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研究成果の概要： 

 体の中にくまなくはりめぐらされた血管ネットワークは発生過程における組織や器官の

形成及び生体の恒常性の維持に必須である。Notch シグナル伝達系の多くの構成遺伝子ノッ

クアウトマウスが血管リモデリングの異常を伴って胎生致死となることが知られている。本

研究では、組織内の血管網構築を制御する細胞間シグナル分子である Notch シグナル伝達

系の制御下にあるHesr遺伝子を同定し、その機能を発生遺伝学的に解析することによって、

血管ネットワークの構築、特にリモデリング過程の分子機構を解明することを目的とした。 

 発生初期に血管形成の異常が一目瞭然に判別できる yolk sacに焦点を絞り、Hesr1, Hesr

2 の過剰発現系並びにノックアウトマウスの yolk sac (胎生9．5日目) についてマイクロ

アレイ解析を行い、遺伝子の発現変化を系統的に整理した。これを元に発現差異のある遺伝

子について Yolk sac を用いた in situ スクリーニングを行うことにより血管形成に関与

すると考えられる遺伝子群を同定した。その結果、Hesr1, Hesr2によって脱リン酸化酵素を

コードするDusp4が顕著に抑えられることを見出した。Dusp4は、MAP リン酸化経路のErkを

基質にすることが報告されていることから、Erk1/2のリン酸化状態が変化を観察した。Hesr

1, Hesr2 の過剰発現系でErk1/2のリン酸化が全体にわたって見られることが明らかとなっ

てきた。さらに、Dusp4を心血管系特異的に過剰発現させると、血管のリモデリングの異常

が観察された。これらの結果から、Notch シグナル伝達系がHesr1, Hesr2 の発現を誘導す

ることによってDusp4を抑制し、Erk1/2のリン酸化状態を規定することによって血管リモデ

リングを制御している可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 体の中にくまなくはりめぐらされた血管

ネットワークは発生過程における組織や器

官の形成及び生体の恒常性の維持に必須で

ある。血管は中胚葉から分化してきた血管内

皮細胞集団がまず単純な原始血管叢と呼ば

れる管腔網を形成し、徐々に毛細管、小血管、

大血管、そして動静脈へと高次に組織化され

た血管ネットワークを構築する。特に単純な

構造が階層化・複雑化する過程はリモデリン

グと呼ばれ、その制御には種々の細胞間シグ

ナル分子が介在する。このように高度に複雑

化した血管ネットワークの構築がいかにし

て制御されるか、どのようにして動脈・静脈

の分化が制御されているかなど、非常に基礎

的な現象の分子機構にも未解決な問題が多

い。 

 
２．研究の目的 

  Notch シグナル伝達系の多くの構成遺伝
子ノックアウトマウスが血管リモデリング

の欠陥を伴って胎生致死となることが知ら

れているが、Notch シグナルは成体において

も腫瘍における血管新生を促進することな

どが示されてきている。本研究では、組織内

の血管網構築を制御する細胞間シグナル分

子である Notch シグナル伝達系の制御下に

ある因子を同定し、その機能を発生遺伝学的

に解析することによって、血管ネットワーク

の構築、特にリモデリング過程の分子機構を

解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

  （１）我々が独自に有している Yolk sac 

に効率よく遺伝子の強制発現を可能にする

実験系を活用して Notch シグナル伝達系、

特に Hesr 遺伝子群を血管系全体に異所的

に発現させたマウス作出し、ノックアウトマ

ウスと共にマイクロアレイによる発現解析

を行い、新たな Notch シグナル伝達系に制

御される遺伝子を同定した。 

 （２）それらの遺伝子を強制発現系に入れ
るなどその機能解析を進めた。 

 （３）Erk のリン酸化等、他のシグナル
伝達系との関連を調べた。 
 
４．研究成果 

 我々は、Hesr1-3遺伝子ノックアウト（KO）

マウス作製し、各単独 KO マウスでは血管形

成不全は認められなかったが、Hesr1/Hesr2

重複 KOマウスで大動脈縮窄を引き起こし(図

１)、動脈マーカーである EphirnB2 が発現し

ないことを明らかにした。この結果から、マ

ウスでもゼブラフィッシュ同様に、Hesr2/ 

gridlock の発現が動脈を規定する因子であ

ると考えられた 4。そこで我々は、Hesr2 が直

接動脈を誘導できるかどうかを確かめるた

め、トランスジェニックマウスを用いて



 

 

心血管前駆細胞から強制的且つ継続的に発

現させたところ、動脈マーカーである

EphirnB2 の発現を誘導することができない

ことが明らかとなった(図 2)。さらに、Hesr1

および Hesr2を強制発現させた Yolk sac に

おいては、非常に特徴的な血管形成異常を観

察した(図 3)。Hesr1/Hesr2重複 KO マウスで

は、血管異常が遅れて認められた。これらの

観察から、Hesr1 および Hesr2 は動静脈の分

化以前のリモデリングの時期に機能するこ

とが示唆された。 

 次に我々は、Hesr 遺伝子の発現変化に伴っ

て発現が変化する遺伝子が、これらの血管形

成異常を引き起こし、正常な血管形成におい

ても重要な働きをしていると考え、Hesr によ

って制御される血管形成関連遺伝子群の検

索し、その機能解析を試みた。Hesr1 および

Hesr2 の強制発現系並びにノックアウトマ

ウスの yolk sac について、時間経過を追っ

て（E8.5 および E9.5） マイクロアレイ解析

を行った。まず、遺伝子の発現変化を系統的

に整理し、正常胚と比較して Hesr1 もしくは

Hesr2 で 2 倍以上発現量が減少した遺伝子プ

ローブのうち、血管形成に関与すると考えら

れる遺伝子群をリストアップした。本当に発

現差異のある遺伝子かどうか、それぞれの

mutant の Yolk sac より抽出した mRNA に対

して RT-PCR を行った。その結果、Dusp4 及

び Dusp6 が期待通りに Hesr1 および Hesr2 

の強制発現マスウ yolk sac においてその発

現が低下していることが確認された(図 4)。

Dusp4 及び Dusp6はErkの特異的脱リン酸化

酵素であるため、Hesr1 もしくは Hesr2 の強

制発現マウスで Erk のリン酸化が亢進してい

ることが考えられた。そこで、実際に Erk の

リン酸化状態を観察すると、正常胚ではほと

んど見られない Erk のリン酸化が、Hesr1 も

しくは Hesr2 の強制発現マウス yolk sac の

ほとんどの内皮細胞で亢進していることが

確認された(図５)。 

 Hesr1および Hesr2 の強制発現マウスyolk 



 

 

sac において、発現が特に低下していること

が確認された Dusp4の強制発現マウスを作出

したところ、血管リモデリング過程が著しく

阻害されることが明らかとなった(図６)。 

Dusp4 の強制発現マウスで Erk のリン酸化状

態を観察したところ、ほとんど全ての内皮細

胞で Erk のリン酸化が観察されなかった(図

７)。この観察から、Notch シグナル伝達系の

活性化によって誘導される Hesr 因子が、FGF

によって誘導される Dusp4 を抑制する。さら

に VEGF シグナルを受けて活性化される

Erk1/2 のリン酸化状態を Dusp4 が制御する。

その結果、Notch シグナル伝達系が Erk1/2 の

活性化を制御し、血管のリモデリング過程や

動静脈分化に関与しているのではないかと

予想している(図８)。我々は、さらにこの解

析を推し進めることによって、血管のリモデ

リング過程を司る分子機構を明らかにした

いと考えている。 
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