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研究成果の概要（和文）：コレステロール合成系路に欠損をもつゼブラフィッシュ変異体では血管網の解剖学的パター
ンが正常であるにも関わらず、内腔の低形成が引き起こされる。この現象に着目して合成・代謝酵素群の系統的な解析
を行い、コレステロール生合成の中間体より派生するゲラニル・ゲラニル産物の存在が内腔形成に必須であることを見
いだした。この代謝産物はプレニル化により低分子量Gタンパクの活性化に寄与するが、血管内腔の形成に関しては低
分子量Gタンパクの１グループであるrabファミリー遺伝子群が必須であることが明らかになった。さらに同様の分子メ
カニズムによる内腔形成機構が哺乳動物においても保存されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our previous study indicated Zebrafish mutant that has defect in cholesterol 
synthesis pathway exhibits blood vessel development. In this study, we report geranyl-geranyl products 
that derive from intermediate metabolite of this pathway, is essential for blood vessel development. 
Prenyl modification activates numbers of small G proteins, and we found rab family members are involved 
in the blood vessel formation. We are further investigating if same mechanism is conserved in mammalian 
blood vessels.

研究分野： Developmental biology
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１．研究開始当初の背景 
 
神経系と血管系のネットワークの形成過程
には多くの点で共通の分子基盤のあること
から、報告者は神経・血管の双方に異常を引
き起こすゼブラフィッシュ変異体を同定す
ることによりこの問題へのアプローチを試
みてきた。この過程で得られた新規の変異系
統では、1)血管の走行パターンが正常である
が内腔のみが欠損、2)末梢感覚神経がいった
んは正しく形成された後に軸索が変性、3)色
素細胞が正常に分化した後での形態変化と
メラニン産生の欠乏、といった多彩な異常が
発生し、さらにポジショナル・クローニング
の結果、HMGCoA 合成酵素遺伝子が変異の
原因遺伝子であることが判明した。この酵素
はコレステロール合成の第１番目の反応を
触媒しており、合成経路の下流にあるいずれ
かの代謝産物の欠乏が異常を引き起こした
と考えてコレステロール代謝経路が介在す
る新規の発生システム研究を着想するに至
った。 
 
２．研究の目的 
 
コレステロール合成経路は種々のステロイ
ドホルモンの構造骨格を供給するとともに、
低分子量 G タンパクなどの機能発現に必要
なプレニル基、糖鎖修飾の脂質キャリアとな
るドリコールなどを産生する重要な代謝経
路である。この代謝系路に変異を持つ変異体
での欠乏が予測される産物の中から、特に血
管内腔の形成に必須な産物を特定すること、
さらに代謝産物の標的と作用機序を解析し、
コレステロール代謝が制御する生命現象を
新たに理解することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 異常を引き起こす原因となる代謝産物
の探索には、図１に示すようにコレステロー
ル合成の主系路および側副路の分岐部にあ
たる酵素遺伝子、また反応系のボトルネック
にあたる酵素遺伝子を選択し、アンチセン
ス・モルフォリーノをゼブラフィッシュ受精
卵に顕微注入することによる遺伝子機能阻
害実験を体系的に行った。さらに反応酵素阻
害剤の投与実験、候補代謝物質の卵黄への注
入による表現型の救済実験を併用し原因と
なる代謝産物を判定した。 
 
(2) 特定した代謝産物の標的、作用機序を解
析するために、標的候補遺伝子のドミナン
ト・ネガティブ体の作成、これを血管内皮細
胞に特異的に発現させるfli-1プロモーター
に連結した DNA コンストラクトを作成した。
さらにこれをゼブラフィッシュ胚で発現さ
せ、血管内腔形成への関与を判定した。 
 
(3) ゼブラフィッシュ胚を用いて見いださ

れた血管内腔形成機構が哺乳動物において
保存されているか否かを検討するために、
Tie2-GFP トランスジェニック・マウスの皮下
に新生血管を誘導し、さらにこれに対して
siRNA によるノックダウン法で標的遺伝子の
作用を解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 変異体で血管内腔形成に異常を引き起
こした原因がゲラニルゲラニル二リン酸以
降の代謝産物の欠乏であることを明らかに
した。この代謝産物は低分子量Ｇタンパクを
プレニル化し活性を賦与することが知られ
ている。さらに内腔形成が rab ファミリーを
標的とする「２型ゲラニルゲラニル転移酵
素」および rab ファミリーの修飾に必須な因
子「REP-1 (rab escort protein-1)」のノッ
クダウンによって阻害されたことから、代謝
産物の標的として細胞内輸送機構に関与す
るrabファミリー遺伝子群が候補となること
が示唆された。 
 
(2) 約５０個のrabファミリーメンバー遺伝
子に対してノックダウンおよびドミナント
ネガティブ体の発現解析を行った結果、ファ
ミリーのなかでもエンドサイトーシスに関
与するメンバーが血管内腔の形成に必須で
あること、さらにクラスリン非依存性のエン
ドサイトーシスが血管内腔の形成に関与す
ることが強く示唆された。 
 
(3) マウスの新生血管形成においてもゼブ
ラフィッシュでみられたものと同様の代謝
産物が必須であることを明らかにした。また、
エンドサイトーシスに関与するrabファミリ
ーメンバー、クラスリン非依存性のエンドサ
イトーシスが哺乳動物においても同様に血

図１： コレステロール合成経路にみられる代
謝産物 

で囲んだ代謝酵素の機能阻害実験を体
系的に行うことにより異常を引き起こす代謝
産物を推測した。 



管内腔の形成に重要な役割を果たすことが
明らかとなった。 
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