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研究成果の概要（和文）：腫瘍環境下の内皮細胞におけるNFATcを介した転写活性化機構を明らかにすることを目的と
し、DNAマイクロアレイ、ChIP-seqによる標的遺伝子の網羅的探索、NFATc結合配列を組み込んだlacZ発現トランスジェ
ニックマウスの作成、解析を行った。NFATcが転写を直接誘導する標的遺伝子として、ケモカイン受容体CXCR7、RhoGTP
ase RND1が同定され、VEGFを介した血管新生調節において重要な役割を果たすことが明らかになった。また、in vivo
における種々の血管内皮細胞で、NFATを介したプロモータ活性は炎症刺激にて上昇することが認められた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate molecular mechanism of transcriptional activation by NFATc, I perform
ed global analysis of target genes using microarray and ChIP-seq and examined beta-galactosidase activitie
s in hprt locus-target in EGR3 promoter-lacZ transgenic mice. CXCR7 and RND1 were first identified as NFAT
c targets and contributed to VEGF-mediated angiogenesis. NFAT-mediated EGR3 promoter activities in vivo we
re upregulated by inflammatory stimuli in various types of endothelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 
血管内皮増殖因子 VEGF は多くのシグナル
経路を誘導することが知られており、なかで
も細胞内カルシウムイオンの上昇によるシ
グナル経路は内皮活性化の早期において中
心的役割を果たす。カルシニューリン依存に
活性化する転写因子 NFATc は免疫や心血管
発生に必須の遺伝子として研究が進んでい
たが、近年、NFATc 活性化のネガティブレギ
ュレーターとして働く DSCR-1 や DYRK1A
の解析から NFATc 活性化と腫瘍血管新生は
密接な関係にあることが示された。その調節
機構を知ることは腫瘍血管新生の分子メカ
ニズムを理解するうえで大変重要である。 
 
２．研究の目的 
腫瘍環境下の内皮細胞における NFATc を介
した転写活性化機構を明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
以下の 3 テーマについて解析を進めた。 
・ DNA マイクロアレイ、ChIP-seq による

標的遺伝子の網羅的探索、及び機能解析 
・ NFATc 結合配列を組み込んだ lacZ 発現

トランスジェニックマウスの作成、解析 
・ 質量分析装置による NFATc 複合体同定 
 
標的遺伝子の同定： 
血管内皮細胞用培地 EGM-2(Lonza)にて
HUVEC を培養し、VEGF 刺激を行う前日に
0.5% FBS を含む EBM-2 に交換し、血清除
去を行った。VEGF 刺激を行う 30 分前に
1μM cyclosporineA(Calbiochem)を加え、そ
の後 50ng/mL  VEGF にて 1 時間処理を行
った。TRIzol（Invitrogen）にて total RNA
を回収し、U133 plus 2.0 DNA マイクロアレ
イ（Affymetrix）にて発現解析を行った。ま
た、恒常活性型 NFATc を組み込んだアデノ
ウイルスをM.O.I = 1 にて HUVECに感染さ
せ、24 時間後のサンプルで同様に DNA マイ
クロアレイ解析を行った。 
 
ChIP-seq法によるNFATc結合領域の網羅的
探索： 
上述「標的遺伝子の同定」で示した同様の条
件で VEGF 刺激を行い、1% パラホルムアル
デヒドで 10 分間固定、0.2M グリシンで 5 分
間処理を行った。その後、氷冷 PBS にて洗
浄後セルスクレーパーにて細胞を回収した。 
本研究室で作成した NFATc マウスモノクロ
ーナル抗体 10μg を protein G sepharose 
50μLと混合し、0.05mg/mL BSAを含むPBS
中で 4℃、18 時間インキュベートした。サン
プ ル を 超 音 波 破 砕 機 BRADSON 
SONIFER250 (BRADSON)で 1000bp とな
るように破砕し、抗体ビーズと 4℃、24 時間
インキュベートした。その後、ビーズを各種

バッファにて洗浄し、フェノール/クロロホル
ム/イソアミルアルコールにて処理し、エタノ
ール沈殿によって DNA を回収した。その後、
DNA 断片を再度 DNA shearing システム
（Covaris）にて 200-300bp となるようソニ
ケーションを行い、次世代高速シークエンサ
ーGAII(Illumina)で解析を行った。 
 
標的遺伝子プロモーターのクローニングと
レポータアッセイ： 
HUVEC の genome DNA をテンプレートと
し、ChIP-seq 解析から得られた NFATc 結合
領域として、CXCR7 遺伝子上流-2193/+83、
RND1 遺伝子上流-890/+83、-16066/-18577
領域を KOD polymerase(TOYOBO)にてク
ローニングした。それぞれを pGL3-Basic ベ
クターへ組み込み、0.3μg 各種 pGL3 ベクタ
ー、0.03μg 内部コントロール用 pRL-SV40
ベクターをFugeneHD(Promega)にてトラン
スフェクションし、Dual luciferase reporter 
assay kit (Promega)を用いてルシフェラー
ゼ活性を測定した。 
 
標的遺伝子ノックダウン時の内皮機能解析： 
標的遺伝子として同定されたRND1、CXCR7
に対して 2 種の異なる配列を標的とした
siRNA を設計し、lipofectamine RNAi max 
(Invitrogen)にて HUVEC へトランスフェク
ションし、ノックダウンを行った。CXCR7
ノックダウン時には、スクラッチによる遊走、
コラーゲンサンドイッチによるチューブ形
成を検討し、RND1 ノックダウン時には、Rho 
A 活性化、セルカルチャーインサートを用い
た血管バリア機能の検討を行った。 
 
hprt-locus target in EGR3 promoter-lacZ 発
現マウスの作製と解析： 
NFAT結合配列を含むEGR3プロモータ領域
（Suehiro J, et.al. Blood, 2010）の下流にレ
ポータ遺伝子として lacZ を挿入し、Aird ら
が開発したhprt-locusターゲットシステムを
利用してトランスジェニックマウスを作製
した。胎生、及び成体マウスの臓器を摘出し、
β-ガラクトシダーゼ活性を測定することによ
り、NFAT を介したプロモータ活性を個体レ
ベルで検討した。 
 
NFATc 抗体を用いた免疫沈降によるタンパ
ク質複合体同定： 
本 研 究 室 で 作 成 し た NFATc 抗 体 を
Dynabeads Protein G (Invitrogen)に DMP 
(Thermoscientific) を 用 い て 架 橋 さ せ 、
HUVEC 細胞抽出液と混合し、免疫沈降を行
った。ウェスタンブロッティング、Oriole 蛍
光ゲルステイン(Biorad)により免疫沈降物を
確認し、質量分析装置への解析へ進めた。 
 
４．研究成果 



標的遺伝子の同定： 
 臍帯静脈内皮細胞HUVECを用いてNFATc
抗体を用いた ChIP-seq を行い、VEGF 刺激
後 1 時間で 4,119 箇所の結合領域を同定した。
ChIP-seq から得られたデータをインフォマ
ティックス解析したところ、1) GGAAA 配列
に NFATc が結合すること、2) NFATc 結合領
域周囲に C/EBP、CREB 結合配列が存在す
ること、3) NFATc は H3K4me3 ヒストンマ
ークと共局在していることを新たに見出し
た(Figure 1)。NFATc 標的遺伝子の絞り込み
では ChIP-seq とマイクロアレイデータを組
み合わせて 20 遺伝子を抽出し、そのなかで
CXCR7、RND1 に着目して発現・機能解析
を行った。プロモータ解析では、CXCR7 遺
伝子 5’-flanking 領域（-439/+89）をクロー
ニングしてレポータアッセイを行い、この領
域に存在する３か所の NFATc 結合配列が誘
導に必須であることを見出した(Figure 2)。
また、内皮機能解析において VEGF-NFATc
シグナルにより誘導された CXCR7 は、特異
的リガンドである SDF-1 を介した細胞遊走、
血管新生を増強することを明らかにした
(Figure 3)。さらに、もう一つの標的遺伝子
であるRhoGTPase RND1について機能解析
を行い、RhoA を介した内皮バリア機能制御
に関わることを明らかにした(Figure 4, 5)。 
 
hprt-locus target in EGR3 promoter-lacZ 発
現マウスの作製と解析： 
 
EGR3 プロモータ依存 lacZ 発現マウスの胎
生期において、E10.5 以前には活性がほぼ見
られず、E15 以降の血管においてシグナルが
確認されるようになった(Figure 6)。成体に
おいても同様に血管で強い活性が見られ、特
に脳、心臓、皮膚において顕著であった。ま
た、癌・浸潤部に見られる炎症状態を模擬す
る意味で、リポ多糖を全身性に投与し、活性
を検討した。その結果、脳、心臓、胸壁、横
隔膜で活性の上昇が観察された(Figure 7)。
現在、B16F10 細胞による固形腫瘍における
血管、肺など癌細胞転移先の血管で検討を進
めているところである。 
 
NFATc 抗体を用いた免疫沈降によるタンパ
ク質複合体同定： 
 NFATc 抗体を用いたプロテオミクスでは内
在性タンパク質の免疫沈降に成功したが、特
異的な複合体同定には至らなかった。理由と
して、本研究では網羅的に複合体構成タンパ
ク質を同定することを目的としていたこと
から、NFATc 抗体と磁性ビーズを共有結合し、
免疫沈降産物全体を質量分析装置にかける
手法を取っていたが、NFATc 抗体と磁性ビー
ズを結合させる作業によって、抗体の親和性
が著しく減少し、当初期待した量の免疫沈降

物を得ることが難しくなったことが挙げら
れる。この代替案として FLAG 融合 NFATc
を作製し、FLAG M2 抗体により免疫沈降を
行っており現在も継続中である。また、yeast 
two hybrid システムによる相互作用するタ
ンパク質の同定も進めており、NFATc 全長、
N 末端（トランス活性化領域）側を 300 アミ
ノ酸残基ごとクローニングしたコンストラ
クトを作製し、血管の多い臓器として肺由来
cDNAライブラリーを用いたスクリーニング
を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 ChIP-seq により同定された NFATc
結合領域周囲に存在するモチーフ 

Figure 2 CXCR7 遺伝子周囲の NFATc 結合領域 

Figure 3 CXCR7 ノックダウンにおける血管
新生 
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