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研究成果の概要（和文）：申請者らが見出した PILSAP の血管新生ならびに脈管形成促進作用の

分子学的機序を解明する過程で、核蛋白ピグペンの関与が示唆された。siRNA による発現阻害

実験から、ピグペンも血管新生と脈管形成に関与する因子であることが明らかとなった。VEGF

非添加時ピグペンは核に、PILSAPは細胞質に主に存在し、VEGF 添加により細胞質の PILSAP は

核に移動してピグペンと共局在した。以上より、ピグペンが PILSAPと協調して血管新生ならび

に脈管形成にも関与することが明らかとなった。 
 
 
研究成果の概要（英文）：While the authors investigated how PILSAP, which we found as an 
angiogenic factor as well as a vasculogenic one, a nuclear protein Pigpen was thought 
to play a certain role there. The inhibition of Pigpen expression by siRNA showed that 
pigpen was involved in angiogenesis and vasculogenesis. Moreover, VEGF (vascular 
endothelial growth factor) increased PILSAP-pigpen complex formation by mobilization of 
PILSAP from cytoplasm to nucleus. Our study demonstrates that PILSAP may cooperate with 
pigpen to induce angiogenesis and vasculogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）難治性・進行性悪性腫瘍に対する血
管新生抑制療法：主要な癌治療には外科
手術、放射線・化学療法がある。手術不
能、再発、副作用など、従来の治療法で
は対応できない症例に対し血管新生抑制

療法が試みられている。しかしながら、
無効例や有害事象などもあり、更なる血
管新生抑制療法の開発や効果の検証が必
要である。そのためには、血管新生の分
子学的機序を踏まえた血管新生制御因子
の研究が必須である。 
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（2）血管新生の機序：成体には既存の血
管から出芽や嵌入などにより新たな血管
が形成される狭義の血管新生
（angiogenesis）と血管内皮前駆細胞か
ら分化した血管内皮細胞(endothelial 
cell: EC）により血管が形成される脈管
形成（vasculogenesis）の 2 つの様式が
存在する。かつて後者は胎生期にのみ見
られると考えられていた。血管新生因子
や機序など、胎生期と成体での血管新生、
あるいは血管新生と脈管形成の機序には
共通点が多い。申請者らも、胎性期の新
生血管の EC特異的に強く発現する転写因
子 ets-1 や vezf1が、成体での血管新生
にも作用する事を報告した。また、申請
者らが発見した血管新生調節因子バゾヒ
ビン vasohibin やピューロマイシン非依
存性ロイシン特異的アミノペプチダーゼ
（puromycin insensitive leucyl- 
specific aminopeptidase：PILSAP）も胎
児と成体の両方で血管新生制御を担う事
を示した。 
 
（3）血管新生促進因子 PILSAP：申請者ら
は PILSAPが血管内皮増殖因子(vascular 
endothelial growth factor: VEGF)によ
る EC の増殖、遊走、管腔形成の促進に関
与し、VEGF依存性の血管新生促進因子で
あることを報告した。しかし PILSAPの脈
管形成への関与は不明であった。そこで
申請者は、in vitroのマウス胚性幹 
(embryonic stem: ES) 細胞の分化系を用
いて PILSAPのアミノペプチダーゼ活性が
EC 分化や血管叢形成に関与する事を示し、
この分子が脈管形成にも必要である事を
明らかにした。 
 
（ 4）詳細な機能が不明な核タンパク質
pigpen：ES 細胞から EC への分化過程で
PILSAP のアミノペプチダーゼ活性に発現を
制御される核蛋白を、プロテオーム解析によ
り検出したところピグペン pigpen が得られ
た（未発表）。ピグペンは、Alliegro らがウ
ニのレクチン類似物質として 1988 年に発見
したカハール(コイル)体蛋白である。Pigpen
が血管新生に関与する可能性を示唆する報
告はなされているが、詳細な機序は不明なま
まである。 
 
 
２．研究の目的 
（1）ピグペンが血管新生や脈管形成に関与
するか否かを検討する。 
 
（2）ピグペンが血管新生調節因子であると
したら、PILSAP はどのように関与するのか、
その機序を検討する。 

３．研究の方法 
（1）ピグペンの血管新生に及ぼす影響： 
①ピグペンの細胞内局在を確認し、PILSAP 
と同様に VEGFや塩基性線維芽細胞増殖因子
（basic fibroblast growth factor：ｂFGF）
でその発現が増強するかを細胞免疫染色や
Western blotで検討する。 
②ピグペンの脈管形成に及ぼす影響を in 
vitroのマウスの ES細胞の分化系において検
証する。具体的には siRNAでピグペンの発現
を抑制した場合に内皮細胞への分化や胚様
体(embryoid body: EB)内の脈管の形成がど
のように変化するのかを観察する。 
③ピグペンの血管新生に及ぼす影響を血管
内皮細胞を用いた in vitro の系で検討する。
具体的には siRNAでピグペンの発現を抑制し
た場合に内皮細胞の増殖や遊走、ネットワー
ク形成どのように変化するのかを観察する。 
 
（2）ピグペンの発現・機能阻害による血管
新生の抑制：ピグペンの発現阻害により in 
vivo での血管新生が抑制されるかを検討し、
さらに担癌動物モデルにおいて、腫瘍血管新
生抑制を介した腫瘍増殖、転移の阻害が見ら
れるかを検討する。 
① マウス皮下に VEGF あるいは bFGF を混
入したマトリゲルを注入し、ゲル内に侵入
する血管を Pigpen の発現阻害により阻止
できるかを検討する。siRNA のゲルへの混
入で充分な血管新生の阻害が見られない
場合は、Pigpen の shRNA を組み込んだア
デノウイルベクターを用いる。 
② 次に、ヌードマウスの皮下に癌細胞株
を混入したマトリゲルを注入する。腫瘍血
管新生、腫瘍の発育、転移を解析する。こ
の際、①で得られた方法により Pigpen の
発現を阻害した場合に、これらの現象が抑
制されるか否かを検討する。 
 
（3）ピグペンと PILSAPによる血管新生にお
ける協調作用：PILSAPの血管新生に関与する
可能性のある核蛋白ピグペンが、実際、
PILSAPと協調して血管新生に働くのか。両分
子が結合するか否かを調べる。 
①アミノペプチダーゼ活性を欠除した ES細
胞由来の EBにおける両分子の発現を Western 
blotで検討する。 
②培養 ECおよび EBにおいて両分子が結合す
る可能性があるのかを細胞免疫染色や免疫
沈降-Western blot（IP-Western）で検討す
る。 
 
 
 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
（1）ピグペンの血管新生に及ぼす影響： 
①ピグペンの細胞内局在：細胞免疫染色によ
り PILSAPは EC の細胞質、特に核周囲の細胞
質に存在することが確認され、ピグペンは核
に存在する事が判明した。また、VEGF により
ピグペンの発現が亢進する事が細胞免疫染
色と Western blot で明らかとなった。 

 
 
 
 
 
②ピグペンの脈管形成に及ぼす影響：マウス 
ES 細胞の in vitro 分化系においてピグペン
の発現を siRNA で抑制したところ、ECの系列
マーカーの発現が有意に抑えられ、また EB
内の CD31 陽性の脈管構造の発達も阻害され
た。以上よりピグペンは脈管形成に関与する
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
③ピグペンの血管新生に及ぼす影響：マウス
ECを用いた in vitroの血管新生実験（増殖、
遊走、管腔形成）において、ピグペンの siRNA
はこの全てを阻害した。以上よりピグペンは
血管新生にも関与することが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）ピグペンの発現・機能阻害による血管
新生の抑制：  
①マウス皮下に注入したｂFGF 含有のマトリ
ゲル内に侵入する血管をヘモグロビン含有
量ならびに単位面積当たりの VE-カドヘリン
陽性の脈管の数で検討したところ、ピグペン
siRNA を混入した群では、コントロールの
scrRNA群に比べ血管新生が阻害された。 
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②マトリゲルにルイス肺がん細胞とともに
ピグペン siRNA あるいはコントロールの
scrRNAを混入し、マウス皮下に注入し、腫瘍
の増殖と腫瘍血管新生を観察したところ、
siRNA 群で腫瘍増殖と腫瘍血管新生が有意に
抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）ピグペンと PILSAPによる血管新生にお
ける協調作用： 
①EBにおけるピグペンの局在：アミノぺプチ
ダーゼ活性を欠失した PILSAPの ES細胞由来
EB では核および核膜のピグペンの発現が有
意に阻害され、PILSAPの酵素活性がピグペン
の発現に必要であることが判明した。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
②培養 EC および EB における PILSAP とピグ
ペンの結合：マウス ECでは両分子は結合し、
その結合は VEGFで増加する事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、EB でも PILSAP とピグペンは結合して
おり、そのコンプレックスは核に存在する。
アミノぺプチダーゼ活性を欠失した PILSAP
の ES細胞由来 EBではそのコンプレックスの
形成が阻害されており、両分子の結合にはア
ミノペプチダーゼ活性が必要であると考え
られた。 
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