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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、血管新生時の白血球の血管内皮細胞への接着や血管外浸潤に対するEph/ephrinの機
能を解析することを目的とし、in vivoでの機能解析のための基礎データの取得と、血管内皮細
胞および血球系細胞を用いた機能解析を行った。まず、生体における血管でのEph/ephrinの発現
・局在を確認し、次に、血球系細胞および血管内皮細胞のEphないしephrinへの接着性および細
胞内骨格の動態を確認した。これらの結果から、Eph/ephrinシグナルによって、血球細胞側では
偽足の形成、血管内皮細胞側では膜退縮による細胞間隙の開大が起こり、血球が血管内皮細胞間
を通過する遊走経路を形成することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   In this study, it is intended to determine the function of Eph/ephrin in 
leucocyte-adhesion and inversion in angiogenesis. To require the data, preliminary 
experiments and functional analyses were conducted. It was determined that Eph/ephrin 
were expressed in blood vessels, and they adhered to leukocyte/macrophage and endothelial 
cells with cell processes contained high density actin fiber.These results indicate that 
the intercellular migration pathway for blood cells is formed by the pseudopodia of blood 
cells and the dilation of intercellular space by the membrane retraction in endothelial 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 受容体型チロシンキナーゼ(RTK)である

Ephは Aと Bの 2種類に分類される膜タンパ
クで、RTK の中では最大のファミリーを構成
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し、EphA は A1 から A8、EphB は B1 から B6
のサブクラスに分類される。Eph は、リガン
ドである ephrin と結合することで四量体を
形成して自己リン酸化し、Rho や Rac、FAK
など種々のシグナルカスケードを介して細
胞接着や細胞骨格再編等、細胞の様々な機能
を調節する多機能型のタンパクである。
Eph/ephrin シグナルは発生期における神経
や血管のネットワーク形成といったような
組織構築に貢献していることが報告されて
いるが、同時に成体における発現も報告され
ている。その主なものが腫瘍形成時、炎症時
の新生血管での Eph/ephrin の発現である。 

これらのことから、腫瘍悪性化や腫瘍・炎症
時の血管形成に Eph/ephrin が何らかの機能
を有していると考えられているものの、その
分子機構は未だ不明な点が多い。 

 

(2) 腫瘍形成や炎症でみられる血管の新生
は、種々の血管新生促進因子の発現促進ある
いは血管新生抑制因子の発現抑制により亢
進される。これらの因子の発現は炎症性細胞
の浸潤や出血などにより調節が行われてい
ることが知られており、炎症性細胞であるマ
クロファージも血管新生促進因子を分泌す
ることが分かっている。すなわち、炎症部位
や固形腫瘍で TNF-αのような炎症性サイト
カインが誘導されると、1)白血球表面にセレ
クチンが発現、2)セレクチンを介して白血球
と血管内皮細胞が接着、3)白血球表面にイン
テグリン、血管内皮細胞表面に ICAM-1 や
VCAM-1 が発現、4)白血球が血管内皮細胞間を
すり抜けて血管外へ浸潤、5)白血球が血管外
でマクロファージに分化、6)マクロファージ
が VEGF などの血管新生促進因子を分泌、と
いう過程を経る。これらの分子については多
くの報告があるものの、Eph/ephrin シグナル
が、血球の血管外浸潤に与える影響について
は報告がない。 
 
２．研究の目的 

本研究を遂行するにあたり、現在までに、
1)白血球/マクロファージに Eph/ephrin が
発現している、2)血管内皮細胞株に Eph と
ephrin が発現している、3)TNF-α刺激によ
り血管内皮細胞、マクロファージともに Eph
の発現が増加する、4)腫瘍血管に Eph と
ephrin が発現する、5)Eph/ephrin シグナル
阻害で血管の管状構造形成が阻害される、と
いうことが明らかになっている。これらのこ
とから、腫瘍形成時や炎症における血管の新
生に Eph/ephrin シグナルが何らかの機能を
有していることが考えられる。そこで、
Eph/ephrin が白血球の血管浸潤に関わる新
規の分子として考えられ、腫瘍形成や炎症時
の血管新生に関わる白血球の血管内皮細胞
への接着と、血管外浸潤についての新たなメ

カニズムを明らかにすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 

(1) ノックダウン用レンチウイルスベクタ
ーの作製と効果の検討：Eph および ephrin 遺
伝子について、発現抑制効果があると予測さ
れた配列を組み込んだ shRNA を発現する
non-viral プラスミドベクターを作成する。
培養細胞株 COS-7 に導入し、遺伝子発現抑制
効果を検討する。次に、これらの shRNA 配列
をレンチウイルスベクターに組み込み、血球
系細胞および血管内皮系細胞に感染させる。 
 
(2) Eph/ephrin の発現解析：mRNA の局在の
解析として in situ hybridization、タンパ
クの局在解析として免疫組織染色を、成体マ
ウス心臓血管系組織で確認する。また、
J774.1、マウス腹腔マクロファージ、ヒト血
管内皮細胞株 HUVEC を用いて、炎症性反応モ
デルとして TNF-α刺激を行った際の Eph/ 
ephrin 発現量の変化を RT-PCR で確認する。 
 
(3)Eph/ephrin への血球細胞の接着性の確
認：ディシュ上に縞状に Eph ないし ephrin
をコートし、J774.1 あるいはマウス腹腔マク
ロファージを播種する。細胞の接着性をタイ
ムラプスで観察する。接着した細胞について
は、ファロイジン染色でアクチン線維を観察
する。 
 
 (4)Eph/ephrin シグナルによる血管内皮細
胞の動態の確認：Eph ないし ephrin を吸着さ
せたビーズを HUVECに添加して見られる細胞
の動態を、タイムラプスで観察する。なお、
炎症性反応モデルとして、TNF-αの添加を行
う。さらに、アクチン線維についてもファロ
イジン染色で確認する。 
 
 
４．研究成果 

(1)RNAi 効果の判定とレンチウイルスの有用
性の確認：Eph および ephrin について、RNAi
効果があると予測される配列 3ヵ所を候補に
挙げ、shRNA 発現ベクターである pRNAT-H1 に
組み込んだ。これらのベクターを、培養細胞
である COS-7(同時に Eph ないし ephrin を強
制的に発現)に導入し、RT-PCR で遺伝子発現
抑制効果を判定したところ、いずれの配列に
ついても発現量の減少が見られた(図 1)。 
特に強くノックダウン効果が見られた配列
について、shRNA 発現レンチウイルスベクタ
ーに乗せ換え、ウイルス粒子の作製を行った。
これらのウイルス粒子を用いて COS-7 や
J774.1 などの培養細胞に感染することを確
認した後、マウス成体の尾静脈に注入して血 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
管内皮細胞に感染するかどうかの判定を行
った。しかしながらこの手法では、成体組織
への有効な感染力が得られず、機能解析する
ことができなかったため、改善策として、高
感染力価のウイルス精製や注入方法の改変
等を行っている。レンチウイルスを用いた実
験は一般的に in vitro での解析に用いた報
告しかない。そのため、成体への感染実験は
困難であると考えられるが、今後も手法の改
善を行い、有用な解析ツールとして確立する
ことを目指す。 
 
(2)Eph/ephrin の 発 現 解 析 ： in situ 
hybridization の結果、ephrin はすべてのサ
ブクラスで、Eph については、一部のサブク
ラスで内皮細胞に発現が見られた(図 2 上段
矢印)。さらに免疫染色で、血管内皮細胞の
マーカーである CD31との共染が見られた(図
2下段矢印)。 
また、J774.1、腹腔マクロファージ、HUVEC
について Eph および ephrin の発現を RT-PCR
で確認したところ、特に EphA と ephrin-A の
発現が見られ、TNF-α刺激により、これらの
発現量に増加が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)Eph/ephrin の細胞接着性：J774.1 および
腹腔マクロファージにおいて、Eph および
eohrin の両分子に対して高い接着性が観察
された(図 3)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらにこれらの接着した細胞には、アクチン
線維束の芯を有する突起が見られた。これら
の突起は、Eph/ephrin シグナルによって形成
された血球系細胞の偽足である考えられる。 
 
 (4)Eph/ephrin シグナルによる血管内皮細
胞の動態：Eph ないし ephrin を吸着したビー
ズを HUVEC に添加すると、ephrin 吸着ビーズ
において、添加後 5分で細胞へのビーズの接
着が見られた。しかしながら Eph 吸着ビーズ
では、血管内皮細胞への接着はほとんど見ら
れなかった。さらに、ephrin 吸着ビーズの添
加後 15～20 分で、一過性の膜退縮が見られ
た(図 4)。この ephrin 吸着ビーズにおいてア
クチン線維を染色すると、接着したビーズに
対応するようにリング状にアクチン線維の
構造体が形成されていた。このことから、血
管内皮細胞では Eph/ephrin シグナルが発生
することで、膜退縮による内皮細胞間に間隙
を形成されることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらの結果から、成体血管において血管

内皮細胞と白血球/マクロファージで発現す
る Eph/ephrin は、炎症性反応等で見られる
血管新生時に発現が増強し、Eph/ephrin シグ
ナルを生み出す。このシグナルにより、血球
/マクロファージ側では運動性に関与する偽

図 4 Eph/ephrin シグナルによる細胞の動態 
HUVEC に Eph ないし ephrin を吸着したビーズを添加
し、タイムラプスで観察した。ephrin 吸着ビーズ添加
で膜退縮が見られた(矢印)。 

0 min 10 min 

15 min 25 min 

図 3 Eph および ephrin の細胞接着性の確認 
Eph あるいは ephrin を縞状にコートし、各々に対す
る細胞の接着性を確認した。各分子がコートされてい
る領域で、高密度で細胞が接着した。 

図 2 発現局在の確認 
in situ hybridization(上段)と免疫染色(下段)。矢
印：内皮細胞。 

Eph 

ephrin 

sh1 sh2 sh3 
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図 1 shRNA のノックダウン効果の判定 
Ephあるいはephrin遺伝子を強制発現させたもの(over 
express)と比較して、RNAi 効果があると予測される配
列の 3候補(sh1，sh2，sh3)で発現量が減少した。 



 

 

足の形成を、血管内皮細胞側では白血球/マ
クロファージが血管外に浸潤するための経
路を形成するための膜の退縮を引き起こす
ことが示唆された。これまで、血管新生にお
ける白血球/マクロファージの血管外遊走に
ついての分子メカニズムはほとんど理解さ
れていなかった。本研究の成果は、血管新生
時における Eph/ephrin シグナルの新たな機
能が明らかになっただけでなく、血管新生時
の血球－内皮細胞間の相互作用を新規に解
明したものである。 
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