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研究成果の概要（和文）：ES-内皮分化におけるゲノムワイド解析を進め、内皮を規定する転写因子の発現カス
ケードを同定した。一方終末分化した内皮細胞において、ERGとFLI1発現を喪失させると、内皮-間葉系細胞形質
転換(EndMT)現象が生じ、全ての内皮マーカーの消失と間葉系マーカーの発現上昇が認められた。これらEndMT現
象ががん微小環境下、腫瘍血管内皮で進行することが実証された。
更にダウン症因子(DSCR)-1を内皮特異的にダウン症様発現を行うモデルマウスを樹立した。本マウスは血管分岐
異常や血管密度の低下が胎仔期に認められ、NFATシグナルが血管リモデリングにおいてその分岐形成に深く関与
することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Endothelial cell (EC) plasticity in pathological settings has been 
recognized as a driver of disease progression. Endothelial-to-mesenchymal transition (EndMT), in 
which ECs acquire mesenchymal properties, has been described for a wide range of pathologies, 
including cancer. However, the mechanism regulating EndMT in the tumor microenvironment and the 
contribution of EndMT in tumor progression are not fully understood. Here we found, combined 
knockdown of ERG and FLI1, induces EndMT coupled with dynamic epigenetic changes in ECs. Genome-wide
 analyses revealed that ERG/FLI1 are critical transcriptional activators for EC-specific genes, 
among which miR-126 partially contributes to blocking the EndMT induction. Moreover, we demonstrated
 that ERG and FLI1 expression is declined in ECs within tumor by soluble factors enriched in the 
tumor microenvironment. These data provide new insight into the mechanism of EndMT, functions of ERG
 and FLI1 in EC, and its behavior in pathological condition.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 血管内皮細胞　血管新生　NFAT　ダウン症因子　EndMT　転写因子 ERG　転写因子 FLI1　がん微小環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
内皮活性化に関わる NFAT/DSCR-1経路において、DSCR-1はダウン症の発症要因となる一方、DSCR-1 自体のトリ
ソミー発現がダウン症の固形がん罹患率減少の主因となり、抗がんや抗転移における優れた有効性を持つ。ま
た、がんの悪性化、転移において腫瘍血管内皮の EndMT 現象が関与することが考えられ、その分子メカニズム
の一端が解明されたことにより、今後抗がんにおける腫瘍血管の動態解析の重要性が再認識され、新規な 
DSCR-1 安定化剤の創薬や臨床アプローチが進むことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 超高齢化社会を迎え、今や国民病と評されるがん、特に治療抵抗性･再発･転移を伴う難治性
がんによる死因や脳卒中･心筋梗塞の素因となる動脈硬化･血栓症での死亡率は年々増加の一途
にある。これら三大疾病 (がん･脳梗塞･心疾患)には必ず血管が密接に関与しておりその根本原
因となり得る一方、血管疾患は臓器や腫瘍特異的に血管恒常性の破綻した部位に限局して生じ
る特徴を有する。その発症機序を理解するには、まず血管構築の基礎となる内皮細胞に焦点をお
き、その病的活性化原理を解明するのが急務である。体全身に行き渡る血管内皮細胞の全ゲノム
情報は同一であるにも関わらず、各臓器や腫瘍の血管床に応じて特異的な遺伝子が発現する後
天的制御を考慮すると、エピゲノム転写調節が多様性を示す内皮活性化の鍵を担うことが予想
される。この動的内皮活性化を網羅解析する上で血管新生誘導因子を用いた全ゲノム発現アレ
イや、ヒストンコードマッピングが有効であり、我々はこれまでヒト正常血管内皮細胞や ES 細
胞-内皮分化系を用い、内皮を規定する転写因子 (ETV2→GATA2→FLI1→ERG) の発現カスケー
ドや血管新生誘導転写因子に固有なエピゲノム修飾の意義を見出してきた。 
(2) 人類遺伝学上最も高頻度に生じる染色体異常症であるダウン症は認知･神経疾患や白血病の
リスクが極めて高いにも関わらず、成人期においては固形がんや高血圧･動脈硬化などの血管病
変に対し強い抵抗性を有することが知られている。我々は固形がんの増殖低下に最も密接に関
与する因子がヒト２１番染色体上に位置するダウン症因子 (DSCR)-1 であり、特に DSCR-1 安
定発現により病的血管新生や腫瘍進展が顕著に抑制され、敗血症などの急性期血管疾患にも防
護因子として有効性を示す一方、DSCR-1 がないと内皮不安定性やバリアー機能不全から逆に原
発腫瘍の退縮が生じることを報告してきた。又 NFAT 活性化には臓器特異性が存在し、強く作
用する肺血管で転移ニッチが優先して生じ、NFAT 下流の Angiopoietin (ANG)-2 が転移を誘発
すること、ANG-2 blocker 投与により肺転移が抑制されることを示してきた。しかし一方で、
DSCR-1 と同じ 21 番染色体に位置する NFAT kinase DYRK1A の双方の過発現によって NFAT 
の不可逆的な機能破綻が生じ、ダウン症が発症する事実や抗がん剤同様、DSCR-1 をダウン症の
ように生理的 feedback 制御を超えて発生期から恒常的に過発現すると血管が逆に不安定化す
る負の側面も新たに見出されている。 
 
２．研究の目的 
(1) 我々はがん微小環境下 NFAT 持続的活性化や GATA2 ロスを引き金として腫瘍血管内皮細
胞が部分的に形質転換してがん関連線維芽細胞 (CAF) 様の性質になる (EndMT) 現象を初めて
報告した (Kanki, et.al. EMBO J  2017) が、その際に内皮規定性 Ets 転写因子 FLI1/ERG が共に
発現減少すること、FLI1/ERG ロスのみで EndMT 現象を再現でき、これががん細胞の血管内浸
潤を促す要因となる予備的知見を得ていた。そこで、初代培養内皮細胞を用いて転写因子 ERG 
や FLI1 がゲノム上に結合する領域、エピゲノム動態変化への影響、ERG/FLI1 のノックダウン
によって発現変動する遺伝子の網羅解析を通じて、腫瘍血管が EndMT に至る病態変化やがん微
小環境に与える影響について解明することを目的とした。 
(2) DSCR-1 locus 全体のトランスジェニック (Tg) マウスは幾つかの遺伝的背景で確認しても必
ず胎生致死となることが報告されている (Kluetzman, et.al. BBRC 2005)。また DSCR-1 自体には
主に二つの isoform が発現しており、より 5’ 側の promoter から発現する long variant (DSCR-
1L) は神経系や白血病細胞で高発現している一方、血管系では低い発現しか示さない。又 DSCR-
1 intergenic promoter には NFAT 結合部位が複数並んでおり、NFAT/GATA 依存性に内皮で強力
に誘導される short variant (DSCR-1s) が NFAT/DSCR-1 フィッドバックシグナルの本体となる。
そこで、DSCR-1s を内皮特異的にコンディショナル発現するモデルマウスを作製し、胎仔期と
生後の NFAT 恒常的阻害に基づく血管動態や内皮恒常性への寄与を解析すると共にがん形成時
に血管内皮の NFAT 活性を特異的に抑制することによる抗血管新生への有効性を確認する。更
に DSCR-1s, L 両方の欠損マウスは一部脳血管からの出血を原因とし、胎生致死 (partial lethal) 
となるが、DSCR-1s, L 各々の欠損における影響は詳細に解明されていない。そこで、各々の欠
損マウスを作製して血管新生や腫瘍形成に与える影響を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫沈降や組織染色が可能な ERG, FLI1 高機能抗体を探し、これら転写因子抗体での内皮細
胞 HUVEC を用いた ChIP-seq とヒストンマップを組み合わせる。ERG/FLI1 結合領域がエピゲ
ノム上開いているところに限定されているのか、あるいは閉じた領域をヒストン修飾因子と共
役して空けていく pioneer ファクターの機能を有するのか検証する。また HUVEC を用い、こ
れら ERG/FLI1 を siRNA にてノックダウンし、その DNA マイクロアレイからゲノムワイド
に下流標的を探索する。得られた下流標的候補が逆にどの程度 ERG/FLI1 ロスによる EndMT 
様事象を再現しうるのか解析し、がん微小環境における動態との関連を検証する。一方 EndMT 
現象自体ががん転移に促進的か抑制的か不明なため、ERG/FLI1 の内皮特異的発現 Tg マウスを
樹立し、解析準備を整える。 
(2) 血管内皮特異的な VE-cadherin promoter にドキシサイクリン (Dox) 抑制性の rtTA を繋い
だもの (Eli Lilly.com, USA から供与)と Dox 応答性プロモーターに Dscr-1 と LacZ マーカー配
列を繋いだものを掛け合わせた内皮特異的 conditional Tg マウスを樹立する。この Dox ON/OFF 
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時での内皮発現を臓器毎に解析し、また発生期から adult マウスにおける血管動態がどのよう
に変化するか、lacZ マーカーや CD31 による内皮特異的染色を基に解析する。また DSCR-1L 
特異的な領域を用いて CRISPR/Cas9 系による受精卵での迅速ノックアウトマウスを作製する。
一方 DSCR-1s 特異的な領域は 27 アミノ酸しか存在せず、疎水的な領域が多い。そこで特異的
な guide RNA の選定が困難であったため、広島大学山本 卓先生の TALEN 技術を用いて 
DSCR-1s 特異的欠損マウスの樹立に取り組む。 
 
４．研究成果 
(1) 内皮細胞での ERG と FLI1 の共通のノックダウンは EndMT を引き起こした。 

siRNA を用い、 HUVEC に ERG, FLI1 単独及び共通のノックダウンからゲノムワイド解析を
行った。ERG は内皮マーカーとしてもよく使われており、ノックダウンにより間葉系マーカー
の発現亢進と内皮マーカー遺伝子の減少、内皮炎症関連遺伝子の発現上昇を引き起こす一方、
FLI1 ノックダウンだけでは CD31 や VE-cadherin などの幾つかの内皮マーカーの発現減少以
外有意な遺伝子の変化は認められない結果を得た。興味深いことに ERG/FLI1 の共通のノック
ダウンでは、ERG 単独ノックダウンよりも顕著な EndMT を引き起こし、ほぼ全ての内皮マー
カーの喪失と EMT, EndMT を引き起こす転写因子 SNAI2 の発現亢進、ERG ノックダウンでみ
られた内皮での炎症関連遺伝子とは異なる通常内皮では発現しない炎症関連遺伝子 (図 1 中ク
ラスター3-1) の発現増加が初期(ノックダウン 3 日目)にみられ、EndMT が完結する時期、ノッ
クダウン 7 日目では多くの間葉系マーカーの発現亢進が認められた (図 1)。発現クラスターに
おいて、GO 解析を行っ
た と こ ろ 、 ERG/FLI1 
siRNA により最も発現低
下するもの (クラスター
1) は血管形成、血管新生
に関与する内皮マーカー
で専有しており、逆に 
ERG/FLI1 siRNA により
最も発現上昇するもの 
(クラスター3-2) では創
傷応答や感染防護､炎症
などに関与する間葉系遺
伝子が有意に濃縮される
結 果 と な っ た 。 ま た 
EndMT の兆候は細胞染
色や FACS データでも確認された。 
(2) 内皮細胞での ERG や FLI1 は共に overlap した Ets 結合領域に結合し、内皮特異的発現
様式を有する遺伝子発現促進に寄与した。 

ERG, FLI1 抗体を用いた ChIP-seq を各々2 回行い、ERG 濃縮領域 77,467 ピークと FLI1 濃縮
領域 47,002 ピークを得た。これらのうち多く (45,767 ピーク) は overlap が認められ、転写開
始点 (TSS) から 1Mb 以内の top 2000 ピークを基にゲノム上では遺伝子間イントロン領域、遠
位遺伝子間領域、プロモーター領域の順に濃縮が認められた。また結合ピークを有する遺伝子を
もとに GO 解析を進めると、ERG/FLI1 siRNA での発現アレイと同様に、血管形成･血管新生に
関わる内皮発現遺伝子が有意に存在する結果となった。次に内皮でのヒストンプロファイルと
合わせて観察したところ、ERG/FLI1 共に H3K4me3 プロモーターマークや H3K27Ac エンハン
サーマークの濃縮している転写活性可能なところに結合しており、H3K27me3 サイレンサーマ
ークの濃縮している抑制クロマチン領域には結合していない結果となった。また ERG/FLI1 
siRNA 処理により、活性化クロマチンにおける H3K4me3, H3K27Ac の濃縮ピークが有意に減少
することから、内皮を規定する転写因子 ERG と FLI1 は共に転写可能なクロマチンに結合し、
その内皮マーカー遺伝子の発現上昇に寄与するが、それ自身転写が抑制されたクロマチンに結
合し、クロマチン状態を変換させうる pioneer 因子にはなり得ないこと、受動的な転写活性化因
子であることが判明した。 
（3） ERG, FLI1 の下流標的である SMAD1、マイクロ RNA (miR-216) は ERG/FLI1 欠損依
存性の EndMT を防護した。 
ではその ERG/FLI1 の下流標的で重要な遺伝子は存在するのか？我々はまず①ERG/FLI1 の結

合領域が遺伝子制御領域に認められること②その結合ピークがエンハンサーマーク H3K27Ac 
と overlap していること③si-ERG/FLI1 にてその  H3K27Ac の濃縮量が減少すること④si-
ERG/FLI1 にて発現量が 70％以上減少すること⑤si-ERG/FLI1 での発現減少量が各々の si-RNA 
単独処理に比べ有意に大きいこと、これら 5 つのクライテリアで絞り込み、293 個の遺伝子を同
定した。このうち SMAD1 は EMT, EndMT に強く関与する TGF-2 や calponin1 の発現制御領
域に結合し、その SMAD1 発現抑制によってこれら EndMT が促進する結果を得た。但し、本
解析中に Anna Randi 博士らにより、BMP-SMAD1 経路が TGF-b-SMAD3 経路の EndMT を防
護する報告がなされた (Ref)。そこで、我々は新たな標的として miRNA に着目した。上述 5 つ
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のクライテリアに miRNA のターゲット scan のデータも交え、miR-216 が最も ERG/FLI1 の下
流標的になり得ることを見出した。miR-216 は同じく内皮特異的発現を有する EGFL7 遺伝子
のイントロン 7 に存在する non-code RNA である。miR-216 mimic を加えることで、ERG/FLI1 
ノックダウンによる  VE-cadherin や  CD31 の減少効果や間葉系マーカーである ACTA2, 
COL1A1, SNAI2 の発現上昇を部分的に阻害し、かつ、miR-216 inhibitor の投与は VE-cadherin の
減少や COL1A1, SNAI2 の発現上昇をもたらした。これらのことから ERG/FLI1 の下流標的で
ある miR-216 がその部分的な EndMT に少なくとも有意に関与することが判明した。 
(4) ERG, FLI1 はがん微小環境において血管内皮での発現が低下した。 
がん微小環境での EndMT についてさらに検証するため、実際の腫瘍環境下で腫瘍血管内皮に

発現する ERG, FLI1 が正常血管内皮に比べその発現量が変化するか免疫染色して確認した。そ
の結果､皮膚での正常血管内皮では ERG, FLI1 共に内皮層の核内に連続して発現するのに対し、
B16F10 メラノーマにおいては、極めて内皮での発現が低下しており、
patchy に内皮核内に染色像がみられるだけであった。内皮細胞全体にて定
量した結果でも 50％以上の有意な低下が認められた(図 2)。また B16 メラ
ノーマや E0771 乳がん細胞、3LL 肺がん細胞での培養上清を用いた
condition media を加えることでも ERG, FLI1 の発現量は低下すること、そ
のがん由来の condition media により ERG/FLI1 欠損のマーカー遺伝子で
ある ACTA2, COL1A1, TAGLN, SNAI2 の発現が有意に上昇することが明
らかとなった。このことから、がん微小環境下、血管内皮上での ERG, FLI1 
が発現低下し、EndMT 様の状態を引き起こすことが示唆された。 
次にがん転移において原発巣での血管状態がどのように影響するのか、
EndMT 自体が転移を促進する結果となるのか、それを防護する mouse 
Erg 及び Fli1 の内皮特異的安定発現マウスの作製に取り組んだ。そこで 
Erg/Fli1 の cDNA を Rosa locus に Flox-stop-Flox を導入した場所の下流
に guide RNA を用いて knock-in したマウスを作製することとした。Fli1 
は未完成であるが、Erg は VE-cadherin promoter-CreERT2 を交配し、タモ
キシフェン投与することで内皮での mRNA やタンパクが内因性発現の 8
倍増大することを確認した。現在 COVID-19 のためマウス解析が滞って
いるが、解消してから今後研究を展開していく予定にしている。 
（5） DSCR-1 内皮構成的発現にて NFAT 活性を恒常的に阻害すると血管分岐異常となった。 
これまで、造血幹細胞と内皮細胞特異的な Tie2-short promoter を用いてヒト DSCR-1s cDNA 

を導入した Tg マウスでは DSCR-1 の発現の高いものは germ line に載らず、発現の低いもの、
内因性発現の 3 倍程度増強する低程度のもののみが line 化される結果となった。本マウスでの
抗血管新生能は既に論文にて報告している。そこで次に、より内皮特異性を高い VE-cadherin 
promoter を用いてドキシサイクリン有無にてコンディショナル発現を制御し、更にその発現を 
IRES で繋いだ LacZ にてトレース出来る Tg マウスを作製した。独立した 3 系統を樹立した
が、いずれも制御カセットをホモアレルに有するマウスは産
まれてこず、ヘテロアレルに存在するもの(ダウン症様発現
をしたもの)、あるいはドキシサイクリン負荷にて DSCR-1s 
発現を抑制したものしか出生出来ないことが判明した。この
胎生致死の原因を探るため、体外受精を行い多数の胚をもち
いて解析したところ、E8-9 の間に血管が形成出来ないこと
が原因で致死となること、また、DSCR-1s の内皮発現が強
い程、ダウン症モデルマウス同様胎仔発育が遅延する結果と
なった。更に DSCR-1s のダウン症様発現をもつマウス胎仔
では分岐パターンが異常となり、血管密度も減少していること、その病態の顕著な部位では代償
的に血管径が太くなっている現象も観測された。次に血管分岐が異常となる仕組みを探索する
ため、ビーズに HUVEC をコーティングした in vitro 系にて sprouting アッセイを行った。 
DSCR-1s 安定発現 HUVEC やシクロスポリンを添加して NFAT 活性を抑制した場合では同じ
ように血管様の発芽が抑制され、また発芽した内皮と内皮基底層に存在する内皮をもとに発現
アレイを行ったところ、発芽領域には calcium-NFAT シグナル、Notch シグナルに関連する遺伝
子が最も強く誘導されることが判明した。また、その発芽内皮や zebrafish での血管分岐先端 
(Tip 細胞)には NFAT の核内局在が認められている。また NFAT の ChIP-seq データ解析からも 
Notch リガンドである Dll4 が下流標的となり得ることが判明した、これらのことから、血管分
岐においては NFAT/DSCR-1s のシグナル経路が重要であること、NFAT 活性化が分岐の始まり
に関与することが示唆された。 
（6） DSCR-1s, DSCR-1L のアイソフォーム特異的欠損マウスの樹立に成功した。 

CRISPR/Cas9, TALEN 技術を用いて各々 DSCR-1s, L の発現喪失を特異的に行うコンストラク
トを作製し、受精卵にインジェクションすることでマウス化を試みた。オフターゲット効果をな
るべく下げる目的で各々片側アレルのみに欠失がはいったヘテロマウスを維持し、それらを交
配することでホモ化を行ったところ、DSCR-1s 欠損では胎仔発育、次世代への維持に問題がな
く、ライン化することに成功したが、DSCR-1L ホモ欠損では雌において neglect や行動異常が



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
生じ、ホモライン化することが困難であった。そこで、DSCR-1L ではヘテロマウス同士を掛け
合わせることで随時ホモ欠損マウスを作製することで維持することとした。また DSCR-1s, L 共
に反応するマウスモノクロナール抗体に加え、DSCR-1L のみに反応し、その内因性発現を検出
可能なモノクロナール抗体の作出にも成功したので、今後これらのモデルマウスや抗体をもと
に、DSCR-1L が白血病細胞のみならず、固形がんにも発現するのか、またこれらアイソフォー
ム特異的欠損マウスでの表現型と既存の DSCR-1 欠損マウスでのデータと比較して、どの程度 
DSCR-1 アイソフォームでの固有の違いとして存在するのか検証するツールとして利用する。 
 
※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。 
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