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研究成果の概要（和文）：フォークヘッド型転写因子のサブファミリーである FOXO は広範な

生理作用を有することが知られている。このファミリーに属する FOXO1 は FOXO ファミリー

の中でエネルギー代謝調節に中心的な役割を果たしているメンバーである。また FOXO1 欠損

マウスでは血管形成異常により胎生致死となることから血管形成においても必須の役割を果た

している。しかし FOXO1 の血管形成に対する機能に関しては虚血による新生血管形成時には

抑制、発達過程においては促進の両方の効果が報告されている。本研究では血管形成での役割

を、血管内皮細胞特異的に FOXO1 を欠損したマウス網膜の血管形成過程を追うことにより検

討した。この過程で血管内皮細胞での FOXO1 の欠損が pericyte の内皮細胞への誘導異常を引

き起こし、結果として血管の安定性が失われることから脳内出血死に至ることを見いだした。

この原因として PDGF-B の発現低下が関与することを明らかにした。本研究の結果は新生血管

形成時において FOXO1 は新生血管の安定性に大きな関与をしている可能性を示唆する。 

 
研究成果の概要（英文）：The FOXO, a subfamily of forkhead type transcrption factors, plays 

important roles in many physiological functions. FOXO1 is a member to be most important 

in energy metabolism. Moreover, it is also essential in angiogenesis during embryo. 

However, the function of FOXO1 in angiogenesis is controversial in detail. We studied 

angiogenesis in the retina of endothelium-specific deficient FOXO1 mice. The deficiency 

resulted in an impaired recruitment of pericytes to endothelial cells leading to death due to 

hemorrhage in the brain. The defect was mainly derived from a reduction of PDGF-B in the 

retina. The results suggest that FOXO1 play an important role in a stabilization of newly 

developed vessels.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）forkhead 型転写因子のサブファミリー
である FOXOは線虫の DAF-16哺乳類ホモログ

であり、酸化ストレスの制御、細胞周期の制
御、傷害 DNA の修復、アポトーシスの制御、
糖新生の制御などの生理機能に寄与するこ
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とが知られている。この中で FOXO1 はエネル
ギー代謝に中心的な役割を果たしている。さ
らに FOXO1遺伝子を欠損したマウスは血管系
の発達不全により胎生 11 日目には致死とな
ることから FOXO1は血管形成過程にも必須で
ある。 
 
（２）FOXO1 と血管形成との関連について
いくつかの報告が有る。しかし成熟マウスを
用いた虚血後の新生血管形成過程に対して
FOXO1 は抑制性に働いていることが示され
ているが、FOXO1 の欠損により発達過程で
みられる血管形成不全による胎生致死と矛
盾しており詳細は議論のあるところである。
また血管内皮細胞において FOXO1 が Tie2

受容体の antagonistであるAng2の転写調節
をおこなっていることが明らかにされてい
る。 

 

２．研究の目的  

（１）血管内皮特異的 FOXO1 欠損マウスの
網膜の血管形成過程を詳細に追うことによ
り、FOXO1 の血管形成過程における関与を
検討する。 

 

（２）（１）の結果、何らかの表現型が観察
された場合にはその原因を検討する。特に
FOXO1 が転写因子であることから、発現量
が変動する遺伝子の同定を試みる。 

 

３．研究の方法 

（１）血管内皮特異的 FOXO1 ノックアウトマ

ウスの作製 FOXO1 flox（FOXO1f/+）マウス

(翻訳領域を有する exon2 を挟む形で、

intron1と intron2に loxP を導入し、さらに

exon2 内の 3‘UTR 領域に IRES-βgeo カセッ

トを挿入するコンストラクトにより作製さ

れた FOXO1コンディショナルノックアウトマ

ウス)を、タモキシフェン投与により、血管

内皮細胞特異的に Cre の発現可能な

Tie2Cre-ER マ ウ ス と 交 配 を 行 い 、

Tie2Cre-ER-FOXO1f/f マウスを作製した。タ

モキシフェン (Sigma) を Corn oil にて

10mg/ml の濃度で溶解し、マウスの体重 1g

に対して 50μgとなるように腹腔内投与した。

P5 回収のマウスは生後 2 日目に、生存率を

追うマウスは生後 2、4、6 日目にそれぞれタ

モキシフェンを投与した。 

 

（２）網膜の単離と免疫染色、レクチン染色

および whole mount in situ hybridization 

マウスから眼球を摘出し、2%PFA にて 4℃で

30 分固定したのち、角膜をリング状に切り抜

き、中の硝子体を取り出した。単離後、4%PFA

にて 4℃で一晩固定した。目的により PBS、 

メタノールに移し４℃または−２０℃にて保

存した。免疫染色はブロッキングが必要な場

合は１％NGS/ PBST を用いた。１次抗体は

anti-FOXO1 (CST), anti-SMA (Sigma), 

anti-collagen typeIV (Millipore), anti-NG2 

(Chemicon), anti-CD31 (Pharmingen), 

anti-laminin α2,4,5 and β1(大阪大学関口

清俊先生より寄贈)を使用した。２次抗体は一

次抗体にあわせて biotin 化 anti-rabbit IgG,  

biotin 化 anti-rgoat/sheep IgG, biotin 化

anti-ratIgG, FITC-anti-rat IgG, alexa488 

anti-mouse IgG, alexa 546 anti-rabbit IgG

を用いた。Biotin は avidin texas red または

ABC 法により検出した。レクチン染色は GS 

lectin ( Vector lab )を使用した。Whole 

mount in situは 37℃で 5分Proteinase K処

理(1.3%SDS, 5ug/ml PK / PBT)を行った後、

RNA probe を 1mg/ml を加えた hybri buffer

中で 65℃、48 時間反応した。wash した後

AP 標識 anti-DIG 抗体(Roche)で反応した。 

NBT/BCIP(Roche)で検出した。RNA プロー

ブはE10.5マウス cDNAを template として

KOD-plus (TOYOBO)を用いてPCRを行い、

得られた PDGF-B, PDGFR-β, Dll4, ang1, 

ang2 に特異的な PCR 産物を pBluescriptII 

(Stratagene)にサブクローニング後、T3 また

は T７RNApolimerase (TOYOBO) と DIG 

RNA labeling mix (Roche) を用いて DIG 標

識 RNA プローブを作製した。 

 

（３）RNA 抽出と定量 PCR  P5 マウスより

眼球を摘出し、DEPC 処理した PBS 中にて

網膜を単離した。 High Pure RNA Tissue 

Kit (Roche) を用いて RNA を抽出し、 Total 

RNA 1ug から Random primer を用い

Rever Tra Ace (TOYOBO)を使用し、逆転写

反応を行った。PCR反応はTHUNDERBIRD 

SYBR qPCRmix (TOYOBO) を用いた。PCR

装置は iQcycler (BioRad) を用いた。内部標

準は 36B4 を用いた。以下の配列の Primer

を用いた。 

FOXO1: 5-agcctgacacccagctgtgtg-3, 5- 

gtcctgggccaaaatgtaatg -3,  

Dll4: 5- gttgcccttcaatttcacct-3, 5- 

agccttggatgatgatttgg-3 

ang1: 5- tcagcacgaaggatgctgataa-3, 5- 



gtcccgcagtgtagaacattcc-3,  

ang2: 5- aagaatgttccgtgggagttca-3, 5- 

aacctgtgcccaccacttagaa-3,  

PDGF-B: 5- ggcttctttcgcacaatctc-3, 5- 

gatctctcggaacctcatcg-3 

 

４．研究成果 

（１）血管内皮細胞特異的 FOXO1 欠損マウス

の作成  Tie2Cre-ER-FOXO1f/f のオスと

Tie2Cre-ER-FOXO1f/+のメスのかけあわせ

で行い、得られたマウスにタモキシフェンを

投与することで血管内皮細胞特異的 FOXO1

欠損マウス(FOXO1-/-)と血管内皮細胞特異

的 FOXO1 へテロマウス(FOXO1+/-)を作製

した。確認のため、タモキシフェン処理をし

た P5 マウス網膜を単離し、FOXO1 の免疫

染色を行った。その結果、FOXO1+/-マウス

では血管に沿って FOXO1 の発現が見られた

が、FOXO1-/-マウスではその発現が完全に消

失していた。また、wild type と FOXO1+/-

を比較すると、FOXO1 の発現量はほとんど

変わらなかった。さらに、今回使用した

FOXO1f/f マウスの FOXO1 の発現は免疫染

色法では検出できなかった。次に、FOXO1

の発現量を定量的に調べるため、P5 マウス

網膜の定量 RT-PCR を行った。wild type、

FOXO1 f/+、FOXO1 f/f、FOXO1 +/-、FOXO1 

-/-の５群及び、Cre (-)の FOXO1 f/+、FOXO1 

f/f マウスにタモキシフェンを投与した２群

の計７群で定量を行った。その結果、

FOXO1-/-マウスは FOXO1 +/-と比較して約

37%まで FOXO1 の発現低下が見られ、wild

と比較すると約 28%まで低下していた。また、

Cre(-)のマウスにタモキシフェンを投与して

も FOXO1 の発現低下は認められなかった。

このことから、タモキシフェン投与による血

管内皮細胞特異的 FOXO1 欠損マウスの作製

はうまく機能していると考えられた。なお、

以降は FOXO1+/-をコントロールとして用い

ることでタモキシフェンの毒性による影響

を排除して FOXO1-/-との比較を行った。 

 

（２）pericyte の異常 FOXO1 -/-（図右）

では血管の走行に沿った NG2 陽性または

SMA 陽性 pericyte（赤矢印）の血管長さあ

たりの密度が FOXO1+/-（図左）に比べて低

下していた。そのため FOXO1 -/-の血管は

pericyte の付着している部分の血管と付着し

ていない部分の血管では明らかな太さの違

いが認められた。このことから血管の最も太

い部分をFOXO1 -/-とFOXO1 +/-と比較した

ところ有為に FOXO1 -/-では太くなっていた。 

次に、別の壁細胞のマーカーとして知られる

PDGFRβの発現を in situにて検討したとこ

ろ FOXO1+/-では FOXO1-/-と比較して明ら

かな発現の低下が認められた。これらのこと

から FOXO1 を血管内皮細胞で欠損させるこ

とによりpericyteの内皮細胞への誘導に異常

が起こることが示唆された。 

 

（３）基底膜タンパクの発現変化 基底膜タ

ンパクは壁細胞の分化に不可欠であり、脳血

管内皮の基底膜タンパクの lamininα2 は

pericyte の減少によってその発現が低下する

との報告がある。lamininα2、α4、α5、β

1 の免疫染色を FOXO1+/-と FOXO1-/-で比

較した。その結果α4、α5、β1 においては

発現の差が確認できなかったが、α2 の発現

は確かに FOXO1-/-で低下していた。これは

（２）の pericyte の内皮細胞への誘導に異常

が起こっていることを裏付ける結果である

と考えられた。 

 

（４）FOXO1-/-マウスの生存率 血管内皮特

異的に FOXO1 を KO すると P14 までに

100％致死となった。FOXO1 +/-マウスは

P28 以降まで正常に成長した。また致死に至

った FOXO1-/-マウスは頭部に出血が認めら

れた。FOXO1 +/-マウスは P28 以降まで正常

に成長した。FOXO1 f/f, Cre(-)のマウスにタ

モキシフェンを投与したが P28 以降も生存

しており、致死の理由はタモキシフェンの毒

性によるものではないと考えられた。このこ

とはこれまでにpericyteの内皮細胞への誘導

に異常があるマウスに認められる表現型と

一致しており、（２）、（３）の結果をさらに

裏付けるものと考えられた。 

 



（ ５ ） FOXO1-/- マ ウ ス 網 膜 に お け る

PDGF-B, ang2 の発現低下 pericyte の血管

への誘導に明らかな異常が認められた。その

原因としてPDGF receptor-beta (PDGFRβ) 

のリガンドであり、percyte の誘導、分化の

制御への関与が最も知られている PDGF-B

の発現量に変化がないかどうかを in situ 

hybridization 法、定量 PCR 法により検討し

た。その結果、PDGF-B は血管の先端に限局

して発現しており、FOXO1 +/-と比較して

FOXO1 -/-では発現量に顕著な低下が見られ

た。また定量 PCR を行ったところ、wild type

と比較して FOXO1 -/-では発現量が約 3 分の

1 まで有意に低下していた。FOXO1-/-マウス

において明らかな PDGF-B の発現低下が認

められた。同様に FOXO1 により直接転写調

節を受けることが知られている ang2 の発現

もほぼ同程度低下していることが確認され

た。しかし ang1 の発現には差が認められな

かった。PDGF-B、ang2 の発現は伸長しつ

つある血管の先端細胞 tip 細胞に限局してい

ることから、tip 細胞の分化の異常がおこっ

ている可能性を排除するため、tip 細胞の代

表的なマーカーである Delta like 4 (Dll4) の

発現を同様に検討した。Dll4 は文献と一致し

て血管の先端及び動脈沿って発現していた

が、FOXO1 +/-と FOXO1 -/-の間で発現に明

らかな差は見られなかった。また、定量 PCR

においても wild type, FOXO1+/-、FOXO1-/-

間に有意な差は認められなかった。これらの

結果と、PDGF-B 欠損マウスの表現型の報告

ではその発現量が半分以下に低下すると

pericyte の誘導に異常が現れることを考慮す

ると FOXO1 を血管内皮細胞で特異的に欠損

させると tip細胞でのPDGF-Bの発現が低下

することによりpericyteの誘導異常があらわ

れるものと考えられる。FOXO1 はこれまで

血管の伸展に関与することが主として言わ

れてきたが、本研究により FOXO1 の血管形

成時における新たな機能が明らかにされた。 

 今後、糖尿病性網膜症などの血管の安定性

に関わる様々な病態と FOXO1 の関与を検討

していくことが重要であると考えられる。 
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