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研究成果の概要（和文）：テトラサイクリン依存性血管内皮細胞特異的sFlt-1ノックダウンマウス作製のための
miRNA発現ベクターを作製した。テトラサイクリン依存的にmiRNAが発現し、sFlt-1がノックダウンされることを
培養細胞で確認した。現在、トランスジェニックマウス作成を進めている。血管内皮細胞ではLPSによりsFlt-1
の産生が亢進し、血管内皮細胞の増殖が抑制されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We constructed a miRNA expression vector for the creation of 
tetracycline-dependent vascular endothelial cell-specific sFlt-1 knockdown mouse. It was confirmed 
in cultured cells that miRNAs are expressed in a tetracycline-dependent manner and sFlt-1 is knocked
 down. Currently, transgenic mice are being created. We showed that LPS enhances sFlt-1 production 
in vascular endothelial cells and suppressed vascular endothelial cell proliferation.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、敗血症の進展と重症化におけるsFlt-1の役割を明らかにするための基礎的実験である。これらの
結果とともにトランスジェニックマウスを用いて敗血症とsFlt-1の関係が明らかになれば、敗血症重症化の予防
や敗血症の有効な治療法の開発へとつながることが期待される。また、未だ不明な点が多いmRNA選択的ポリA付
加というsFlt-1産生制御機構が明らかになることは学術的意義が大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
重症敗血症や敗血症性ショックにおいて血管内皮障害が多臓器不全への進展に重要な役割を
果たしている。血管内皮機能は、血管透過性の亢進、白血球の活性化によるグリコカリックス（血
管内皮細胞の表面を覆う糖タンパク質層）の崩壊により破綻すると考えられている。血管内皮細
胞の機能において最も重要な分子が血管内皮増殖因子（VEGF）であり、血管内皮細胞の増殖およ
び血管透過性の亢進を促進する。敗血症患者では血中の VEGF 濃度が高く、それにより血管透過
性が亢進し、血管内皮障害につながると考えられている（SHOCK 45:259, 2016）。敗血症患者で
はまた、可溶型の VEGF 受容体である sFlt-1 の血中濃度が重症化に伴い上昇していることから、
重症化のバイオマーカーとして有益であることが多数報告されている（J. Clin. Med. Res. 
10:700, 2018）。血管内皮細胞では VEGF は感染後早期に発現誘導され、その後も高い発現が続く
のに対して、sFlt-1 産生は数時間遅れて上昇してくる。ところが、敗血症患者での VEGF 濃度と
sFlt-1 濃度が必ずしも相関しないとの報告と、さらに上記のようにより重症例で sFlt-1 の血中
濃度が高いことから、VEGF による重症化の結果として sFlt-1 産生が亢進しているわけではな
く、sFlt-1 自身の産生制御が重症化に重要な役割を果たしていることが示唆される。しかしな
がら、敗血症の進展と重症化における sFlt-1 の役割は明らかになっていない。 
VEGF は、血管内皮細胞表面に発現する受容体（Flt- 1/VEGFR-1 および Kdr/VEGFR-2）に結合
するが、主にシグナルを伝えるのは Kdr であり、Flt-1 はシグナルをほとんど伝えていないと考
えられている。ところが、上述のように Flt-1 の細胞外ドメインは可溶型受容体（sFlt-1）とし
て分泌され、細胞外で VEGF をトラップするデコイ受容体として機能している。VEGF、 sFlt-1 は
いずれも血管内皮細胞から分泌され、グリコカリックスで内皮細胞表面に保持されることで、血
管内皮細胞の増殖と透過性に対して、前者は促進的に、後者は抑制的に作用する。sFlt-1 は、
細胞膜受容体である Flt-1 と同一の遺伝子から mRNA 選択的ポリ A 付加により産生されている
が、その制御機構はまだ未解明であり、さらに sFlt-1 の生物学的意義は依然として不明な点が
多い。 
 
２．研究の目的 
(1) 血管内皮特異的 sFlt-1 ノックダウンマウスを作成し、敗血症モデルで敗血症の進展や重症
化を解析することで、 血管内皮細胞で産生される sFlt-1 の敗血症重症化における役割を明ら
かにする。 
 
(2) 血管内皮細胞での sFlt-1 産生制御機構を明らかにすることで敗血症重症化のメカニデムを
解明し、sFlt-1 産生制御による敗血症治療法の開発につなげる。 
 
３．研究の方法 
(1)トランスジェニックマウス作成用ターゲッティングベクターの構築 
LT3GEP ベクター(Addgene)の EGFP 下流にマウス sFlt-1 の miRNA 配列を挿入した（LT3GEP-
sFlt-1miRNA）。LT3GEP-sFlt-1miRNA ベクターの miRNA 下流に bGH polyA 配列を挿入し、さらに
TRE 上流に Rosa left arm を、polyA 配列下流に Rosa right arm を挿入した。 
Tet-on U2OS 細胞にマウス sFlt-1 を発現させ、LT3GEP-sFlt-1miRNA をレンチウイルスにより
導入した。U2OS 細胞から RNA を精製し、qPCR により sFlt-1 の発現量を解析した。 
 
(2) LPS 
初代培養ヒト血管内皮細胞（HMVEC）を 1 µg/ml の LPS で 0〜48 時間処理したあと、RNA を単
離し sFlt-1 の発現を qPCR で解析した。また、LPS で 72 時間処理したときの細胞増殖を Cell 
Counting Kit（DOJINDO）で測定した。 
 
(3)RNA プルダウンと質量分析 
通常酸素濃度と低酸素濃度（1%）で培養した HMVEC から核抽出液を調製した。sFlt-1 産生制
御配列付近の RNA 配列（プローブ） を核抽出液と混合し、プローブに結合するビオチン化オリ
ゴ DNA と Dynabeads-ストレプトアビジン（Thermo）を用いて、プローブに結合するタンパク質
を単離した。SDS-PAGE で電気泳動したあと、通常酸素濃度と低酸素濃度で差のあるバンドを切
り出し、質量分析によりタンパク質を同定した。 
 
４．研究成果 
(1)sFlt-1 ノックダウンマウスの作製 
sFlt-1 ノックダウンマウスは、研究開始当初は Cre-loxP システムによるマウス sFlt-1 mRNA
特異的 miRNA の発現により作製する計画であった。しかしながら、sFlt-1 の機能をより正確に
解明するために時期特異的に発現制御できるマウスが必要であると考え、Tet-off システムによ
るテトラサイクリン誘導型の miRNA 発現マウスを作製する計画に切り替えた。発現ベクターは



LT3GEP を使用し、EGFP の下流に miRNA 配列を挿入することで EGFP の 3’-UTR として miRNA が発
現される。miRNA 配列はすでに shRNA で効果を確認していた配列を用いた。テトラサイクリンに
より発現が誘導されること、3’-UTR としての配列が切断されて miRNA として機能することを確
認するために、Tet-on U2OS 細胞を用いた。Tet-on U2OS 細胞は、マウス sFlt-1 安定発現株をク
ローニングした細胞を用い、miRNA は LT3GEP ベクターから作製したレンチウイルスの感染によ
り過剰発現させた。U2OS にレンチウイルスを感染させ、1 µg/ml のテトラサイクリンで発現誘導
（48 時間）した後、RNA を精製し qPCR によりマウス sFlt-1 の発現を解析したところ、sFlt-1 
miRNA 発現細胞ではコントロールに対して約 3割まで発現が減少していた（図 1）。したがって、
sFlt-1 miRNA はテトラサイクリンにより誘導され、マウ
ス sFlt-1 の発現を抑制することが確認できた。この実験
で用いた miRNA 配列は、膜貫通型の Flt-1（mFlt-1）の発
現には影響がないことはすでに確認済みであるため、
sFlt-1 特異的にノックダウンできる系であることが示さ
れた。 
ノックダウンマウス作製にあたり、安定に miRNA を発
現させるため、Rosa 遺伝子内に組み込むことを計画して
いる。現在 Rosa 遺伝子配列を挿入したベクターを作成し
ており、トランスジェニックマウスの作製に進む予定で
ある。トランスジェニックマウスは、血管内皮細胞特異的
テトラサイクリン制御性トランス活性化因子発現マウス
（Cdh5-tTA マウス、The Jackson Laboratory）と掛け合
わせることにより、最終的にテトラサイクリン誘導性
sFlt-1 ノックダウンマウスが得られる。 
 
(2) 血管内皮細胞における LPS の影響 
敗血症患者の血管内皮細胞動態を in vitro で明らかにするため、HMVEC を用いて LPS による
血管内皮細胞への影響を検討した。血管内皮細胞に LPS を添加し 0〜48 時間培養した後、RNA を
単 離し sFlt-1 の発現を調べたところ、sFlt-1 産生の増加が確認された（図２）。このとき、血
管内皮細胞の形態に顕著な差は観察されなかった。同時に mFlt-1 の発現も解析したところ、
mFlt-1 も同様に増加していた。このことから、sFlt-1 の産生が特異的に促進されているのでは
なく、Flt-1 遺伝子の転写が促進されている可能性が示唆された。また、細胞増殖能を WST-8 を
用いて測定したところ、LPS 処理後 72 時間の時点で増殖が抑制されていることが明らかとなっ
た（図３）。したがって、LPS により sFlt-1 産生が増加し細胞増殖が抑制されていることが示唆
された。 

Flt-1 遺伝子自体の転写制御により発現が増加した場合でも、sFlt-1 の産生は増加すること
になる。さらに、sFlt-1 と mFlt-1 の比を見ると、24 時間以降はわずかに sFlt-1 の発現が亢進
しているこことから、転写制御に加え sFlt-1 に特異的な制御も sFlt-1 産生の増加に寄与して
いることが考えられる。いずれの場合も、LPS により sFlt-1 の増加が誘導されていることから、
sFlt-1 の増加が LPS による血管内皮細胞機能にどう影響するかを過剰発現やノックダウンの系
を用いて明らかにしていく予定である。 
 
(3)sFlt-1 産生制御タンパク質の同定 
LPS による sFlt-1 産生の特異的な制御がわずかであることから、sFlt-1 の産生制御タンパク
質の同定には他の系が適していると考えられる。そこで、これまで低酸素濃度が特異的に sFlt-
1 産生を制御していることを明らかにしていたことから、低酸素濃度で sFlt-1 pre-mRNA に特異
的に結合するタンパク質を同定し、LPS による制御との関連を明らかにすることにした。通常酸



素濃度と低酸素濃度（1%）で培養した HMVEC から核抽出液を調製し、sFlt-1 産生制御配列付近
の RNA 配列をプローブとして、RNA プルダウンによりタンパク質を単離した。通常酸素濃度と低
酸素濃度で単離したタンパク質を SDS-PAGE で展開したところ、低酸素濃度に特異的ないくつか
のバンドが得られた。これらを質量分析により解析したところ、100 以上の RNA 結合タンパク質
が同定された。そのうち、泳動結果と分子量が合う 13 種類のタンパク質について、RNA プルダ
ウンのサンプルでウエスタンブロットを行ったが、低酸素濃度で RNA に結合したタンパク質と
して検出されなかった。RNA プルダウンでは RNA 結合タンパク質を中心に単離されていることか
ら、実験条件などは適切であると考えられる。したがって、今後は RNA プルダウンのサンプルを
すべて質量分析し、通常酸素濃度と低酸素濃度で差のあるタンパク質を同定することを予定し
ている。sFlt-1 産生制御機構の詳細なメカニズムが明らかになり次第、LPS と制御機構との関係
を証明していく予定である。 
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