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研究成果の概要（和文）：SGK1上流のシグナル伝達経路については、SGK1遺伝子周囲の種間保存性やヒストン修
飾などをin silicoで解析し、lacZレポーターマウスで検証を行い、近位と遠位に内皮細胞特異的転写活性を持
つエンハンサーを同定した。さらに、エンハンサー領域を数百bpまで絞り込み、両エンハンサーに共通して存在
するETS転写因子コンセンサス結合エレメントが転写活性に必須であることを明らかにした。
SGK1下流のシグナル伝達経路については、活性欠損型・恒常活性型SGK1を発現させた培養内皮細胞のリン酸化プ
ロテオーム解析を行い、内皮細胞制御や心血管発生に重要なことが知られる因子を含む複数の新規基質候補を同
定した。

研究成果の概要（英文）：  For SGK1 upstream signaling pathways, I analyzed conservation among 
species and histone modifications around the SGK1 gene and validated them in lacZ reporter mice, and
 identified proximal and distal enhancers with endothelial specific transcriptional activity. I 
further narrowed down these enhancer regions to a few hundreds bp and identified ETS transcription 
factor consensus binding elements, which are common to both enhancers, and are essential for their 
transcriptional activities.
  For signaling pathways downstream of SGK1, I performed phosphoproteomic analysis of cultured 
endothelial cells expressing inactive or constitutively active SGK1. I identified several novel 
substrate candidates, including factors known to be important for endothelial cell regulation and 
cardiovascular development.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心血管発生・形態形成を制御するシグナル伝達系の異常は遺伝性血管病や先天性心疾患などの難病の原因となる
が、血管内皮におけるSGK1の上流・下流シグナルの研究はほとんど進んでいない。近年、血管内皮におけるSGK1
の機能解析は本研究を除くとMEK/ERK・細胞増殖における意義の報告があるのみであり、成人循環器疾患におい
て既に創薬ターゲットとして開発が進むことと対象的である。したがって、本研究により明らかにされたSGK1の
血管内皮細胞における上流および下流シグナル伝達経路は国内外を問わず新規性があり、臨床的にも重要な知見
をもたらすことが期待される。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

心血管発生において様々なリン酸化酵素が必須の役割を有し、正常発生あるいは病態にお
けるリン酸化プロテオーム制御の意義が注目されている。SGK1 は PKA・PKG・PKC を含む AGC ス
ーパーファミリーに属するリン酸化酵素であり、その欠損マウスは内皮細胞機能低下と血管形
成異常による胎生致死性を示す（Catela et al. Dev Dyn 2010; Zarrinpashneh et al. PLoS 
One 2013)。SGK1 はマウス胚において内皮特異的に発現する（Lee et al. Mech Dev 2001）。最
近申請者はマウス・ヒト・ゼブラフィッシュなどのシングルセル RNA-seq（Cao et al. Nature 
2019 など）の再解析を行い、SGK1 が種を超えて発生期を問わず高い内皮発現を示すことを明ら
かにした。これらより、SGK1 が血管内皮細胞において重要な役割を果たすことは明白である。
本研究課題の学術的「問い」は、SGK1 の血管内皮細胞における上流および下流シグナル伝達経
路を同定し、血管発生制御および成熟機能調節における SGK1 の機能様式と意義を明らかにする
ことである。 
 

SGK1 は心血管系を含む様々な臓器で重要な機能を有し、非内皮細胞においてグルココルチ
コイドを筆頭に様々な刺激による発現制御が報告されていた。内皮細胞における SGK1 の上流制
御機構は全く不明であったが、申請者らは最近 ALK1 シグナルが SGK1 発現を亢進させることを
明らかにした(Araki et al. Angiogenesis 2018)。一方、申請者は SGK1 発現の内皮特異性は
ALK1 シグナルのみで説明できないと考え、in silico データベース解析とトランスジェニック
マウス転写レポーター解析を組み合わせた SGK1 内皮エンハンサー探索を行う。さらに、SGK1 の
血管内皮における意義は明らかであるが、どのような基質の活性制御を介して働いているかに
は不明な点が多い。そこで申請者は、網羅的リン酸化プロテオーム解析によって新規の内皮細胞
SGK1 基質を同定し、SGK1 の内皮細胞機能制御メカニズムの解明を試みる。 
 
  今回の目的は、血管発生・形態形成における必須リン酸化酵素 SGK1 について、上流因子に
よる内皮発現制御メカニズムと基質制御を介した下流シグナル様式を明らかにすることである。
胎生期血管における SGK1 の重要性は明らかであるが、CRISPR/Cas9 法などを用いた動物モデル・
網羅的プロテオーム解析・in silico データベース解析等を組み合わせた検討の例は無く、本研
究は SGK1 の上流・下流ネットワーク、さらに血管内皮におけるリン酸化酵素シグナル伝達機構
全体を明らかにする一助となると期待される。 
 
 
 
２．研究の目的 
 

SGK1 リン酸化酵素はマウス胚において内皮細胞特異的に発現し、Sgk1 欠損マウスは血管発
生異常のため胎生致死となるが、内皮細胞における SGK1 の上流・下流シグナル伝達経路はほと
んどわかっていない。そこで本研究では、SGK1 の血管内皮細胞における上流および下流シグナ
ル伝達経路を同定し、血管発生制御および成熟機能調節における SGK1 の機能様式と意義を明ら
かにすることを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
SGK1 上流のシグナル伝達経路 
  マウス・ヒトを含む生物種の SGK1 遺伝子周囲ゲノム領域における種間保存性や各種エピゲ
ノムデータを in silico で解析することでエンハンサー候補領域を選出する。さらに、トランス
ジェニックマウス胎仔 lacZ レポーターで候補領域の検証を行うことで内皮特異的転写活性を持
つエンハンサーを同定する。また、培養細胞を用いた in vitro の解析や転写因子のコンセンサ
ス結合配列の探索を in silico で行うことでエンハンサー活性を制御する転写因子を明らかに
する。 
 
SGK1 下流のシグナル伝達経路 
  活性欠損型・恒常活性型 SGK1 を発現させた培養内皮細胞 HUVEC の Mass Spectrometry リン
酸化プロテオーム解析によって、内皮細胞における新規 SGK1 基質の網羅的探索を行う。また、
基質候補の in vitro リン酸化実験を個別に行って、SGK1 による直接の基質であることを確認す
る。さらに、新規基質の SGK1 リン酸化コンセンサス配列の変異マウス・ゼブラフィッシュモデ
ルを作製し、血管形成異常の可能性を組織学解析・ライブイメージング・内皮分化/増殖マーカ



ー解析などによって検討する。また、HUVEC を用いた培養内皮細胞の遊走・管腔形成・増殖解析
も合わせて、内皮 SGK1 下流因子としての意義を明らかにする。 
 
 
 
４．研究成果 
 
SGK1 上流のシグナル伝達経路 

マウス・ヒトを含む生物種の SGK1 遺伝子周囲ゲノム領域における種間保存性、クロマチン
開放性（DNase-seq）、転写制御分子相互作用（RNA Pol II・p300）、ヒストン修飾（H3K27ac・
H3K4me1）などを in silico で解析することで 10か所のエンハンサー候補領域を選出した。それ
らの候補領域に対してトランスジェニックマウス胎仔 lacZ レポーターで検証を行うことによっ
て、近位（転写開始点近傍）と遠位（500kbp 上流）に内皮細胞特異的転写活性を持つエンハンサ
ーを同定した。また、ChIP や luciferase レポーターを用いた解析も組み合わせることによって
エンハンサー領域を数百 bp まで絞り込み、両エンハンサーに共通して存在する ETS 転写因子コ
ンセンサス結合エレメントが内皮特異的な転写活性に必須であることを明らかにした。 
 
SGK1 下流のシグナル伝達経路 

活性欠損型・恒常活性型 SGK1 を発現させた培養内皮細胞のリン酸化プロテオーム解析を行
い、内皮細胞制御や心血管発生に重要なことが知られる因子を含む複数の新規基質候補を同定
した。また、基質候補のいくつかに対して in vitro リン酸化実験を個別に行い、SGK1 による直
接の基質であることが確認できた。しかしながら、今回同定された基質は HUVEC を用いた培養内
皮細胞の遊走・管腔形成・増殖解析では有意な差を見出すことが出来なかった。現在の基質候補
リストの中からの探索を続けるとともに、他のスクリーニングの系を組み合わせることでより
効率的な系を確立することは今後の課題である。 
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