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Madin Facilitates Vascular Endothelial Growth Factor-Induced 

Network Formation and Migration of Vascular Endothelial Cells by. 

Inactivating Rho-Associated Kinase Through ArhGAP29 

afadinはArhGAP29を介したROCKの不活化により VEGF刺激による血管内皮細胞の

ネットワーク形成と遊走を誘導する
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【背景】

血管新生は生理学的にも病理学的にも重要な役割を担っている。血管内皮細胞増殖因子

(VEGF)のVEGF受容体2への結合は血管内皮細胞の毛細血管様ネットワーク形成や遊走、

増殖といった血管新生の主要な段階を調節する鍵となっている。我々はアクチンフィラメン

ト結合蛋白である afadinがVEGFによる血管新生において重要な役割を果たしていること

をヒト謄帯静脈内皮細胞 (HUVEC)を用いた実験で明らかにした。 afadinは VEGFによる

Raplの活性化を調節して血管新生を制御していることを報告したが、その分子機構はまだ完

全には解明できていなかった。

RhoAやその下流のエフェクター蛋白である Rho-associatedkinase (ROCK)は細胞の運

動やネットワーク形成において重要な接着斑やストレスファイバーの形成を制御している。

RhoAを含めた smallG蛋白の活性化は guaninnucleotide exchange factorsや GAPs

(GTPase・activating proteins)によって調節されている。

【目的】

今回我々はafadinをノックダウンしたHUVECで見られる ROCKの活性化にRhoGAPの

一つである ArhGAP29が重要な役割を果たしていると考え、 ArhGAP29.の作用機構を解析

した。

【方法と結果】

afadinをノックダウンした HUVECでは、 ROCKの標的蛋白である MYPTlのリン酸化

が充進しており、 ROCKが活t生化していることが明らかになった。 afadinをノックダウンし

たHUVECでは、マトリゲル上でのネットワーク形成が減弱したが、 ROCK阻害剤である Y-

27632やファスジルの存在下では部分的にネットワーク形成が回復した。さらに、 afadinを

ノックダウンしたHUVECでは、創傷治癒アッセイにおける細胞遊走が低下したが、ネット

ワーク形成と同様に、 Y-27632やファスジルの存在下では部分的に回復した。 ArhGAP29を

ノックダウンした HUVECで同様の実験を行ったところ、 afadinをノックダウンした

HUVECと同様の結果が得られた。以上の結果から、 afadinやArhGAP29をノックダウンし

たHUVECにおけるネットワーク形成と細胞遊走の減弱には、 ROCKの活性化が関与してい

ることが明らかになった。

ラメリポディアやフィロポディア、ラッフルといった細胞膜突出構造の形成は細胞遊走に

必要である。 afadinやArhGAP29をノックダウンした HUVECでは、細胞膜突出構造の形

成が顕著に抑制されていたが、 Y-27632やファスジル存在下では再び形成されるようになっ

た。以上の結果から、 afadinやArhGAP29をノックダウンした HUVECにおける細胞膜突

出構造形成の抑制には、 ROCKの活性化が関与していることが明らかになった。

Raplの恒常活性型変異体である Rapl・CAをトランスフェクションしたHUVECでは、細



胞膜の突出部分にafadinとArhGAP29が共局在したが、afadinをノックダウンしたHUVEC

ではArhGAP29を細胞膜上に認めなかった。同様に、 VEGFで刺激した HUVECでも、細

胞膜の突出部分にafadinとArhGAP29の共局在を認めたが、 Raplを不活化する RaplGAP

をトランスフェクションした HUVECでは VEGFで刺激しても細胞膜突出構造は形成され

ず、 afadinもArhGAP29も局在しなかった。 afadinをノックダウンしたHUVECでも同様

の結果が得られた。 NIH3T3細胞を用いて同様の検討を行ったところ、コントロールの野生

型 NIH3T3細胞ではArhGAP29はRapl-CAと共局在したが、 afadinをノックダウンした

NIH3T3細胞ではArhGAP29はRapl・CAと共局在しなかった。しかし、 afadinをトランス

フェクションした細胞ではRapl・CAとafadin、ArhGAP29の共局在が見られた。以上の結

果から、細胞膜運動先導端への ArhGAP29 の誘導は Rapl—afadin axisに依存していること

が明らかになった。

HEK293細胞にFLAG-afadinとHA-ArhGAP29を共発現させて共免疫沈降実験を行った

ところ、FLAG-afadinと-HA-ArhGAP29のどちらからでも他方が共免疫沈降された。HUVEC

の細胞溶解液を抗afadinモノクローナル抗体で免疫沈降したところ、ArhGAP29も共免疫沈

降されたことから、内因性のArhGAP29もafadinと結合することが実証された。 afadinと

ArhGAP29の結合は、 GFP-RapI・CAや GFP-Rapl・GAPを共発現させても共免疫沈降量が

変化しなかったことから、 afadinとArhGAP29の結合にはRaplは関与しないことが明らか

になった。

ArhGAP29との afadinの結合部位を明らかにするために、様々な afadinの変異体と HA-

ArhGAP29をHEK293細胞に共発現させて共免疫沈降実験を行った。その結果、 afadin-RA

とafadin-PDZ以外の変異体はHA-ArhGAP29と共免疫沈降されたことから、 ArhGAP29と

結合するには afadinの2箇所以上の領域が必要であると考えられた。反対に、 afadinとの

ArhGAP29の結合部位を明らかにするために、 ArhGAP29の変異体と FLAGあるいはGFP

を付加した afadinを HEK293細胞に共発現させて共免疫沈降実験を行った。その結果、

ArhGAP29-NT/RBFはafadinと結合したが、 ArhGAP29・NTやRBF、△NT/RBFは結合し

なかったことから、 ArhGAP29がafadinと結合するにはArhGAP29のN末端とRBF領域

が必要であることが明らかになった。

afadinとArhGAP29の結合が機能的に重要であることを明らかにするために HUVECの

免疫染色を行った。 VEGF刺激によって運動先導端が形成されたが、 ArhGAP29をノックダ

ウンしたHUVECでは運動先導端の形成が抑制され、ストレスファイバーの形成が促進され

た。 siRNAのターゲット部位 (1106・1112aa)を持たない 3つの ArhGAP29変異体 (HA-

ArhGAP29—• CT、 HA-ArhGAP29—△CT/GAP、HA・ArhGAP29-MP/GAP) を発現させて

VEGFで刺激したところ、 HA・ArhGAP29-6. CTでのみ運動先導端の形成が回復し、、ストレ

スファイバー形成も減弱した。 HA-ArhGAP29—△CT/GAPはafadinと結合するが RhoGAP

領域を持っておらず、 HA-ArhGAP29-MP/GAPはRhoGAP領域を持つが afadinと結合しな

い変異体であり、今回の結果から、 Rho-ROCKシグナル伝達の抑制には afadinとRhoGAP

活性をもった紅hGAP29との相互作用が必要であることが明らかになった。

【考察】

今回我々は、 afadinをノックダウンした HUVECではROCKが活性化することを示した

が、これは最近のafadinとRhoA活性の関係について解析した報告と一致する結果であった。

我々は以前に、 NIH3T3細胞では afadinは RhoGAPの一つである A恥¥Plと結合して

RhoAを不活化することを報告したが、内皮細胞ではafadinによってどのようにRhoAの活

性化が制御されているのかは不明であった。最近、血管内皮細胞ではArhGAP29がRap!の

下流で RhoAの活性化を制御していると報告されたことから、我々は紅hGAP29が afadin

と結合して RhoAの活性化を抑制しているのではないかと考えた。本研究において、 afadin

あるいはArhGAP29をノックダウンした HUVJ如では、 ROCKが活性され、ネットワーク

形成や細胞遊走が減弱し、この減弱が ROCK阻害剤で回復したため、 afadinやArhGAP29

によるネットワーク形成や細胞遊走にはROCKが重要であることを明らかにした。

さらに、コントロールのHUVECでは、活性化したRaplはafadinだけでなく、紅hGAP29

もHUVECの細胞膜に誘導したが、 afadinをノックダウンした HUVECでは誘導されない

ことを明らかにした。同様にafadinはVEGFによってHUVECの運動先導端にArhGAP29

を誘導するので、AェhGAP29はRapl・afadinaxisの下流でRhoAやROCKを負に制御して
いる。これらの結果から、血管新生にはRhoAやROCKが重要であり、 afadinがRap!依存

性の紅hGAP29の細胞膜への誘導を調節していることを明らかにした。

しかし、今回の我々の結果を含めたこれらの報告とは矛盾した報告も複数ある。一つは

ROCK阻害剤で血管新生が減弱するという報告である。例えば、 Y-27632はVEGFによるネ

ットワーク形成や細胞遊走を抑制すると報告されている。この報告に関しては、細胞の種類や

実験条件によっては、こうした相反する表現型が出ることはありうる。実際、我々は過去に

RhoAの活性化と不活化の繰り返しが運動先導端を周期的にターンオーバーさせることを報

告している。したがって、血管新生にはROCKの周期的な活性化と不活化の繰り返しが必要

であり、ROCKの過剰な活性化や不活化は血管新生を抑制しうると考える。もう一つはRhoA

が細胞間で活性化されるという報告である。今回の細胞免疫染色ではArhGAP29は運動して

いる細胞の運動先導端でafadinと共局在したが、細胞間には存在しなかった。これは、内因

性のafadinと心hGAP29の結合をHUVECで示したものの、その結合は僅かであり、運動

細胞の一部分のみに共局在するためと考えられる。

今回我々が使用した ROCK阻害剤はクモ膜下出血や緑内障の治療にすでに使われており、

心血管病の次世代治療薬としても長く期待されているが、未だ実用化されていない。 ROCK

阻害剤以外にも、 ArhGAP29のようなRhoAの調節因子も RhoAが関わる血管病の治療標的

として期待できるのかもしれない。
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目的

我々はアクチンフィラメント結合蛋白である afadinが血管内皮細胞増殖因子 (VEGF)

による血管新生において重要な役割を果たしていることをヒト謄帯静脈内皮細胞

(HUVEC) を用いた実験で明らかにしたが、その分子機構はまだ完全には解明できてい

なかった。今回我々は afadinをノックダウンした HUVECで見られる RhoAのエフェク

ター蛋白である Rho-associatedkinase (ROCK)の活性化に、RhoAを不活化する RhoGAP

の一つであるふhGAP29が重要な役割を果たしていると考え、ふ・hGAP29の作用機構を

解析した。

方法・結果

afadinをノックダウンした HUVECでは、 ROCKが活性化し、マトリゲル上でのネッ

トワーク形成が減弱したが、ROCK阻害剤である Y-27632やファスジルの存在下では部分

的に回復した。さらに、創傷治癒アッセイにおける細胞遊走が低下したが、同様に、Yー27632

やファスジルの存在下では部分的に回復した。また、 afaclinやふhGAP29をノックダウ

ンしたHUVECでは、細胞遊走に必要な細胞膜突出構造の形成が顕著に抑制されていたが、

Y-27632やファスジルの存在下では再び形成されるようになった。

Raplの恒常活性型変異体である Rapl・CAをトランスフェクションした HUVECでは、

細胞膜の突出部分に afadinとんhGAP29が共局在したが、 afadinをノックダウンした

HUVECでは紅hGAP29を細胞膜上に認めなかった。同様に、VEGFで刺激した HUVEC

でも、細胞膜の突出部分に afadinとArhGAP29の共局在を認めたが、 Raplを不活化す

るRaplGAPをトランスフェクションした HUVECではVEGFで刺激しても細胞膜突出

構造は形成されず、 afadinもArhGAP29も局在しなかった。 afadinをノックダウンした

HUVECでも同様の結果が得られた。 NIH3T3細胞を用いて同様の検討を行ったところ、

コントロールの野生型NIH3T3細胞ではふhGAP29はRapl・CAと共局在したが、 afadin

をノックダウンしたNIH3T3細胞では紅hGAP29はRapl・CAと共局在しなかった。しか

し、 afadinをトランスフェクションした細胞ではRapl・CAとafaclin、紅hGAP29の共局

在が見られた。

HEK293細胞にFLAG-afadinとHA-ArhGAP29を共発現させて共免疫沈降実験を行っ

たところ、 FLAG-afadinとHA-ArhGAP29のどちらからでも他方が共免疫沈降された。

HUVECの細胞溶解液を抗 afadin抗体で免疫沈降したところ、心噌hGAP29も共免疫沈降

された。 Rapl・CAやRapl-GAPを共発現させても共免疫沈降量が変化しなかった。



ArhGAP29との afadinの結合部位を明らかにするために、様々な afadinの変異体と

ArhGAP29の変異体をHEK293細胞に共発現させて共免疫沈降実験を行った。その結果、

afadin・RAとafadin・PDZ以外の変異体はHA-ArhGAP29と共免疫沈降されたことから、

afadinがArhGAP29と結合するにはafadinの2箇所以上の領域が必要であると考えられ

た。反対に、ArhGAP29・NT/RBFはafadinと共免疫沈降されたが、ArhGAP29-NTやRBF、

△ NT/RBFは共免疫沈降されなかったことから、 ArhGAP29が afadinと結合するには

心hGAP29のN末端と RBF領域の両方が必要であると考えられた。

afadinとArhGAP29の結合が機能的に重要であることを明らかにするために、免疫染

色を行った。 ArhGAP29をノックダウンしたHUVECではVEGF刺激による運動先導端

の形成が抑制され、ストレスファイバーの形成が促進された。この細胞に、 siRNAのター

ゲット部位 (1106·1112aa) を持たない 3 つの ArhGAP29 変異体 (HA-ArhGAP29—△CT、

HA-ArhGAP29—• CT/GAP、HA-ArhGAP29-MP/GAP)を発現させてVEGFで刺激したと
ころ、 afadinと結合しRhoGAP領域を持つHA-ArhGAP29・/1CTでのみ、運動先導端の形

成が回復した。

結論

afadinはArhGAP29と結合し、 ROCKを不活化することによって、 VEGF刺激による

血管内皮細胞のネットワーク形成と遊走を誘導している。

本研究は、 VEGF刺激による血管内皮細胞のネットワーク形成と遊走における afadin

とArhGAP29の相互作用の役割を研究したものであるが、初めてVEGF刺激による血管

内皮細胞のネットワーク形成と遊走における ArhGAP29の役割を明らかにし、血管新生に

おける重要な知見を得たものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、

博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




