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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞特異的に Robo4 遺伝子が発現するメカニズムを解明する

ため，ROBO4 プロモーター中に存在する転写制御配列の機能をトランスジェニックマウスを用

いて解析した．その結果，上流，下流の転写制御配列（REn，ETS）は両者ともプロモーターの

活性化に寄与し，血管内皮細胞特異性は転写開始点上流 300bp の配列で生み出されていること

が明らかとなった．また，ROBO4 プロモーターを用いて作製したアデノウイルスを用いた検討

から，ROBO4 プロモーターはアデノウイルス中においても血管内皮細胞特異性を保っているこ

とが明らかになった． 

 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanism for endothelial cell-specific gene 
expression, the function of regulatory elements in the ROBO4 promoter were analyzed 
using transgenic mice. The results indicated that both regulatory elements (REn and 
ETS) in the upstream and proximal promoter region were contributed to the promoter 
activity, and that 300bp proximal promoter region was responsible for endothelial 
cell-specific gene expression. In addition, the study on adenovirus vector containing 
ROBO4 promoter-luciferase sequence demonstrated that the ROBO4 promoter maintained 
endothelial cell -specificity in adenovirus. 
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１．研究開始当初の背景 
血管内皮細胞は，血管の内腔を単層で覆う

細胞である．全ての血管内皮細胞は隣り合い，
一つのチューブを形成しているため性質が
同じであると考えられていたが，近年，血管
内皮細胞のヘテロジェネイティ（不均一性）
が提唱されている．この考えは，「臓器，動
脈・静脈，血管のサイズ等が異なれば，そこ
に存在する血管内皮細胞の性質は異なる」と
いうものである．この性質の違いは，血圧，
血流，サイトカインや一酸化窒素などが，血
管内皮細胞にシグナルを伝え，遺伝子の発現
量を変化させることによりもたらされると
考えられる．これまで，これらのシグナルの
下流に存在する遺伝子発現制御機構につい
て精力的に研究が行われてきたが，未だ血管
内皮細胞特異的に，また各臓器特異的に遺伝
子を発現させるメカニズムは明らかになっ
ていない． 

2002 年にクローニングされた Roundabout4
（ROBO4)は，血管内皮細胞に特異的に発現
し，ガンや胎児の新生血管に強く発現するこ
とが示唆されていた．そこで著者は，ROBO4
の発現調節機構の解析をすることで，血管内
皮細胞特異性，及び臓器特異性を生み出すメ
カニズムを解明できるのではないかと考え，
そのプロモーター領域の in vivo における解
析を開始しようと考えた． 

 
２．研究の目的 
(１) Robo4の発現を調節する 3kbのプロモー
ター配列中に存在する転写制御領域が Robo4
の血管内皮細胞特異的な発現にどのように
寄与しているかを in vivoで検討する． 
 
(２) ROBO4 プロモーターを持つアデノウイ
ルスをマウスに感染させ，外来の遺伝子を血
管内皮細胞特異的に発現させることができ
るかを検討する． 
 
３．研究の方法 
(１) これまでに同定した転写制御領域が，血
管内皮細胞特異的な遺伝子発現に寄与する
かを解析した．具体的には，上流を大きく欠
失させた 300bpのプロモーター配列，ETS配
列に変異を導入したプロモーターに LacZ 遺
伝子を連結した配列を持つトランスジェニ
ックマウスを作製し，LacZの発現パターンを
解析した． 
 
(２) Robo4プロモーターに luciferase遺伝子を
連結した配列を持つアデノウイルスを作製
し，これをヒトアデノウイルスレセプターを
持つトランスジェニックマウスに感染させ，
luciferase遺伝子の発現組織を解析した． 
 
４．研究成果 

(1) Robo4プロモーター中の ETSサイトが in 
vivoにおいてもRobo4の発現制御に重要であ
るかを確認するため，プロモーターの ETSサ
イトに変異を加え，これに LacZ 遺伝子を連
結した．次に，このトランスジーン 1コピー
を相同組換え法を用いて，マウス ES 細胞の
Hprt 遺伝子座上流に挿入し，得られた ES 細
胞を用いてトランスジェニックマウスを作
製した．このマウスと，以前に作製した天然
型Robo4プロモーターを持つマウスにおける
LacZ の発現を比較したところ，天然型の
Robo4 プロモーターを持つマウスでは，全て
の臓器において血管内皮細胞特異的に LacZ
が発現しているのに対し，ETSサイトに変異
を持つマウスでは，LacZの発現が大幅に減少
していることが明らかとなった（図１）． 

 

図１．天然型及び変異型プロモーターを持つマウ

スにおける LacZ遺伝子の発現 
 
さらに，マウス Robo4 遺伝子を LacZ に置換
したノックインマウスと，このマウスの ETS
サイトに変異を加えたマウスを用いた同様
の実験においても，ETSサイトへの変異導入
により血管内皮細胞特異的な LacZ 発現が大
きく減少した．これら２種のトランスジェニ
ックマウスを用いた結果から，Robo4 プロモ
ーター中の ETSサイトは，in vivoにおいても
転写活性に重要な配列であることが明らか
となった． 
 
 次に，2つのエンハンサー領域 REn1，REn2
が，血管内皮細胞特異性に寄与しているかど
うかを評価するため，これらのエンハンサー
領域を含まない 300bpの Robo4プロモーター
に LacZ 遺伝子を連結させた配列を持つマウ
ス（Del）を作製し，解析を行った（図２）．
その結果，Delマウスでは LacZ遺伝子の発現
量は減少するものの，その発現は血管内皮細
胞特異的であったことから，REn1,2は血管内



皮細胞特異性を担う配列でないことが明ら
かとなった．以上全ての解析から，Robo4 プ
ロモーターは，転写開始点上流 300bpの配列
で血管内皮細胞特異性を生み出しているこ
とが明らかとなった． 
 

図２．300bpの Robo4プロモーターは in vivoで血
管内皮細胞特異性を保っている． 

 
(2) Robo4 プロモーターを持つアデノウイル
スを用い，in vivoで外来遺伝子を血管内皮細
胞特異的に発現させられるかどうかの検討
を行った．3kbの Robo4プロモーターの下流
に luciferase 遺伝子を連結した配列を持つア
デノウイルスを作製し，これをヒトアデノウ
イルスレセプターhCAR を発現するトランス
ジェニックマウスに感染させ，luciferase遺伝
子の臓器分布と発現組織についての解析を
行った．その結果，luciferase遺伝子は，肺の
血管内皮細胞に強く発現することが確認さ
れた．また，通常の遺伝子治療により問題と
なる，肝臓における遺伝子の過剰発現がみら
れなかったことから，Robo4 プロモーターは
in vivoにおいて血管内皮細胞特異的に遺伝子
を発現させるためのツールとして用いるこ
とができることが証明された． 
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