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研究成果の概要（和文）：CREBファミリーに属する遺伝子Aの網膜血管リモデリング機構を解析した。野生型マ
ウスの網膜血管発生期および虚血性網膜症モデルでフローサイトメトリーを用いて網膜血管内皮細胞を単離し、
qPCRで遺伝子Aの発現を確認した。遺伝子Aノックダウン（KD）ヒト網膜血管内皮細胞を用いた血管新生アッセイ
では、血管密度が有意に減少した。遺伝子Aノックアウト（KO）マウスを用いた解析では、血管伸長が減少し、
OIRモデルでは無血管野が増大した。結果として、遺伝子Aは網膜血管構築に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the retinal vascular remodeling mechanism of gene A, which 
belongs to the CREB family. Retinal vascular endothelial cells were isolated using flow cytometry in
 wild-type mice during retinal vascular development and in an ischemic retinopathy model, and gene A
 expression was confirmed by qPCR. Angiogenesis assays using gene A knockdown (KD) human retinal 
vascular endothelial cells showed a significant decrease in vascular density. Analysis using gene A 
knockout (KO) mice showed decreased vascular elongation and an increase in the vascular-free field 
in the OIR model. Results suggest that gene A is involved in retinal vascular architecture.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管内皮コロニー形成細胞（Endothelial colony-forming cells: ECFCs）は、細胞治療に用いるヒトないしは
自家血管内皮細胞のソースとして知られているが、近年広義のECFCとして、生体内における血管内皮幹/前駆細
胞の存在が注目されている。申請者は、最近報告されているCD201などのマーカーに着目し、網膜血管における
ECFCの同定とニッチ環境の解明を行っており、本研究成果はECFCを調節する遺伝子の役割を明らかにすることが
できた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 

糖尿病網膜症は、先進国における生産年齢の失明原因の第一位であり、非常に重要な疾患である。

近年抗 VEGF 剤により画期的な治療効果がもたらされるようになったが、反復眼内注射が必要な

ど改善を要する点があるため、新たな治療の開発が喫緊の課題である。特に血管そのものを再生

し、虚血を改善する網膜症の根本的な治療の開発は非常に重要である。 

血管内皮細胞は、成体においては多くが休止期にあり、まれにしか分裂しないものの、虚血に

陥り低酸素状態となった組織では血管新生促進因子により、血管の修復および再生（血管新生）

が誘導される。組織には障害された際に、自身を再生する組織常在型の幹細胞が存在することが

知られているが、血管に幹細胞が存在するか不明であった。血管内皮コロニー形成細胞

（Endothelial colony-forming cells: ECFCs）は、細胞治療に用いるヒトないしは自家血管内

皮細胞のソースとして注目されているが、近年広義の ECFC として、生体内における血管内皮幹

/前駆細胞の存在が注目されている。組織に存在する血管内皮幹細胞に関しては、組織に存在し

増殖することによって血管の修復に寄与する血管内皮幹細胞として、ごく最近その細胞表面マ

ーカー、CD201（Procr）や CD１５７（Bst1）とともにいくつかの報告がなされるようになってい

る。現時点で、網膜に存在する血管内皮幹細胞はこれまで報告がなされておらず、網膜血管にお

いて実際にどのような幹細胞システムが存在するかは未知である。肝臓において、従来恒常的リ

モデリングがないと信じられていた成体の血管において、血管障害時に幹細胞から血管が修復

されることが報告された。さらに血管障害を起こさない定常状態においても長期間観察によっ

て毛細血管が幹細胞から新生した血管で置換される生理的リモデリングが示唆されている。こ

のことから、網膜においてもこのような生理的血管リモデリングが生じており、糖尿病網膜症な

どの虚血性網膜症では、高血糖などの生体内ストレスの増強に伴い、幹細胞の機能不全や疲弊が

生じ、生理的リモデリング機能が追いつかないため、形態的、機能的な組織障害が生じ疾患発症

につながるのではないかと仮説を立てた。 

 活性化転写因子 3（ATF3）は、ATF/サイクリック AMP 応答要素結合タンパク質ファミリーに属

する転写因子であり、グルコースおよび脂肪細胞代謝、免疫恒常性、ならびに発癌において重要

な役割を果たすことが知られている。ATF3 は癌細胞の増殖および転移に関与するが、最近の研

究により、前立腺癌、結腸癌、肝臓癌の調節において、腫瘍促進遺伝子と腫瘍抑制遺伝子の両方

の機能を有することが示唆されている。内皮細胞（ECs）における ATF3 ファミリー遺伝子 ATF4

の欠失は、運動誘導性血管新生を抑制する。ATF3 の発現は、修復能力が低下した加齢大動脈で

は低く、ATF3 の発現減少はマウスモデルの大動脈損傷において EC の増殖を抑制し、再生を抑圧

する。EC 特異的な ATF3 欠失は、アポトーシスを促進し、内皮増殖を減少させ、肺胞再生の欠陥

を引き起こす。しかし、ATF3 が血管新生に関与しているかどうかは十分に理解されていない。 

 

２．研究の目的 

申請者は、最近報告されている CD201 などのマーカーに着目し、網膜血管における ECFC の同定

とニッチ環境の解明を計画している。次年度に引き続いて、CREB ファミリーに属するストレス

応答転写因子である遺伝子 ATF3 の網膜血管リモデリング機構に関わる解析を行った。本研究は、

ATF3 が血管新生を調節し、血管損傷時の血管修復を促進するかどうかを明らかにすることを目

的とした。ATF3 ノックダウン（ATF3KD）細胞および内皮特異的な Atf3 条件付きノックアウトマ

ウス（Atf3iECKO）を用いて、ATF3 が網膜血管新生および血管修復において重要な役割を果たす



かどうかを確認した。本研究は、生理的血管新生および病理的網膜モデルにおける血管修復の両

方において、ATF3 発現の調節役割を明らかにしている。したがって、本研究は網膜血管疾患に

おける血管修復療法の進展に寄与するアプローチを提供する可能性がある。 

 

３．研究の方法 

(１)ATF3 の in vivo における局在検討 

網膜血管発達モデルの生後 5 日目（P5）の網膜において、抗 ATF3 抗体および抗 IB4（アイソレ

クチン B4）抗体を用いた免疫染色を行い、マウス網膜における ATF3 の局在を確認した。 

 

(２)in vitro 血管新生モデルにおける ATF3 の機能 

ATF3 遺伝子活性化メカニズムを検討するために、VEGFA 刺激における培養内皮細胞の検討を行

った。 

 

(３)網膜血管内皮細胞に発現する ATF3 の生理的血管新生に対する影響 

in vivo における EC に対する ATF3 の機能を調査するために、cdh5-BAC-CreERT2 マウスと Atf3 

flox（Atf3fl/fl）マウスを交配させた、Atf3iECKO マウスを得た後、生後網膜血管新生モデルを

利用し、網膜血管発達の過程である P5 において血管内皮細胞を IB4 にてフラットマウント染色

した。 

 

(４)虚血性網膜症モデルにおける ATF3 発現の検討 

ATF3 が虚血性網膜症において果たす役割を調査するために、OIR（酸素誘導性網膜症）モデルを

使用した。このモデルでは、マウスを P7 で 75%の酸素（高酸素）環境に置いて血管を脱落させ、

虚血性網膜症を誘発し、P12 で通常の酸素条件（常酸素）に戻すと、血管新生が発生し、P17～21

で最大に達する。その後、新生血管は退縮し、網膜血管は P25 までに回復する。OIR WT マウス

の網膜 EC における ATF3 発現を、P17 での通常酸素（対照）マウスの網膜 EC と比較した。 

 

(５)in vivo における虚血性網膜症モデルにおける ATF3 の機能解析 

OIR マウスの網膜に対する ATF3 欠損の影響を調査するために、OIR モデルと組み合わせた

Atf3iECKO マウスを作成し、P12、P17、および P21 で IB4 を用いた網膜全層標本を染色した。 

 

(６)OIR マウス網膜血管内皮細胞のシングルセル RNAseq 

OIR モデル WT マウスの EC を P17 で単離し、シングルセル RNAseq を行った。血管内皮クラスタ

ーの細胞を ATF3 陽性細胞と陰性細胞に分け、ジーンオントロジー（GO）濃縮解析を行った。 

 

４．研究成果 

(１)ATF3 の in vivo における局在検討 

ATF3 は血管に発現しており、これは内皮細胞（EC）に対応した。P5 のマウスから網膜を採取し、

蛍光活性化セルソーティング（FACS）を用いて CD45-/CD31+細胞（EC）および CD45-/CD31-細胞

（非 EC）に分離し、それぞれのグループにおける ATF3 mRNA レベルを測定した。リアルタイム

定量 PCR（RT-qPCR）の結果、ATF3 mRNA レベルは非 EC よりも EC で高いことが示された。これら

の結果は、マウス網膜において ATF3 の発現が EC に局在していることを示唆していた。 

 



(２)in vitro 血管新生モデルにおける ATF3 の機能 

ATF3 遺伝子活性化メカニズムを探るために、VEGFA 刺激における培養内皮細胞の検討を行った。

RT-qPCR の結果、20 ng/mL の VEGFA 投与がヒト臍帯静脈 EC（HUVEC）およびヒト網膜微小血管 EC

（HRMEC）の両方において ATF3 発現を増加させることが確認された。HUVEC および HRMEC の免疫

染色でも ATF3 免疫蛍光の増加が示された。これらの結果は、VEGFA が ATF3 発現を刺激すること

を示している。in vitroにおけるATF3の機能を特性化するために、HRMECにATF3 siRNA（siATF3）

をトランスフェクトして ATF3 をサイレンシングした。RT-qPCR の結果、siATF3 によるトランス

フェクションは ATF3 mRNA 発現を約 20%～50%減少させ、HRMEC における ATF3 タンパク質の産生

も減少させることが確認された。チューブ形成アッセイでは、ATF3 ノックダウンによりネガテ

ィブコントロール siRNA（siNC）と比較して血管密度が抑制された。これらの結果は、VEGFA 刺

激によって ATF3 発現が誘導され、その減少が in vitro における血管新生を損なうことが示唆

された。 

 

(３)網膜血管内皮細胞に発現する ATF3 の生理的血管新生に対する影響 

in vivo における EC に対する ATF3 の機能を調査するために、cdh5-BAC-CreERT2 マウスと Atf3 

flox（Atf3fl/fl）マウスを交配させた。Atf3iECKO マウスを得た後、生後網膜血管新生モデルを

利用した。網膜血管発達の過程である P5 において、Atf3iECKO マウスは野生型（WT）マウスと

比較して血管叢の放射状拡大が遅れ、血管前縁の血管分岐点および先端細胞の数が著しく減少

していた。これらの網膜を先端細胞の普遍的マーカーである ESM1 で染色したところ、血管前縁

における ERG と共染した細胞の割合が Atf3iECKO マウスでは減少していた。増殖マーカーki67

で染色した場合も、Atf3iECKO マウスでは血管前縁における ERG と共染した細胞の割合が減少し

ていた。これらの結果は、内皮 ATF3 の欠失がマウスの網膜発達中の血管新生を阻害することを

示した。 

 

(４)虚血性網膜症モデルにおける ATF3 発現の検討 

ATF3 が虚血性網膜症において果たす役割を調査するために、OIR（酸素誘導性網膜症）モデルを

使用した。このモデルでは、マウスを P7 で 75%の酸素（高酸素）環境に置いて血管を脱落させ、

虚血性網膜症を誘発し、P12 で通常の酸素条件（常酸素）に戻すと、血管新生が発生し、P17～21

で最大に達する。その後、新生血管は退縮し、網膜血管は P25 までに回復する。OIR WT マウス

の網膜 EC における ATF3 発現を、P17 での常酸素（対照）マウスの網膜 EC と比較した結果、OIR

マウスでは対照マウスよりも ATF3 mRNA レベルが高いことが示された。次に、P12、P17、P21 で

OIR および対照マウスの網膜全層標本に対して ATF3 の免疫染色を行った。P12 の血管喪失期に

は、OIR マウスと対照マウスの間で ATF3 染色に違いは見られなかった。しかし、OIR マウスで

は、P17 および P21 の増殖期および新生血管退縮期に ATF3 免疫反応性が増加していた。予期せ

ぬことに、ATF3 は P17 および P21 で網膜の主要血管に発現していたが、病的血管や新生血管房

（NVT）には発現していなかった。これらの結果は、虚血性網膜症のマウスモデルにおいて、ATF3

が血管新生中に上方制御され、血管再構築に役割を果たすが、病的血管の形成には関与しない可

能性があることを示唆している。 

 

(５)in vivo における虚血性網膜症モデルにおける ATF3 の機能解析 

OIR マウスの網膜に対する ATF3 欠損の影響を調査するために、OIR モデルと組み合わせた

Atf3iECKO マウスを作成し、P12、P17、および P21 で IB4 を用いた網膜フラットマウント染色を



行った。P12 では Atf3iECKO マウスと対照マウスの間で無血管領域に有意な差は見られなかっ

た。しかし、P17 および P21 では、Atf3iECKO マウスの無血管領域が対照マウスよりも有意に大

きかった。さらに、P17 および P21 で NVT 領域に有意な差は見られなかった。これらの結果は、

内皮 ATF3 の欠失が病的モデルにおける血管再生を阻害するが、病的血管の形成には影響を与え

ないことを示唆していた。 

 

(６)OIR マウス網膜血管内皮細胞のシングルセル RNAseq 

OIR モデル WT マウスの EC を P17 で単離し、シングルセル RNAseq を行った。血管内皮クラスタ

ーの細胞を ATF3 陽性細胞と陰性細胞に分け、ジーンオントロジー（GO）濃縮解析を行ったとこ

ろ、血管新生に関与する経路である Ras タンパク質のシグナル伝達は、ATF3 陽性細胞では ATF3

陰性細胞に比べて発現が上昇していた。OIR モデルの ATF3KD HRMECs および網膜血管 EC におい

て、ATF3 陰性細胞で共通して発現低下していた 20 遺伝子のうち、5 遺伝子は VEGFA-VEGFR2 シ

グナル伝達経路に関与していた。これらの結果は、ATF3 が他の血管新生関連因子とともに VEGF

経路を介して血管新生に関与していることを示唆している。 

 

成果のまとめ 

今回、ATF3 がマウス網膜における血管の正常な発達と虚血性網膜症モデルにおける血管再生に

重要な役割を果たしていることを示した。また、ATF3 の発現を抑制すると、VEGF シグナル伝達

経路を含むいくつかの血管新生関連因子の発現が変化していた。ATF3 が血管新生に影響を及ぼ

す経路のさらなる検証が必要である。これらの知見を現在論文投稿中である。 
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