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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管内皮細胞に焦点をあて、その分化機構を転写因子とエピゲノム修飾因子の
視点から解析し、新たな分化制御因子を発見するのが目的である。マウスES細胞からの血管内皮細胞分化系を用いて、
経時的なtranscriptome解析及びヒストン修飾解析を行った。その結果、特徴的なヒストン修飾パターンから、Gata2、
Fli1、Sox7、Sox18を見出した。これら4つの転写因子をそれぞれノックダウンするとGata2のみでも内皮細胞分化は約5
0%阻害され、4つの転写因子を全てノックダウンすると顕著に阻害される結果となった。本研究により、血管内皮細胞
分化の新たな転写因子ネットワークを提唱した。

研究成果の概要（英文）： In this report, our aim is to establish the more efficient and practical endothel
ial cell differentiation system from embryonic stem (ES) or induced pluripotent stem (iPS) cells. On this 
purpose, we analyzed the endothelial cell differentiation system from mouse ES cells by using two comprehe
nsive analyses ChIP-seqs and micorarrays. 
 From these experiments we found out H3K4me3 have changed on early stage during differentiation. Moreover,
 we discovered some bivalent genes (H3K4me3 and H3K27me3 double positive) such as Etv2, Gata2, Sox18, Sox7
 and Fli1 which are upregulated at early time points and supposed to be candidates for master regulators o
f endothelial cells differentiation. Knockdown of these factors caused drastic reduction of endothelial ce
ll differentiation efficiency. 
 Taken together, these findings have suggested that determination of cell fate is based on not only master
 transcription factors but also epigenetic histone modifications. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 動脈硬化や悪性固形腫瘍、糖尿病性網膜
症等血管機能の障害に基づく疾患は、今日の
高齢化社会において増加の一途をたどって
おり、そのメカニズムの解明や新たな治療法
の開発がもつ社会的意義は大きい。上記疾患
はいずれも血管内皮細胞における炎症と異
常な血管新生に依拠するが、これら二つの病
態において von Willebrand Factor(vWF)、 
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 
(VCAM-1)、Intracellular Adhesion Molecule 
2(ICAM-2) 、  Kinase Insert 
Domain-Containing Receptor (KDR;別名 Flk)
等共通の分子の関与が知られている。転写因
子 GATA2 は、これら重要なタンパク質いずれ
においてもその発現制御に関わっているこ
とが報告されており、GATA2 による遺伝子発
現制御メカニズムを解明することは、血管疾
患を理解する上で重要である。しかも、血管
内皮細胞において GATA2 を si-RNA によりノ
ックダウンすると、血管内皮細胞はその形態
を維持出来ず、tube 形成等の機能喪失が見ら
れる(Kanki Y et.al. EMBO J 2011 など)こと
から、内皮細胞の生理学・病理学両側面にお
いてGATA2は重要であることが推測されてい
る。しかし、従来内在性 GATA2 を認識でき、
かつ GATA2 とタンパク質構造の似ている
GATA3 とを区別できる感度、特異度共に優れ
た抗体がなかったために分子レベルでの詳
細な検討が叶わなかった。 
 
(2) 近年申請者は感度、特異度共に優れた
GATA2 マウスモノクローナル抗体を樹立した。
この新規樹立抗体を使って毛細血管内皮細
胞のモデルである HMVEC (ヒト皮膚微小血管
内皮細胞)を用いて全ゲノム上で GATA2 が結
合する部位を明らかにするために Chromatin 
Immunoprecipitation with deep 
sequencing(ChIP-seq)解析を行った。その結
果、結合領域の半分以上は非遺伝子領域であ
った。次に、この結果を K562 細胞(GATA2 を
発現している血球系細胞)における発現アレ
イ及び ChIP-seq 解析と比較することで
「HMVECとK562細胞ではGATA2結合領域はほ
とんど一致せず、また GATA2 は HMVEC におい
ては内皮特異的遺伝子に、K562 細胞において
は血球特異的遺伝子に結合し、その分布は細
胞特異的エピゲノム修飾に規定されている」
という興味深いデータが得られた。この結果
は、GATA2 は細胞ごとにその細胞特異的遺伝
子発現制御を担っていることを示唆させる
データである。 
 
(3) 一方で、血管内皮細胞はその生理的な分
化過程も未知の部分が多く、ES 細胞からの分
化過程においてどのような転写因子ネット
ワークが働くのか、あるいは血管内皮細胞特
異的なエピゲノムはどのように獲得される
のかについては、ほとんど研究されていない。
この機構を解明することは、血管生物学分野、

再生医療分野にとどまらず、細胞が分化して
いく過程で転写因子とエピゲノム修飾因子
がどのようにクロストークしながら作用す
るのかという、現代の分子発生生物学の課題
を明らかにする一助となることが期待され
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究は ES 細胞から血管内皮細胞が分化
する際に必要な転写因子、エピゲノム因子を
決定し、多細胞生物の基本である細胞特異性
が genome, epigenome のレベルでどのように
獲得、維持されるのかを明らかにすることを
目的としている。申請者はこれまで、血管内
皮細胞の性質維持に重要な遺伝子の発現が、
転写因子GATA2の結合及び細胞特異的なクロ
マチン立体機構によって維持されているこ
と (Kanki Y et.al. EMBO J 2011) 、慢性炎
症刺激である IL (Interleukin)-4 刺激下に
おいて転写因子 STAT6 ( Signal Transducers 
and Activator of Transcription) の結合と
エピジェネティックな修飾変化が、単球接着
因 子 VCAM-1 (vascular cell adhesion 
molecule 1) 発現誘導を促しているこ
と (Kanki Y et.al. MCB 2011) を報告して
きた。そこで本研究ではこれまでに習得した
オミックス技術を生かし、現在申請者が挑ん
でいる血管内皮細胞の分化制御に挑む。ES 細
胞からの分化系は、これまで神経、心筋、膵
β細胞等様々な細胞系列でその発現解析か
ら制御転写因子が報告されている。本申請で
は血管内皮細胞分化系を用いて、細胞特異的
なエピジェネティックな変化と、細胞特異性
を決める転写因子との関係性を明らかにす
ることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス ES 細胞を Leukemia Inhibitory 
Factor (LIF)非存在下で分化誘導させ，96 時
間後に Flk 陽性中胚葉細胞群を MACS でソー
トし、Vascular Endothelial Cell Growth 
Factor (VEGF) を作用させると、高い分化効
率をもって血管内皮細胞が誘導できる
（Yamashita JK et al 2000 Nature）。一方
で、この細胞に VEGF を作用させないで分化
誘導培地で培養すると、ほぼ 100％平滑筋細
胞になる。 
 
(2) 上記 2 つの分化誘導系（血管内皮細胞、
平 滑 筋 細 胞 ） を 用 い て 、 経 時 的 な
transcriptome 解析をマイクロアレイを用い
て行った。 
 更にヒストン修飾解析として、active な転
写を示す H3K4me3 抗体、repressive な状態を
示すH3K27me3抗体を用いてChIP-seq 解析を
行い、全ゲノムで経時的なヒストン修飾の変
化を解析した。 
 
(3) 上記で見出した血管内皮細胞の master 
regulator 候補因子に対して、si-RNA を導入



し、実際に血管内皮細胞分化がどの程度阻害
されるのかの検証を行った。 
 
４．研究成果 
(1) マウス ES 細胞分化時における経時的な
transcriptome 解析 
 上記手法で分化誘導させた血管内皮細胞、
平滑筋細胞を用いて、VEGF 添加後 6、12、24、
48 時間後の total RNA を抽出し、マイクロ
アレイ解析を行った。VEGF を作用させない群
と比較して、作用群でのみ特異的に上昇する
遺伝子を各タイムポイントで抽出した。 
 その結果、6 時間後には Etv2 や Tal1、12
時間後に Gata2 や Sox7、Sox18、Fli1 が抽出
された。また、血管内皮細胞に分化したと考
え ら れ る 48 時 間 後 に は 、 Pecam1 や
VE-Cadherin といった細胞特異的な表面マー
カーが発現していた（表）。 

 6 時間で抽出された Etv2 は、そのノックア
ウトマウスの解析から、血管内皮細胞の分化
に関与することが既に個体レベルで報告さ
れている遺伝子である。従って、この結果は
妥当なものだと考えられる。こうした経時的
な遺伝子発現パターン解析から得られた遺
伝子を Gene Ontology で解析すると、分化誘
導初期では核内転写因子が有意に濃縮され
ており、分化終期では細胞表面の血管新生に
関与する遺伝子が有意に濃縮されていた。 
 この結果から、未分化な細胞が特定の細胞
に commit する過程では、まずその細胞にと
って重要な転写因子が誘導され、次にその転
写因子の下流として、細胞の機能や形態に関
わる表面蛋白質が発現してくることが示さ
れた。 
 
(2) マスター転写因子を絞り込むための経
時的なヒストン修飾解析 
 上記マイクロアレイでは、VEGF に反応し
て発現が上昇する遺伝子（VEGF を作用させ
ない群と比較して 2 倍以上）として 200 個を
抽出した。他の細胞の分化系論文（心臓や肝
臓など）では、一種類の細胞に分化する際に
は 2−4 個の転写因子で導入される場合が多
い。そこで、血管内皮細胞分化に必要な転写
因子の組み合わせを上記200個から更に絞り
込むために、経時的なヒストン修飾解析を行
った。 
 ここで用いたヒストン修飾抗体は H3K4me3 
及び H3K27me3 である。一般的に H3K4me3 修
飾は active な遺伝子の promoter に濃縮する
傾向があり、H3K27me3 は抑制されている遺伝
子の gene body に濃縮する傾向にある。更に、 

H3K4me3修飾とH3K27me3修飾が両方とも入っ
ている遺伝子は、bivalent gene と呼ばれ、
細胞分化に重要であることが報告されてい
る。このような知見から、血管内皮細胞分化
時の bivalent gene の形成パターンを調べ、
マイクロアレイの結果と照合した。 
 この結果、分化のマスター候補となる転写
因子にはある一定の傾向があることが判明
した。1: Flk でソートした時点（VEGF 作用
させる前）では H3K27me3 修飾によって遺伝
子発現が抑制されていること。2: VEGF 作用
後 6 時間の段階では H3K27me3 修飾はそれほ
ど減らず、H3K4me3 修飾は入っていないまた
は少ししか入っていない状態であること。3: 
VEGF 作用後 48 時間の段階では、H3K4me3 修
飾が強く入って bivalent 状態を形成するこ
と。上記 3点を満たす代表的なクラスターを
下図に示す。 

 
(3) 抽出したマスター転写因子候補のノッ
クダウンによる分化誘導効率の検証 
(1)，(2)により 12 時間後に発現誘導される
遺伝子の中から、マスター転写因子の候補と
して Gata2, Fli1, Sox7, Sox18 の 4 遺伝子
を抽出した。これら転写因子の内皮分化に与
える影響を調べるために、si-RNA を用いたノ
ックダウン実験を行った。これまで ES 細胞
は lipofection 法では si-RNA の導入効率が
悪く、ノックダウン効率が悪いという欠点が
あったが、我々は導入法を工夫し、分化誘導
後 72 時間、96 時間、Flk ソート直後の 3回
にわたって si-RNA を導入することで、各遺
伝子の発現をmRNAレベルで70%以上落とすこ
とができた。 
 この状態で VEGF 作用後 48 時間において
FACS 解析を行い、血管内皮細胞表面マーカー
の発現で分化効率を評価した。3 回の独立し
た実験において、上記4つの転写因子のうち、
Gata2 は有意に Pecam1、VE-Cadherin の発現
を抑制し、4つ全てノックダウンすると、60％
以上の効率で内皮分化を阻害することが出
来た（次ページ図）。 
 
(4)考察 
 本研究において、我々は transcriptome 解
析とヒストン修飾解析をゲノムワイドに行
い、そのデータを統合することで、分化系に
おける新たなマスター転写因子候補を絞り



込む極めて有用な方法を確立した。 
 血管内皮細胞は ES 細胞からの分化系や、
発生期における転写因子 Etv2 の重要性等が
報告されているが、分化過程でどのような変
化が起こっているのか、その分子機構はほと
んど明らかになっていない。本研究では、
Gata2 を中心とした転写因子ネットワークの
重要性を抽出した。 
 転写因子Gata2は進化の過程で幅広く保存
されている Zinc finger ファミリーの転写因
子である。これまでにそのノックアウトマウ
スの解析から、hemangioblast の維持に重要
であること、血球系（特にhematopoietic stem 
cells や megakaryocytes）の発生、維持に寄
与していることなどが報告されてきた。
hemangioblast は血球系細胞、血管系細胞の
元になる細胞である。本研究ではそのノック
ダウン実験より血管内皮細胞分化にも重要
であることを示しており、血球、血管でその
co-factor を変えることで運命決定を支持し
ている可能性が示唆された。 
 一昨年、ヒト羊膜細胞から血管内皮細胞を
直接分化誘導させる手法が報告された。この
中では、Etv2、Fli1、Erg の 3 つの転写因子
を経時的に発現させ、TGFb のシグナルを阻害
させることで更に効率よく誘導させること
が可能となっている。本研究で抽出した経時
的 transcriptome 解 析 か ら も
Etv2→Fli1→Erg という 3 つの Ets ファミリ
ー転写因子の発現は確認されている。Ets フ
ァミリーが血管内皮細胞にとって重要であ
ることは我々のグループを含めていくつも
報告があるが、本研究では新たに Gata ファ
ミリーの重要性を提唱している。 
 我々は最近、成熟したヒト皮膚微小血管内
皮細胞を用いて、転写因子 Gata2 の ChIP-seq 
解析を行い、Gata2 は Ets ファミリーや AP1 
と相互作用しながら、内皮細胞特異性維持に
寄与していることを報告した（Kanki Y et al 
2011 EMBO J）。本研究の結果と合わせると、
内皮細胞の形成及びその性質維持には Gata2 
と Ets、Sox ファミリーの相互作用が重要で
ある可能性が高い。 
 今後は、これら転写因子群が実際に相互作
用しているどうか、血球と血管の分化の分か

れ目でGata2がそのパートナー因子を変える
ことで運命決定が行われるのかを検証する
ことで、より詳細な機構が明らかになると期
待される。 
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