取り戻す時

間軸を含めた４次元の生命現象を論理的に説

明できてはいない。 

 内皮細胞の増殖・遊走は VEGF-VEGFR2、 

Ang1-Tie2 のいずれでも報告されているが

Ang1-Tie2系は接着の安定化も誘導する。この

相反する情報伝達の制御を如何にして細胞は

使い分けているのかはまったく理解されてい

ない。VEGF-VEGFR2も Ang1-Tie2も増殖や遊走

の指標となる ERK キナーゼもあるいは抗アポ

トーシスに機能する AKT キナーゼも顕著に活

性化する。しかし、「何故 VEGFR2, Tie2 活性

化では増殖・遊走と細胞接着の安定化のシグ

ナルが同時におきるのに乖離から分枝と接着

の増強にわかれるのか？」という疑問が残る。 

血管内皮細胞は、細胞間の接着と乖離を見事

にコントロールすることによって、発生ある

いは臓器形成の際に円滑な血管新生を成立さ

せている。一方、癌・虚血での病的血管新で

も血管構築に不可欠である。本申請研究では

、いまだに全貌が解明れていない血管内皮細

胞の乖離・接着のメカニズムを接着因子

Vascular endothelial cadherin 

(VE-cadherin)、platelet and endothelial 

adhesion molecule-1 (PECAM-1)と、血管内皮

細胞特異的なチロシンキナーゼ調節系（

angiopoietin（Ａｎｇ）-Tie受容体系・

Vascular endothelial growth factor 

(VEGF)-VEGF-R受容体系）のシグナルを明かに

することで理解することを目的とする。我々

は、“細胞間接着の有無によって受容体チロシ

ンキナーゼの下流の相違が生じる”のではな

いかという仮説をたてている。安定化した血

管では接着を乖離させるリガンド刺激があり

、その後にある程度弛緩した接着では別のリ

ガンド刺激を受け、増殖・遊走に働き、まっ

たく接着のない細胞では増殖・遊走のみ活性

化され、最後に接着を増強させるリガンド刺

激で血管内皮細胞の接着が完成して安定化し

た血管が構築される。この過程は、内皮細胞

特異的チロシンキナーゼ受容体と内皮細胞特

異的接着分子に焦点をあてることで詳らかに

することができると考えている。 

 

２．研究の目的 
血管内皮細胞は、細胞間の接着と乖離を見事

にコントロールすることによって、発生ある

いは臓器形成の際に円滑な血管新生を成立さ

せている。一方、癌・虚血での病的血管新で

も血管構築に不可欠である。本申請研究では

、いまだに全貌が解明されていない血管内皮

細胞の乖離・接着のメカニズムを接着因子

Vascular endothelial cadherin 

(VE-cadherin)、platelet and endothelial 

adhesion molecule-1 (PECAM-1)と、血管内皮

細胞特異的なチロシンキナーゼ調節系（

angiopoietin（Ａｎｇ）-Tie受容体系・

Vascular endothelial growth factor 

(VEGF)-VEGF-R受容体系）のシグナルを明かに

することで理解することを目的とする。我々

は、“細胞間接着の有無によって受容体チロシ

ンキナーゼの下流の相違が生じる”のではな

いかという仮説をたてている。安定化した血

管では接着を乖離させるリガンド刺激があり

、その後にある程度弛緩した接着では別のリ

ガンド刺激を受け、増殖・遊走に働き、まっ

たく接着のない細胞では増殖・遊走のみ活性

化され、最後に接着を増強させるリガンド刺

激で血管内皮細胞の接着が完成して安定化し

た血管が構築される。この過程は、内皮細胞

特異的チロシンキナーゼ受容体と内皮細胞特

異的接着分子に焦点をあてることで詳らかに

することができると考えている。 

 
３．研究の方法 
細胞間接着分子と受容体系のシグナルへの

影響の検討 



 

 

同数の HUVECsを confluentあるいは、sparse

に培養して VEGF で刺激したときの ERK, AKT

の活性化の違いの有無を調べる。Confluent

と Sparseで ERK, AKTの活性化に違いが見ら

れた時には microarray 解析を行い転写誘導

される遺伝子を調べて、angiogenesisにかか

わる因子を明かにする。生理的な血管新生で

も、癌による血管新生でも VEGF が Notch1, 

Delta4 の転写を増加させることが報告され

ており、血管新生調節分子群間でも転写制御

により、新生の停止あるいは促進を調節する

フィードバック、フィードフォワード機構が

存在すると予想されるので、これを接着の有

無によって検討する（下図上段参照）。 

細胞間接着分子 VE-cadherin あるいは

PECAM-1 の有無による Ang1-Tie2 系シグナル、

VEGF-VEGFR2 系シグナルへの影響の検討。す

でにこれまでの検討で Ang1-Tie2系は少なく

とも接着の有無により ERK, AKT の活性化に

軽重が生じることが判明している。したがっ

て接着の有無が VE-cadherin, PECAM-1 を介

した調節系によるものであるかを確認する

ために、VE-cadherin, PECAM-1のそれぞれの

ノックダウン細胞で ERK, AKT の活性化を調

べる。これまでに、HUVECsでは VE-cadherin, 

PECAM-1 の 90%以上のノックダウン効率がえ

られることも確認済みである。 

Ephrin-Ephによる VEGF-VEGFR, Ang1-Tie2

系への影響を調べる。血管内皮細胞 HUVECs

には EphB受容体のうちで EpnB1, B2, B3, B4

が発現している（FASEB J 16; 1126-1128, 

2002）。いずれも、ephrin-B2 の受容体として

作用するので、HUVECsに発現しているリガン

ド、Ephrin-B2 をノックダウンすることで内

因性の ephrinB2-EphＢシグナルを抑制する

ことができる。この条件で VEGF, Ang1 で

HUVECsを刺激した場合の細胞内情報伝達 ERK, 

AKT の活性化を野生型細胞と比較することで

細胞間接着 ephrin-Eph 系の血管内皮細胞特

異的チロシンキナーゼ受容体シグナルへの

影響を調べることになる （下図 下段参

照）。 

 

血管新生のために分枝、あるいは遊走した血

管内皮細胞の増殖や遊走を停止させるメカ

ニズムとして再接着による細胞間接着がも

たら細胞内情報伝達系は重要であると予想

される。これまでに VE-cadherin 接着依存性

に低分子量 GTPase Rap1 が活性化して、

cortical actin の束化を促進して接着の安

定化が起きることを証明したが（Mol. Biol. 

Cell 2006）、増殖シグナルへの影響は調べて

い な い 。 本 計 画 で は 、 ① Vascular 

endothelial protein tyrosine phosphatase 

(VE-PTP)の機能について接着依存性のチロ

シンフォスファターゼ活性化が増加するの

か、あるいは VE-PTP の集積によってチロシ

ンの脱燐酸化が促進されるのかを調べる。②

初期接着時の VEGFR2, Tie2 のシグナルも検

討する。HUVECs を subconfluent に捲いて、

接着が緩いときの Ang1, VEGF 刺激で ERK の

抑制に働く Dual Specificity phosphatase

の誘導がおきるのかを調べる。 

VE-cadherin, PECAM-1の初期接着による

細胞の増殖・遊走抑制と接着安定化機構

の解明 

delta-Notch のシグナルでは Notch が

γ-secretase によって切断された細胞内ド

メイン(NICD)が血管新生に重要であるこ

とが示されている (reviewed in Cancer 

Cell 8; 1-3, 2005 and Nat. Rev. Mol. Cell 

Biol. 8; 464-478, 2007)。我々もすでに

VE-caherinが Protein kinase Cの活性化

によ proteaseで sheddingされることを突

き止めている。この shedding された

VE-cadherinの細胞内ドメインの血管新生

における生理的意義が不明である。したが

って、本申請では 

接着分子のsheddingについての検討 

 VEGF-VEGFR2 刺激により VE-cadherin

の shedding がおきるのか？ 

 Ang1-Tie2 系により VE-cadherin の

shedding が誘導されるのか？ 

 VEGF, Ang1 刺激により PECAM-1 の

shedding は誘導されるのか？ 

 L-細胞に shedding 不可の VE-cadherin

と VEGFR2あるいは、Tie2を発現させて

リガンド刺激した際の遺伝子発現の違

いをみることによってsheddingによる

転写の相違を探して、shed された

VE-cadherin の転写因子としての機能

を探る。 

 

４．研究成果 

Ang1-Tie2系が細胞―細胞間接着に依存して局

在を変化させ、Tie2の下流の細胞内情報伝達系

を変化させていることを突き止めた。Tie2は細

胞間接着(+)では細胞―細胞間接着部位に集積



 

 

するのに対して、細胞間接着(-)細胞では細胞

―基質間接着部位にAng1とともに局在するこ

とがわかた。この結果は、細胞間接着部位では

Ang1によるトランス結合によりTie2を局在化

して、基質にAng1がTie2を繋ぎ止めることで同

部位への集積を誘導していることを証明した。

さらに、Ang-Tie2の細胞間接着部位あるいは細

胞―基質間接着ぶいへの集積には

VE-cadherin, PECAM-1は関係がまったくない

ことを二つの分子のノックダウンによって明

らかにした。 

 血管形成とくに発生における血管新生での

Ang1, Ang2, Tie1, Tie2の機能を明かにするた

めにZebrafishを用いた血管の可視化による機

能の検討を開始した。ZebrafishはMyr-GFPを血

管内皮細胞特異的に発現する系をトランスポ

ゾンを用いてゲノム内に組み込むシステムで

構築を始めた。野生型のZebrafishでAng1, 

Ang2, Tie1, Tie2のノックダウンをモルフォリ

ノにより行い形態変化を観察したが、著明な血

管構築の異常を認めなかったことから哺乳類

とは異なるAng-Tieシステムが血管新生を調節

している可能性が示唆された。 

 血管内皮細胞の細胞間接着の状態での血管

内皮細胞の安定化にAng1-Tie2受容体系が重要

であることを示していたが、本年はAng1-Tie2

によって増加するDll4-Notch系の細胞間接着

安定化機構について調べた。Ang1によってDll4

の発現が増加するが、このメカニズムを検討し

た。Dll4-NotchシグナルはVEGFR2の発現を抑制

することにより、VEGF依存性の透過性亢進や、

filopodia形成すなわち細胞運動を抑制するこ

とが知られている。したがって、安定化機構に

ついてこのシグナルを検討した。 

 Dll4のプロモーターとLuciferaseを繋いだ

転写アッセイ系では、Notch intracellular 

domain (NICD)の相加的作用によりDll4の転

写が増加した。またAng1によるDll4の発現増

加が、g-secretaseの抑制薬により阻害される

ことから、Dll4の発現増加には、Notchの

sheddingが重要であることを明らかにするこ

とができた。Ang1刺激によってもNICDの増加

がみられることから、シグナル調節機構とし

てDll4-NotchシグナルによってさらにDll4の

発現を増加させて、安定化を調節しているこ

とが予想される。 

血管内皮細胞の細胞間接着の状態での血管内

皮細胞の安定化における

Angiopoietin-1(Ang1)-Tie2受容体系シグナル

の解析を進めた。Ang1-Tie2によって増加する

Dll4-Notch系の細胞間接着安定化機構につい

て調べたところDll4-Notch系シグナルは細胞

間接着(+)の時のみ活性化するので、Tie2の下

流シグナルAktと強調的にDll-Notch系が機能

して、さらにDll4の発現を亢進させる結果とな

った。Aktによって、GSK3betaのリン酸化が生

じ、betaカテニンによる転写活性が増加するこ

とが重要であることを突き止めた。このDll4

の転写増加は、Dll4プロモーターのイントロン

３に存在するRBP-J結合配列に結合したNotch 

細胞内ドメイン(NICD)とbetaカテニンが相乗

的にDll4の転写活性を増加するメカニズムが

あることがわかった。さらにDll4の転写が増加

することによるNICDの増加が起こる。NICDの増

加による血管安定化メカニズムを検討した。血

管内皮細胞でNICDの増加に伴いコラーゲン

TypeIVの転写が増加した。３Ｄの血管内皮細胞

のイメージングによってもコラーゲンの増加

がAng1依存性に生じることもわかった。以上、

Ang1による血管安定化機構にDll4-Notchさら

に、コラーゲンの増加による血管内皮細胞の基

質接着への増加が示唆された。 

 
以上、本研究では主に、Ang1-Tie2系のシグナ

ルによって血管安定化が誘導されるメカニズ

ムの詳細を明らかにすることができた（まと

めの図を下記に示す）。 
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