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研究成果の概要（和文）：本研究では、アンジオポエチン１（Ang1）-Tie2 受容体シグナルが安

定な血管を構築する分子機序について解析した。Ang1-Tie2 シグナルは、核転写因子カテニン

を介して Delta-like 4（Dll4）の発現を誘導し、Notch 受容体シグナルを活性化すること、またこ

の Dll4-Notch シグナルが血管を支える基底膜の形成を惹起し、血管構造を安定化することを明

らかにした。さらに、Ang1-Tie2 シグナルは、Rap1 低分子量 G 蛋白質を介して、アクチン細胞

骨格系を再編し、内皮細胞同士の接着を強めることで、血管のバリア機能を増強することを発

見した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism how Angiopoietin-1 (Ang1)-Tie2 
signal promotes vascular stabilization. Here, we show that Ang1-Tie2 signal potentiates Notch signal 
through -catenin-dependent up-regulation of Delta-like 4 expression, leading to basement membrane 
formation required for vascular stabilization. In addition, we report that Ang1-Tie2 signal induces 
reorganization of actin cytoskeleton through Rap1 small GTPase, thereby enhancing endothelial barrier 
function. 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
成体の成熟した血管では、内皮細胞は互いに
密に接着し、増殖や遊走シグナルを抑制する
ことで安定な血管構造を維持している。しか
し、傷害や癌などで組織が虚血状態に陥ると、
虚血組織からVascular endothelial growth factor
（VEGF）などの血管新生因子が産生され、
内皮細胞はそれら因子に反応して細胞間接
着を破壊し、虚血部位に向かって遊走、増殖
することで新たな血管網を構築する。このプ
ロセスを血管新生という。アンジオポエチン
－１（Ang1）は、血管内皮細胞に発現するチ
ロシンキナーゼ型受容体 Tie2 を介して、血管
構造の安定化と血管新生の両方を制御する。
Ang1 あるいは Tie2 を欠損したマウスは、胎
生期に内皮細胞－ペリサイト（周皮細胞）間
接着異常を呈し、血管形成不全により胎生致
死となることから、Ang1-Tie2 シグナルは、
血管新生後の血管成熟化に重要であると考
えられている。また、成体の成熟した血管で
は、ペリサイトが産生した Ang1 が内皮細胞
の Tie2 を活性化し、安定な血管構造を維持し
ている。しかし、Tie2 の発現およびリン酸化
が血管新生の活発な臓器やがん組織でも亢
進していることから、血管新生における
Ang1-Tie2 シグナルの関与も示唆されている。
実際にこれを支持する知見として、Tie2 の阻
害タンパク質をマウスに投与すると腫瘍血
管新生が抑制され、がんの成長や転移が阻害
されること、さらに in vivo で Ang1 が VEGF
による血管新生を増強することが報告され
ている。 
  我々はこれまで、Ang1-Tie2 シグナルが
血管構造の安定化と血管新生という二つの
相反する機能を制御する分子メカニズムに
ついて解析を行ってきた。その結果、
Ang1-Tie2 シグナルは細胞間接着によって空
間的・機能的に制御されており、細胞間接着
の有無で異なったシグナル伝達系を活性化
することを発見した（Fukuhara et al., Nat. Cell 
Biol. 2008）。成熟血管で見られるような内皮
細胞が互いに接着した状態では、Tie2 は Ang1
を介して細胞間接着部位でトランス結合を
形成すること（接着しているそれぞれの細胞
に発現している Tie2 がトランス配位で結合
した状態）、一方血管新生過程の内皮細胞で
見られるような細胞間接着がない状態では、
Ang1 は ECM に結合し、そこに Tie2 をリクル
ートすることで細胞と基質の境界面で
Ang1/Tie2/ECM から成る接着複合体を形成す
ることを明らかにした。さらに、細胞間接着
部位でトランス結合した Tie2 は生存シグナ

ル分子である Akt を優先的に活性化すること
で血管安定化を制御する一方、細胞－基質接
着部位で ECM にアンカーした Tie2 は、細胞
増殖や遊走に重要な Erk シグナル伝達系を優
先的に活性化することで血管新生を正に制
御することを発見した（Fukuhara et al., Nat. 
Cell Biol. 2008）。 

我々はさらに、トランス結合した Tie2 と

ECM にアンカーした Tie2 の機能を詳細に理

解するため、細胞間接着の有無で Ang1 によ

って制御される遺伝子を DNA マイクロアレ

イ解析により検討した。Ang1 は細胞間接着

の有無で異なった遺伝子の発現を制御して

お り 、 特 に 細 胞 間 接 着 存 在 下 で は 、

Krüppel-like factor 2 (KLF2)、Connexin 40 
(Cx40)、Delta-like 4 (Dll4)、TIS11d など血管

安定化に関わる遺伝子を選択的に誘導する

ことが分かった。KLF2 は抗炎症作用、抗血

管新生作用、抗血栓作用を有する zinc finger
ファミリィーに属する核転写因子である。そ

こで、Ang1-Tie2 シグナルによる KLF2 発現

のメカニズムとその生理学的な意義を解析

したところ、Ang1 は Phosphoinositide 3-Kinase
（PI3K）/Akt 経路を介して Myocyte enhancer 
factor-2（MEF2）の転写活性化能を亢進し、

それにより KLF2 発現を誘導することが明ら

かになった。また、Ang1 は KLF2 の発現を介

して、抗炎症作用、抗血管新生作用を発揮す

ることを示した（Sako, Fukuhara et al., J. Biol. 
Chem. 2009）。 

これまでに得られた知見から、Ang1-Tie2
シグナルが血管安定化と血管新生の相反す

る機能を制御するには、細胞間接着による

Ang1-Tie2 シグナルの空間的・機能的な制御

が重要であることが明らかとなったが、その

分子メカニズムについては未だ不明な点が

多く残されている。また、Tie2 のアンタゴニ

ストとして知られる Ang2 は、虚血時に内皮

細胞から分泌され、Ang1-Tie2 シグナルを遮

断し血管を不安定化することで、血管新生を

誘導すると考えられている。しかし、ある環

境下では、逆に Ang2 が Tie2 を活性化すると

いう知見も報告されており、血管安定化・不

安定化における Ang2 の機能についても未だ

明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 



上記研究背景を踏まえ、本研究では主に以下
の点について焦点を当てて解析を行い、
Ang-Tie2 システムが血管安定化・不安定化を
制御する分子メカニズムの解明を試みた。 
（1） トランス結合したTie2が血管を安定化

する分子メカニズムと、それに関わる
遺伝子ネットワークの同定 

（2） トランス結合した Tie2 が、内皮細胞間
接着を増強し、血管構造を安定化する
分子メカニズム 

（3） Ang2 による Tie2 活性調節機構とその
血管安定化・不安定化における役割 

 
３．研究の方法 
（1） 細胞培養 

ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 HUVEC を
用いて解析を行った。実験には、継代
数７までの細胞を用いた。 

（2） リアルタイム PCR 
コラーゲンコートしたディッシュにコ
ンフルエント及びスパースに蒔いた
HUVEC を、Tie2 の強力な活性化アナ
ログである COMP-Ang1 で刺激し、ト
ータル RNA を抽出した。RNA から
cDNA の合成及びリアルタイム PCR 反
応は、QuantiFast SYBR Green RT-PCR 
kit（Qiagen）を用いて行った。検出は、
Mastercycler ep realplex（Eppendorf）を
用いた。 

（3） ルシフェラーゼレポーター 
コラーゲンコートしたディッシュに蒔
いた HUVEC に、各種レポーター遺伝
子をトランスフェクションし、
COMP-Ang1 で刺激した。細胞を可溶
化し、可溶化液中のルシフェラーゼ活
性 を dual luciferase assay system
（Promega）を用いて測定した。 

（4） 細胞免疫染色 
コラーゲンでコートした Glass-bottom 
dish に蒔いた HUVEC を、1% BAS 入
り Medium 199 で３時間処理した後、
COMP-Ang1 等で刺激した。刺激後、
2%ホルムアルデヒドによる固定化、
0.05% TritinX-100 による膜の可溶化、
4% BSA によるブロッキングを行った
あと、各種抗体を用いて蛍光免疫染色
を行った。 

（5） K14-Ang2 トランスジェニックマウス
の樹立 
ケラチノサイトで機能する K14 プロモ
ーター下で Ang2 を発現するトランス
ジェニック（Tg）マウスを作製した。 

 
４．研究成果 
（1）トランス結合した Tie2 が血管を安定化
する分子メカニズムと、それに関わる遺伝子
ネットワークの同定 

我々はこれまでに、細胞間接着の有無で Ang1
によって制御される遺伝子を DNA マイクロ
アレイ解析により同定し、トランス結合した
Tie2 によって Notch 受容体リガンドである
Dll4の発現が誘導されることを明らかにした。
Dll4-Notch シグナルは、血管系において重要
な機能を有しており、内皮細胞の動脈化に関
与する一方、血管新生を負に制御することで
血管安定化にも寄与することが知られてい
る。我々は、トランス結合した Tie2 による血
管の安定化に、Dll4-Notch シグナルが関与す
ると考え、Ang1-Tie2 シグナルが Dll4 の発現
を誘導するシグナル伝達系とその生理的な
役割について解析した。 
  Ang1-Tie2 シグナルが Dll4 の発現を誘導
するシグナル系を明らかにするため、細胞間
接着存在下及び非存在下の HUVEC を
COMP-Ang1 で刺激し、Dll4 の発現をリアル
タイム PCR 及びウエスタンブロット解析に
より検討した。その結果、Dll4 の発現は内皮
細胞の細胞間接着によって誘導され、
COMP-Ang1 は細胞間接着依存的な Dll4 の発
現を増強することが分かった。さらに、
COMP-Ang1 による Dll4 の発現誘導が、PI3K
及び Akt の阻害剤で抑制され、活性化型 Akt
の発現によって Dll4 の発現が強力に亢進し
たことから、Ang1 は PI3K/Akt シグナルを介
して Dll4 の発現を惹起することが示された。
さらに、Akt が Dll4 の発現を誘導するメカニ
ズムについて解析を進めたところ、Ang1 に
よる Dll4 の発現誘導には Akt による glycogen 
synthase kinase-3（GSK3）のリン酸化及び抑
制が必要であることが示された。GSK3 は、
核転写調節因子カテニンをリン酸化し、ユ
ビキチン-プロテアソーム系を介して分解す
る。そこで、Ang1 による Dll4 の発現にカテ
ニンが関与するか検討したところ、Ang1 刺
激によりカテニン依存的な転写が亢進する
こと、さらにカテニンのノックダウンによ
り Ang1 による Dll4 の発現が阻害されること
が分かった。以上の結果から、トランス結合
した Tie2 は、PI3K/Akt シグナルを介して
GSK3 を抑制し、カテニンの転写調節活性を
増強することで Dll4 の発現を誘導すること
が示された。 
  これまでに、カテニンが Dll4 遺伝子の
イントロン３に存在するRBP-J結合サイトを
介して、Dll4 の発現を誘導することが報告さ
れている。そこで、Ang1 による Dll4 の発現
にも、このエレメントが重要であるか知るた
め、ルシフェラーゼレポーターアッセイを行
ったところ、Ang1 はイントロン３の RBP-J
サイトを介して Dll4 発現を誘導することが
示された。RBP-J 結合サイトは、Notch シグ
ナル反応性エレメントである。Notch 受容体
は、活性化依存的に切断を受け、細胞膜から
細胞内ドメイン（NICD）が放出される。放出



された NICD は、核内に移行し DNA 上に存
在するRBP-Jに結合することで遺伝子の発現
を制御する。そこで次に、Ang1 による Dll4
の発現に Notch シグナルが必要か検討した。
その結果、Ang1 による Dll4 の発現は、Notch
の切断に関わる-secretase の阻害剤 DAPT に
より抑制された。また、Dll4 イントロン３の
エンハンサー活性は、NICD により亢進し、
活性化型カテニンの発現によりさらに増強
されることが分かった。これらの知見は、
Ang1 がカテニンを介して Notch シグナル依
存的な Dll4 発現を制御することを示唆して
いる。この可能性をさらに検証するため、
ChIP アッセイ（クロマチン免疫沈降法）を行
った。その結果、細胞間接着が存在するコン
フルエントの HUVEC では、Dll4 遺伝子のイ
ントロン３に NICD 及び RBP-J が結合してい
ること、さらに Ang1 刺激によってカテニン
が同サイトにリクルートされることが示さ
れた。また、共免疫沈降実験により、NICD
とカテニンの相互作用が Ang1 刺激によっ
て誘導されることが分かった。以上の結果か
ら、細胞間接着を有する内皮細胞では、Notch
シグナルがイントロン３のRBP-J結合サイト
を介して Dll4 発現を誘導すること、さらにト
ランス結合した Tie2 は、カテニンを活性化
することでNotchシグナル依存的なDll4発現
を亢進し、それにより Notch シグナルを増強
していることが明らかになった（Zhang et al. J. 
Biol. Chem. 2011）。 
  我々はさらに、トランス結合した Tie2 に
よる Dll4-Notch シグナル活性化の生理的な意
義について検討した。その結果、トランス結
合した Tie2 は、Dll4-Notch シグナルを介して、
collagen IV の発現を誘導することで、基底膜
を形成し、血管構造を安定化することが明ら
かになった（Zhang et al. J. Biol. Chem. 2011）。
今後、トランス結合した Tie2 による
Dll4-Nocth シグナルを介した血管安定化が、
生体でも機能しているのか解析を行ってい
く。  
 
（2）トランス結合した Tie2 が、内皮細胞間
接着を増強し、血管構造を安定化する分子メ
カニズム 
血管内皮特異的な細胞間接着分子 Vascular 
Endothelial-cadherin（VE-cadherin）は、内皮
細胞間接着を制御することで、血管構造の安
定化に寄与している。我々は以前、サイクリ
ック AMP（cAMP）産生活性を有する G 蛋白
質共役型受容体アゴニストが、cAMP-Epac
（Rap1 グアニンヌクレオチド交換因子）経路
を介して低分子量G蛋白質Rap1を活性化し、
それにより VE-cadherin 接着を増強すること
を報告した（Fukuhara et al. Mol. Cell. Biol. 
2005）。また、そのメカニズムとして、Rap1
が細胞間接着部位でアクチン線維の束

（circumferential actin bundle: CAB）を形成す
ること、そして VE-cadherin がこの CAB 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することを報告し
ている（Noda et al. Mol. Biol. Cell 2010）。そこ
で、Ang1/Tie2 シグナルによる VE-cadherin 接
着の増強にも、同様な系が使われているか検
討したところ、Ang1 は Rap1 を介して細胞間
接着部位で CAB を形成し、それにより
VE-cadherin 接着を安定化することが示唆さ
れた（未発表）。 
  我々はさらに、Rap1 が細胞間接着部位で
CAB を形成する分子メカニズムを明らかに
するため、アクチン細胞骨格の制御に重要な
ミオシンに着目し解析を行った。まず、コン
フルエントの HUVEC におけるアクチン細胞
骨格及びミオシン活性を、免疫染色法を用い
て検討したところ、VE-cadherin 接着を起点に
細胞質を横断するように形成されたストレ
スファイバー（radial stress fiber: RSF）上で非
筋細胞ミオシン II（NM-II）の活性化が観察
された。さらに、Epac の特異的活性化剤であ
る 007 で HUVEC を刺激し Rap1 を活性化す
ると、RSF が消失し、細胞間接着部位で CAB
が形成され、その CAB 上で NM-II の活性化
が惹起された。また、阻害剤あるいは siRNA
を用いて NM-II 機能を抑えたところ、非刺激
時に見られたRSF及びRap1によるCAB形成
の両方が抑制された。以上の結果から、NM-II
は非刺激時の RSF の形成及び Rap1 による
CAB 形成の両方に関与すること、さらに、
Rap1 は NM-II 活性を空間的に制御すること
で CAB 形成を制御していることが示唆され
た。 
  NM-II は、Rho-Rho キナーゼにより活性
化される。そこで、RSF 及び CAB の形成に
Rho-Rho キナーゼ系が関与するか検討したと
ころ、Rho-Rho キナーゼによる NM-II の活性
化は、非刺激時の RSF 形成を制御するが、
Rap1 による CAB 形成には関与しないことが
示された。また、興味深いことに、Rap1 は
Rho-Rho キナーゼ系を抑制することで、RSF
を消失することが分かった。 
  次に、Rap1 が NM-II を活性化するメカ
ニズムについて解析を行ったところ、Rap1
は RhoファミリーG蛋白質メンバーのひとつ
Cdc42 を細胞間接着部位で活性化すること、
さらにCdc42はミオシンリン酸化酵素のひと
つである myotonic dystrophy kinase-related 
CDC42-binding kinase（MRCK）を細胞間接着
部位にリクルートすることでNM-IIを活性化
することが明らかになった。また、Rap1 は
Cdc42 のグアニンヌクレオチド交換因子であ
る FYVE, RhoGEF and PH domain-containing 
protein 5（FGD5）を介して、細胞間接着部位
におけるCdc42の活性化を惹起することが示
された。また、FGD5、Cdc42、MRCK、NM-II



の阻害により Rap1 による血管バリア機能の
亢進が阻害された。以上の結果から、Rap1
は Rho-Rho キナーゼ-NM-II 系を抑制するこ
とで RSF を消失させる一方、FGD5-Cdc42- 
MRCK-NM-II シグナルを介して CAB 形成を
惹起し、血管のバリア機能を増強することが
示された（Ando et al. J. Cell Biol. in revision）。
今後、上記シグナル伝達系が、生体における
Ang1-Tie2 シグナルによる血管バリア機能の
亢進にも関与しているか解析を進める。 
 
（3）Ang2 による Tie2 活性調節機構とその血
管安定化・不安定化における役割  
我々は以前、Ang2 の血管安定化・不安定化
における役割について解析した結果、Ang2
は Ang1 と同様に、Tie2 のトランス結合形成
及び Tie2 の ECM へのアンカリングを誘導す
るが、Tie2 及びその下流シグナルを弱くしか
活性化しないことから、Ang2 は Tie2 のアン
タゴニストあるいは部分的アゴニストであ
る可能性を示唆した（未発表）。さらに、K14
プロモーターを用いて皮膚で Ang2 を過剰発
現するトランスジェニックマウス（K14-Ang2 
Tg マウス）を樹立・解析した結果、K14-Ang2 
Tg マウスの皮膚において、Ang1 を発現する
K14-Ang1 Tg マウスと同様に、径の太い血管
が形成されることが分かった（未発表）。こ
れらの知見は、Ang2 が周囲の環境によって、
Tie2 のアゴニストとしても、アンタゴニスト
としても機能できる可能性を示唆している。
今後、Ang2 のアゴニスト・アンタゴニスト
としての機能が、どのように制御されている
のかさらに詳細に検討を行う。 
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