
論文内容の 要旨

論文題目 E p h ri n - B 2 in d u c e s mi g r atio n o f e n d ot h eli al c ells th r o u g h 払e PIS - ki n a s e

p at h w ay a n d p r o m ot e s a n g l O g e n e Si s i n a d ult v a s c ul at u r e .

和訳 エ フリ ン - B 2 は P I 3 ヰ ナ
-

ゼ を介して 血管内皮の 移動 を誘導し ､ 成

体 にお い て も血管新生 を惹起する
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背景 : E p h レセ プタ ー テ ロ シ ンキ ナ
-

ゼ は 1 4 種類の フ ァ ミ リ
ー

か らなり ､ そ の

リガン ドで ある エ フ リ ン は 8 種類か らな る ｡ エ フ リ ンは ､ 他 の 多く の レセ プタ

ー

チ ロ シ ンキナ
- ゼ に対 する可溶型 の リ ガン ドと異なり ､ 膜結合型 の リガン ド

で ある o エ フリ ン ､ E p h ともに神経系に多く発現が認 め られたた め､ 当初は神

経系にお け る解析が進め られ ､ 神経細胞 の移動や アク ソ ンガイ ダンス に重要 な

働き をする こ とが 明 らか に されて きた o 近年に な っ て ､ エ フリ ン , E p h とも に

胎生期 の血 管発生 にお い て重要 な役割 を果たす こ とが示 されて い る ｡ エ フリ ン

- B 2 のノ ッ クア ウトマ ウス で は ､ 血管の形成は原始血管叢の 段階で停止 して おり ､

血管の リ モ デリ ン グが観察されず､ 1 0 . 5 日目 に死亡する . エ フリ ン - B 2 の レセ

プタ
ー で ある E p h B 4 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の 表現形 はエ フ リ ン B 2 と同様で あ

り ､
こ れ ら 二 つ の分子 が 互 い に 関与 しあ い なが ら血管 の 発生 に重要 な働き をし

て い る と考え られ て い る ｡ こ の ような発生時期の エ フリ ン ､ 耳p b の解析に比 べ ､

成体に お ける これ らの 分子 の 働きは十分に解析されて い なも)
o 成体にお い て は ､

腰療や生殖器官で の 血管新生部分で エ フ リ ン ー B 2 の 発現が強 い こ と は額告され

て い るが ､ そ の 作用は 明らかで な い o さ らに は ､ 血管に お い て E p h レセ プタ
ー

の 下流で ､ ど の よう な分子機構がそ の 作用 を媒介して い るか 明 らか で な い ｡ そ



こ で ､ こ の研究 にお いて エ フ リ ン B 2 の 1

'

n vI v o
,

1

'

n v l

'

t z 10 にお ける血管新生作用

と､ そ の シ グナル伝達機構を解析 した ｡

方法 ､ 結果 : e p h ri n
- B 2 は膜結合型 の蛋 白で あり , 単量体はア ンタゴ ニ ス トとし

て 働く ため ､ e p h ri n
- B 2 の 細胞外 ドメイ ンをI g G の F c 部分 に結合させ た可溶性

キメ ラ蛋 白 e p h ri n
- B 2/ F c を用 い た . e p h ri n

- B 2/ F c は 二 量体 を形成す る o

血管新生 を構成する 重 要な要素 とし て 血管内皮 の マ イ グ レ
ー

シ ョ ンが あり ､

e p h ri n
-

B 2/ F c が走化性因子 と して 働くか どうか を､ トラ ンス ウ ニ ル メ ンプレ ン

を用 いた マ イ グレ
ー

シ ョ ン ア ッ セイ で 評価した . e p h ri n
･ B 2/ F c は濃度依存的に

ヒ ト済帯静脈内皮細胞(H U V E C s) の マ イ グレ ー シ ョ ン を促進 し , 走イヒ成因子 で

ある と考えられ る ｡

血管 内皮 の 移動 を媒介す る 分子 と して は P I 3
-

キ ナ
- ゼ が 報告され て い る o

e p h ri n
- B 2/ F c に よる刺激後に H U V E C s の 蛋 白 を溶出し､ テ ロ シ ンリ ン酸化抗

体 で免疫沈降を行 い , そ の 免疫沈降物の P I 3
- キナ

-

ゼ活性が どうなるか を調 べ

た o ep h Ti n
-

B 2/ F c に よる刺激に より ､ H U V E C にお ける PI 3 ヰ ナ - ゼ活性は 4

倍に増加した . さ らに P I 3 - キ ナ
-

ゼ の 特異的な阻害薬 I X 2 9 4 0 0 2 を加える と ､

e p h 血 - B 2/ F c によ る血管内皮 の マ イ グレ ー シ ョ ン促進作用 は抑制され る こ とか

ら､ P Ⅰ3 ヰ ナ
- ゼがそ の作用 を媒介して い る と考えられ る o P I 3 ヰ ナ

- ゼ以外 に ､

S T C の 阻害薬 p p 2 ､ R a s の 阻害薬 F T ･ Ⅲも加 えて検討 したが ､ こ れら の 阻害薬は

マ イ グレ
ー

シ ョ ン に影 響が無く , S r c ､ R a s は e hi ri n
-

B 2/ F c によ る血管内皮マイ

グレ
ー

シ ョ ン促進 作用 の シ グナル伝達系に 関与 して いな い こ とが示唆された o

p I 3 ヰ ナ - ゼは A k七 を活性化す る ことが知 られて おり ､ e h i ri n
- B 2/ F c が A kも を

活性化する か どうか を調 べ た ｡ A k t はセ t｣ ン 4 7 3 が リ ン酸化 を受けて活 性化す

る こ とが知 られて お り､ セ リ ン 4 7 3 がリ ン酸化を受けた A k七 を特異的に認識す

る抗体を用 い て活 性化の 状態 を評価した o H U V E C を 1 8 時間血清や増殖因子 を

除い た培地 で 培養した後に e b i ri n
- B 2/ F c を作用さ せ ､ 細胞 を溶解し ､ ウ エ ス タ

ンプ ロ ッ ト法で 評価す る と ､ 1 5 分後 をピ ー

ク に A k t の リ ン酸化を認めた ｡ さ ら

に ､ H U V 瓦C に e h i Ti n
- B 2/ F c を作用さ せ る 前に ､ P I 3

-

キナ
ー ゼ の 特異的な阻害

薬 L Y 2 9 4 0 0 2 を加 え て 処理 をす る と ､ A k t の リ ン酸 化 は 認 めな く な り ､

e h五ri n
- B 2/ F c は P I 3

- キナ
- ゼ を介して A k t をリ ン酸化 して い る と考 えられ る .

さ らに A k七 の 下流で e p h ri n
- B 2 の血管新生作用 の シグナル伝達をして い る物質

として ､ N O を調 べ た ｡ N O は ､ V E G F や An gi o p oi eti n l とい っ た レセ プタ - タ

イ ロ シ ンキナ - ゼ の リガ ン ドの血管新生 作用 の シ グナル伝達 に関与して い る こ

とが これ まで に示 されて い る . 血管内皮 N O 合成酵素( e n d ot h eli al nit ri c o xi d e

s y n t h a s e : e N O S) はそ のセ リ ン 1 1 7 7 フうミA k t によ っ て 直接リ ン酸化を受 ける こ

とに より活 性化する こ とが知 られ て おり ､ 同様 にセリ ン 1 1 7 7 がリ ン酸化 した

e N O S を特異的 に認識する抗体 を用 い て e N O S の 活性化 を評価 した o H U V E C



に e p h ri n
- B 2 を作用 させ て ､ 1 5 分後に蛋白を回収して e N O S を調 べ る と ､ リ ン

酸 化 が 促 進 し て お り ､ e N O S が 活 性化 し て い る こ と が 判 明 し た ｡ 実 際 に

e p h ri n
- B 2/ F c フう号血管内皮細胞の N O 産生を促進す るか どうか を ､ マ ウス の 脳血

管内皮細胞株で ある b - E n d 3 細胞 に e p h ri n
- B 2/F c を作用させて 調 べ た o W O は

水溶液中で は硝酸と亜 硝酸として 存在す るた め ､ まず硝酸 を還元 酵素に より亜

硝酸 に変えた後に ､ 亜硝酸の総量 を G ri e s s 法 によ っ て測定した 0 b - E n d 3 細胞

を 2 4 時間無血清状態で培養した後､ e p h ri n
- B 2/ F c を添加した培地 で 4 8 時間培

養して そ の 上澄を調 べ る と ､ N O の 産生 は添加 しない も の に比 べ て有意 に増加し

て い た ｡ さ らに ､ そ の N O 産生促進作用 は P I 3
-

キナ
-

ゼ阻害薬で抑制されて お

り ､ ep h ri n
･

B 2/ F c は P I 3 ヰ ナ
-

ゼ 仏kt/ e N O S の シ グナル伝達系を介して血管内

皮細胞の N O 産生 を促進して い る こ とが示唆された o

e p h ri n
-

B 2/ F c によ っ て産生 され た N O が ､ 実際に内皮細胞の マ イ グレ
ー

シ ョ ン

に関与 して い るか どうか を N O S の 阻害薬で ある N G -

n it r o
- L -

a r gi ni n e m et h yl

e sもe r ( i - N A M E) を加えて検討した ｡ L I N A M E で H U V E C を処理 した後 に マイ

グレ
ー シ ョ ン ア ッ セイ を行うと ､ e p b ri n

･ B 2/ F c によ る血管内皮細胞の マイ グレ

-

シ ョ ン促進 作用 は減弱して い た . したが っ て ､ そ の マ イ グレ - シ ョ ン促進作

用 は P I 3 ヰ ナ
-

ゼ/A k t/ e N O S の シ グナル伝達系を介して い る こ とが示唆される o

瓦n vit T O の 血管新生作用 の もう
-

つ の 指標と して ､ H U V E C の 増殖作用 を B r かU

の 取 り込 み を指標と して 評価 した ｡ ポ ジテ ィ ブ ･ コ ン トロ
ー

ル として 用 い た

v E G F を H U V E C に 作用 さ せ る と ､ B r a - U の 取 り込 み は 促 進 し た が ､

e p h ri n
-

B 2/ F c を､ 濃度を変えて添加して も B r d - U の取 り込 み に変化は見られな

か っ た o したが っ て e p h ri n
- B 2/ F c に は血管内皮の 増殖作用 は無い こ とが示唆さ

.
‥
二･ -

i :･

: -

=l ､

さら に は ､ A k七 が活性化する こ と に より血管内皮の アポト
ー シ ス が抑制され る

こ とが報告されて い る ｡ e p h ri n
･ B 2/ F c 添加 が ､ 血清と増殖因子 を除く こ とに よ

っ て 誘導した H U V E C の アポト
ー シ ス に影 響を与える か どうか を評価した o 血

清と増殖因子 が除かれた環境下で H U V E C に種々 の 濃度 の e p h ri n
･ B 2/ F c を加え ､

2 4 時間培養した後に細胞をはが し ､ a n n e xi n V - F I T C で ラ ベ ル を行 い ､ フ ロ ー

サ イ トメ トリ ー で 解析を行 っ たo ポジテ ィ ブ ･ コ ン トロ
ー ル として 用 い た V E G F

が H U V E C の ア ポト
ー シス を抑制する

一 方で ､ e p h ri n
･ B 2/ F c はアポト

ー シ ス に

影響を与えなか っ た.

f B V l

'

w o で の e p h ri n
-

B 2/ F c によ る血管新生作用 を見る ために ､ マ ウス の角膜血

管新生 の 系を用 い て評価した ｡ 徐放性の ペ レ ッ トに e p h ri n
- B 2/ F c 2 帽 を加 えて ､

辺線か ら1 m m の 部分の角膜に植え込 んだ. 6 日後 に角膜血管新生 を評価すると ､

e p h ri n
･ B 2/ F c を加 えた群で は ペ レ ッ トに 向かう新生血 管を認 めた o ネガテ ィ

ブ ｡ コ ン ト ロ ー ルと して C D 4/ F c を加 えた ペ レ ッ トを植え込 んだが ､
こ の 群で



はほとん ど新生血管を認 めなか っ た o こ の こ とか ら 1
'

n vI v o で も e p h ri n
- B 2/ F c

は血管新生 を促進する ことが示唆された o さ らに ､ 1
'

n vI v o の血管新生作用 を､

マ ウス の皮下 にマ トリゲル を打ち込 んで評価した o マ トリゲル に e p h ri n
- B 2/ F c

を添加し ､ マ ウス の皮下 に植 え込む と､ P B S だけを添加した群に比 べ て 血管内

皮細胞 の 浸入 が有意 に増加 して お り ､ マ トリゲル に含 まれ る ヘ モ グロ ビン の 濃

度も増加 して い た o マ トリゲル に ､ ep h ri n
- B 2/ F c に加えて P I 3 ヰ ナ

-

ゼ阻害薬

の E X 2 9 4 0 0 2 を添加 する と ､ e p h ri n
- B 2/ F c に よる血管内皮細胞 の浸入 や ヘ モ グ

ロ ビン の濃度 の 増加が抑制されて い た｡ こ の こ とか ら, e p h ri n
･ B 2/ F c は 1

.

A V l

'

v D

で も血管新生 を促進 し ､ そ の 作用 は P I 3 - キナ
-

ゼが媒介して い る こ とが示唆さ

れた ｡

結論 : ep h ri n
- B 2/ F c は血管内皮細胞の マ イ グレ ー シ ョ ン を促進 し､ P I 3 ヰ ナ

-

ゼ/A k七/ e N
■
O S の シ グ ナ ル 伝 達 系 が そ の 作 用 を 媒 介 し て い る .

一 方 で

ep h Ti n
･ B 2/ F c は血管内皮細胞の 増殖作用 , 抗ア ポト

ー シ ス作用 はとも に認めな

か っ たo Ⅰn vi v o で も e p h ri n
･ B 2/ F c は血管新生 を促進 し､ その 作 劇 まP I 3 ヰ ナ

-

ゼが媒介 して い る ｡




