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研究成果の概要（和文）：VEGF刺激を受けた内皮細胞は、エピゲノム制御を交えた、分岐や動脈化など内皮多様
性に繋がる活性化を引き起こす。一方未分化幹細胞では、終末分化した内皮細胞とは全く異なるエピゲノム制御
を受けることが想定されている。そこで、我々はマウスES細胞から内皮分化系を確立し、その分化時におけるダ
イナミックな遺伝子発現とそれに伴うヒストンプロファイルを包括的に時系列を追って解析した。その結果、パ
イオニア因子 ETV2 に続き、分化マスター転写因子群は全てその制御領域上で内皮分化のタイミングに合わせ、
抑制ヒストンから活性化ヒストンマークに動的にスイッチして、全ての内皮マーカーの発現を制御していること
が示された。

研究成果の概要（英文）：Studies of the differentiation from mouse ES cells to endothelial cells 
(ECs) provide an excellent model for investigating the mechanisms underlying vascular development. 
Here, we analyzed the EC differentiation steps from ES cells and crucial epigenetic modifications 
unique to ECs by using the epigenomics and transcriptomics approach. We determined that 
Gata2/Fli1/Sox7,18 are EC-master regulators induced following expression of the EC-commitment 
pioneer factor, Etv2. These master regulator gene loci were repressed by H3K27me3 under the mesoderm
 period, but rapidly transitioned to the histone modification switching to H3K4me3 after treatment 
with VEGF. These regulators are indispensable not only for proper EC differentiation but also for 
blocking the commitment to other closely aligned lineages. Our detailed epigenetic analysis might 
provide an advanced model for understanding temporal regulation of chromatin signature and resulting
 gene expression profiles during EC commitment.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 血管内皮細胞　内皮分化　ヒストンプロファイル　トランスクリプトーム　マスター転写因子　分化パ
イオニア因子　エピゲノム制御　ヒストンスイッチング
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
これから未曾有の超少子高齢化にむかう

我が国において、最近残念なニュースとなっ
ているのが、昭和時代の有名人の相次ぐ訃報
である。日本人における主たる死因はがん･脳
梗塞･心血管障害となっているが、がんは増殖
や転移のために血管を自在にコントロールし、
栄養分や転移ルートを確保していることを考
慮すると、三大死因の全ての原因や結果にお
いて血管病態が深く関与しているのは紛れも
ない現実である。血管構築において最も基礎
をなすものが、一番内側に位置する血管内皮
細胞であり、通常パイプとして酸素や栄養分
を全身に運搬したり、血圧維持のために恒常
性維持の基本システムとして機能する一方、
必要時に増殖し、分岐を新たに形成したり、
炎症や凝固反応を司るメインプレイヤーとな
る。この内皮活性化が制御を超えて生じたり、
不要な臓器･組織等で生じた場合は病気に直
結する。そこで、内皮細胞の発生･分化機構や、
内皮恒常性維持機構、活性化メカニズムをゲ
ノムワイドなスケールで解析することが急務
となっている。そこで我々は血管内皮細胞が
微小環境因子の刺激を受けて活性化される推
移をエピゲノム制御を介した遺伝子の動的変
化から捉え、これまでヒト正常血管内皮細胞
やマウスから単離した臓器別内皮細胞の網羅
的発現アレイや次世代高速シーケンサーによ
る内皮制御関連転写因子群の ChIP-seq やヒ
ストンマッピングを行ってきた (Minami, et.al. 
EMBO J, 2011, Mol.Cell.Biol. 2011, J.Biol.Chem. 
2014)。特に血管内皮増殖因子 (VEGF) や炎症
凝固因子 thrombin で内皮細胞を刺激すると、
極 めて 特徴 的な 反応と して  Calcium-
calcineurin 経路が活性化し、転写因子 NFAT 
核内移行が生じることに加え、その内因性フ
ィードバック制御因子であるダウン症因子 
(DSCR)-1 が早期に最大に誘導されること、こ
の NFAT/DSCR-1 シグナル軸を調節すること
で、抗血管新生や抗炎症作用を導くことが出
来、その結果、抗がん増殖や肺がん転移を効
率良く防護出来ることも明らかとなった 
(Minami, et.al. J.Biol.Chem. 2004, 2006, 
J.Clin.Invest. 2009, Nature 2009)。 
２．研究の目的 
上述したように、高齢化問題を抱える上で
三大疾病の根幹をなすと考えられる血管の病
気、特に血管内皮細胞の活性化制御機構を詳
細に突き止めることが重要である。その上で、
血管は各臓器や腫瘍組織において臓器の特性
に応じた多様性を示すことから、微小環境に
おけるエピジェネティックな制御解明も不可
欠である。しかし、正常血管内皮細胞は他の
がん実質細胞や血球系細胞と違ってエピゲノ
ム網羅解析に供される細胞数の確保がやや困
難でまたその必要な培地がかなり高額なのが
律速状態である。そこで、我々はまず安定的
に内皮分化を生じ、エピゲノム網羅解析に使
えることが想定できた ES 由来の内皮細胞分
化系を用い、VEGF 存在下どのような全体的

なエピゲノム変化が生じるのか、その内皮分
化の過程でこれまで知られていない制御カス
ケードが存在するのか確かめることを目的と
した。 
３．研究の方法 
細胞培養：マウス ES 細胞は京都大学 iPS 

研究所から供与いただき、山下先生、西川先
生が樹立した実験プロトコールに従った 
(Yamashita, et.al. Nature 2000)。内皮分化の際に
は、LIF マイナス培地でコラーゲンコート 
dish を用いた。96時間後、中胚葉未分化細胞
として  Flk-1 陽性の細胞を磁気ビーズ 
(MACS) を用いて分取し、VEGF 存在下､非存
在下で所定の時間まで培養した。 

RNA 回収、 DNA マイクロアレイ：マウ
ス ES 分化細胞を VEGF プラス/マイナス条
件下、0,6,12,24,48時間後に収集し、total RNA 
を回収した。Affymetrix の定める方法に従い、
Mouse Genome 430 2.0 array を用いてマイクロ
アレイを行った。44,754 プローブセットから 
VEGF 刺激下、average difference が 300を超
えて、かつ VEGF 未刺激条件に比べて、3倍
以上誘導される遺伝子セットを有意な probes 
とした。GATA2/Sox7 /Sox18/Fli1 依存性遺伝
子群をクラスタリングする際には、average 
difference が 100以上の発現を示し、かつ各転
写因子の siRNA 処理にて 2 倍以上発現が減
少するプローブセットを用いた。クラスタリ
ングは HOPACH (http://docpolland.org/) アル
ゴリズムを用いた。 
クロマチン免疫沈降 (ChIP), ChIP-seq:培養

細胞を 1％ホルムアルデヒド条件下 10分処理
して固定化後、 0.2M グリシン 5分間処理で
中和した。細胞回収後、SDS lysis buffer で溶
かし、sonication 反応を行った。H3K4me3, 
H3K27me3 の抗体でクロマチン免疫沈降を行
い、10ng 以上の DNA を deep sequence に用
いた。INPUT コントロール及び、ヒストン抗
体での  ChIP-seq はマウスゲノム  mm9 を 
reference として Illumina 社の ELAND プロ
グラムにてアライメントした。ChIP-seq は
biological duplicate =2 で全て行い、ENCODE 
の国際基準・規則に従った。 
内皮高発現遺伝子の同定：マウス分化系で

の血管内皮細胞特異的な遺伝子探索のため、
既存内皮のアレイデータとして、ヒト冠状動
脈、皮膚微小血管、臍帯静脈血管、腸骨動脈、
網膜微小血管を参照した。また非内皮細胞と
して、ヒト気管支平滑筋細胞、肺胞上皮細胞、
ケラチノサイト、メサンギウム細胞、肝細胞、
神経細胞などを用いた。 
４．研究成果 
マウス内皮分化系のトランスクリプトームに
よる検証 
これまで、ES/iPS 細胞からの内皮分化系

においてゲノムワイドな発現マッピングが行
われておらず、内皮分化系が確立しているか
どうか、既存のヒト内皮マイクロアレイデー
タにおいて、内皮特異的遺伝子セットの同定
を行い、その後、ES 由来分化内皮との比較解



析を行うこととした。そこで、ヒト細胞のう
ち、15 種類の内皮細胞と 29 種類の非内皮細
胞をクラスタリングした。 
その結果上図のように、内皮と非内皮で完全
に発現プロファイルが分割でき、内皮分化系
列と近接した血管平滑筋 (SMC) や血球細胞
（Lymphocyte） はクラスターでも近いところ
に位置づけられるが、確実に発現プロファイ
ルをゲノムワイドに比較すると判別出来るこ
とが判明した。 
ES 細胞からの分化内皮細胞の採取 
次に VEGF 存在下での内皮細胞と VEGF 非
存在下での平滑筋様の細胞に分けて回収した。
また分化途上でのクロマチンを回収し、ヒス
トンマッピングから動的変化を調べた。その
結果、VEGF 存在下では内皮マーカーとして
の VE-cadherin 及び PECAM1 ダブルポジテ
ィブの細胞が全体の 4 割以上になり内皮細胞
が濃縮できることが確認出来た。 
内皮分化系におけるゲノムワイドなトランス
クリプトーム解析 
マウス ES 細胞に VEGF 処理 0, 6, 12, 24 

時間後の total RNA をもとにマイクロアレイ
解析を行った。内皮クラスターとしては、上
述したヒト内皮マイクロアレイデータを参照
し、定義付けた 100 個の内皮特異的発現遺伝
子のうち、マウス orthologues においては 79 
個の遺伝子が該当することが判明した。この
内皮クラスターと 61 種類のマウス正常細胞
の発現プロファイルを基に 3 次元の主成分プ
ロットを行った (図 3A)。その結果、VEGF 存
在下 Flk-1 陽性細胞が経時的に特徴的な内皮
分化プロファイルをゲノム全体で発現してい
くことが示された。 
次に内皮特異的発現遺伝子 97 個の経時的変
化から heatmap を作製した (図 3B)。5個のク

ラスターに分類でき、図 3C の gene ontology 

解析と合わせると、VEGF 刺激早期 (0-6 時
間)は T や Foxc2 を含め細胞分化コミット
メントに関与する間葉系幹細胞マーカーが発
現し、その後 VEGF 刺激中期クラスター2に
は内皮 pioneer ファクターである Etv2 が、ク
ラスター3，4では内皮分化マスター転写因子
群である GATA2, Sox7/17/18、Fli1 が発現す
ることが特徴付けられた。更に VEGF 刺激終
期クラスター5では、Erg を含むほぼ全ての内
皮マーカー遺伝子の発現誘導が認められた。
図 3D で示すように、pioneer ファクターであ
る Etv2 は分化誘導時一過性の発現を示すの
に対し、GATA2 は内皮分化制御後継続した発
現を示す。一方、内皮分化マーカーである Erg 
などは分化決定後においてから発現すること
が示された。 
内皮分化における動的なクロマチン変化の包
括的解析 
これまで内皮分化時におけるクロマチン変化
をヒストン修飾の面から包括的に解析された
例がなく、我々はこの確立した内皮分化系を
用いてダイナミックなヒストン動態が認めら
れるか解析を続けた。そこで、VEGF 刺激プ
ラス/マイナス 0, 6, 48時間後の細胞のヒスト
ンプロファイルを ChIP-seq で取得した。血
管内皮に分化誘導を受けていくにつれて、総
じて H3K4me3 マークの濃縮が認められるの
に対し、VEGF 未刺激条件下ではヒストン動
態自体が変化しないこと  (図 4A)、一方 
H3K27me3 抑制マークは内皮分化につれて総
じて減少すること (図 4B) が示された。更に
プロモーター近傍のヒストン修飾変動から 4
つのクラスターに分類でき、特に VEGF 刺激
前から早期段階では H3K27me3 抑制マーク



が濃縮しているのに対し、分化決定後、抑制
マークから H3K4me3 促進マークにスイッチ

するクラスター1 と分化決定されてから、
H3K4me3 マークだけが濃縮するクラスター3
に顕著に分類された (図 4C)。クラスター1に
は分化 pioneer 因子 Etv2 やマスター転写因
子とされる GATA2 や Sox7/17/18 が該当し、
クラスター3 には多くの内皮マーカー遺伝子
が該当する。図 4D には代表的なクラスター
1(ヒストンスイッチングを起こす) Etv2 と、
クラスター3として Erg のヒストンマッピン
グの動的変化を示した。 
内皮分化におけるトランスクリプトームとヒ
ストンマップの統合解析 
次に内皮分化制御時 (図 3B クラスター2，3，
4)の中から内皮制御に関与すると思われる転
写因子やクロマチン修飾因子 44 個とヒスト
ンマッピングからヒストンスイッチに関わる
とされるグループ (図 4B クラスター1)の 29
遺伝子をベン図で考慮すると 15 遺伝子が共
通に存在することがわかり、内皮分化の
regulator の候補となり得ることが示された
(図 5A)。このうち 7つの転写因子が同定され
たが、血球･血管内皮の分化制御因子であるこ
とが報告された既知の因子であった。また、
膜タンパクにおいては創薬標的として興味が
持たれるが、Arhgef15 は RhoJ 同様内皮特異
的発現を示す、Rho GEF としての機能因子で
ある。但し既に欠損マウスにおいて胎生致死
ではないが網膜血管新生の遅延が認められる
ことなどが報告され、また他施設で特許申請
があることから新規性が乏しいと判断した。
Gcom1 はまだ機構解析が充分になされてい
ないが、血管内皮よりも生後は心筋同士の結
合部位に強く発現し、MYZAP ファミリーの
一つと考えられている。次にこれらの候補遺

伝子座においてpromoter/enhancer に共通の分
化 regulator が存在することも考えられる。そ
こで、マウスにおける内皮エンハンサーの情
報がなかったので、既知のヒト臍帯静脈内皮
細胞からのクロマチン情報 (FAIRE-seq) をも
とに de novo enhancer 情報を抽出し、どのよ
うな転写因子結合が内皮分化を制御するか検
討したところ、図 5B に示すように、AP-1, 
GATA, ETS, SOX 転写因子結合が有意なもの
として合致した。また、図 5C に示すように 
GATA2, FLI1, SOX7/18 が図 4D で示す Etv2 
同様、ヒストンスイッチパターン (H3K27me3 
ブレーキシグナルから H3K4me3 アクセルシ
グナルに移行する)を示したことから、例外な
く、GATA/ETS/SOX 転写因子群が内皮分化の
マスターregulators であること、残念ながらそ
の他の新規性の高い新たな転写制御ネットワ
ークを同定することは出来なかった。 
GATA/ETS/SOX 転写因子の内皮分化におけ
る機能的重要性 
ゲ ノ ム ワ イ ド 探 索 か ら 導 か れ た 
GATA/ETS/SOX 転写因子において、その重要
度を機能的に検証するため、各 siRNA を内
皮分化系に加えることで内皮分化が阻害され
るか検討した (図 6A)。その結果各転写因子 
(GATA2, SOX7, SOX18, FLI1) を個々にノック
ダウンした場合では全体的な内皮分化効率の
低下は僅かな有意差でしか認められないもの
の、これら 4 つの転写因子を全てノックダウ
ンした場合、内皮マーカーである VE-cadherin 
と PECAM1 のタンパク発現、mRNA レベル
共に大きく減少した (図 6BC)。また ES 細胞
から分化して生じた内皮細胞のコロニー形成
度で判断した場合、個々の siRNA 処理でも
有意なコロニー形成減少が認められ、4 つの
転写因子の siRNA を組み合わせた場合では
ほぼ内皮コロニーが認められない結果となっ
た (図 6D)。一方、SOX17 は内皮分化に重要
な転写因子として報告されているにも関わら
ず、この ES 分化系では siRNA にて SOX17 
特異的にノックダウンしても全く有意な影響
が検出出来なかった。In vitro系と SOX17 ノ



ックアウトマウスで得られた in vivo の系で
は内皮以外の細胞ネットワークの有無や、ノ
ックダウンによる残存タンパクのレベル、他
の SOX7/18 が SOX17 のノックダウン効果
を補完している可能性など考えられ、厳格な
必要性を決定づけることが出来ないが、今後
オルガノイド培養系などミニ臓器を作り出し、
ex vivo にて転写因子を組み合わせて検討す
ることで結論づけられるものと思われる。 
ES 細胞からの内皮分化系における転写ネッ
トワーク解析とモデル形成 

次に、内皮分化に必須であった GATA2, FLI1, 
SOX7, SOX18 各転写因子が分化過程でどの
ような下流遺伝子を誘導･抑制して内皮分化
を決定づけるのか、siRNA ノックダウンを用
いて包括的なトランスクリプトーム解析を行
った。まず、図 7A に示すように、各 siRNA 
を処理することで内皮分化過程で誘導される
遺伝子が抑制するパターンがほぼ全てであり、
siRNA 処理にて逆に発現誘導される遺伝子
群で内皮分化に寄与していると想定されるも
のは見当たらなかった。また、各 siRNA の標
的遺伝子群で内皮分化過程のどの時期に発現
誘導されるのか、図 3B のクラスターを基に
比較解析を行ったところ、siGATA2 処理にて
影響を受けるのは Etv2, Tal1, Sox18 などを含
めた相対的に分化初期に大事な遺伝子である
のに対し、si-Sox18 処理にて影響を受けるの
は 図 3B のクラスター5 に位置づけられる 
VE-cadherin, Tie1, Erg など分化終期での内皮
マーカー遺伝子群が相対的に多く存在するこ
とが明らかとなった。各 siRNA 処理での標的
遺伝子は全て合致することがなく、各転写因
子での内皮分化の寄与は個々に役割付けされ
ていることが示唆された (図 7B)。更に興味深
いことに、siRNA 処理で逆に誘導される遺伝
子群は内皮分化を妨げるような他の細胞マー
カーは他の分化制御因子であること、それも、
各 siRNA 処理で全て合致する標的遺伝子群
ではないことから、これら内皮分化のマスタ
ーregulators は個々に他の細胞系列への分化
を積極的に抑制していることが想定された
(図 7C)。これらの siRNA 処理にて誘導標的と
なる遺伝子群の Gene Ontology 解析結果を図
7D に示すが、個々で内皮分化に寄与し、他の
細胞分化系列への抑制にかかる制御システム

は独立しているものと思われる。この内皮分
化における制御ネットワークをまとめると図 
7E のようになるが、Pioneer 因子 ETV2 とマ
スター転写因子  GATA2 は他の転写因子 
FLI1, SOX7/18 よりも早期に分化決定に寄与
し、FLI1/SOX7/SOX18 が分化 12 時間でヒス
トンスイッチングにより発現誘導されると、
個々が他の細胞分化制御を積極的に抑制する
ことで内皮分化が固定化されることが明らか
となった。 

この機構解析を通じ、効率良く血管を再生す
るための遺伝プログラムを決定づけること、
再生医療において、血管を同時に加えること
による臓器再生の効率化など様々な方面にお
いて将来的に役立つことが想定される。また、 
in vitro 分化系での内皮エピゲノムスイッチ
機構が実際に終末分化した血管内皮細胞の増
殖や血管新生過程でどのように類似している
のか、また、各臓器微小環境や腫瘍環境下、こ
のような内皮分化スイッチがどのように修飾
され用いられるのか、全く違うシグナルが入
ることで異なるエピゲノム変化が生じるのか、
今後の研究が待たれる結果となった。 
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