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研究成果の概要（和文）：タンパク質アルギニンメチル基転移酵素１（PRMT1）は、増殖や分化を含む複数の細
胞機能に関与しています。 また、PRMT1は胚発生中の血管新生に重要な血管内皮細胞（EC）で発現しています
が、その役割は不明です。
本研究では、内皮特異的にPRMT1を欠損したマウス（Prmt1-ECKO）を樹立したところ、本マウスでは血管の構造
が脆弱で、胎生15日までに致死となることが判明し、内皮PRMT1が胚の正常な血管形成に必須であることを明ら
かとしました。

研究成果の概要（英文）：Protein arginine methyltransferase 1 (PRMT1) is involved in multiple 
cellular functions including differentiation and proliferation. PRMT1 is expressed in vascular 
endothelial cells (ECs), which are responsible for angiogenesis during embryonic development, but 
its role has remained elusive. In this study, we generated endothelial-specific prmt1-knockout 
(Prmt1-ECKO) mice, and found that they died before embryonic day 15. In these embryos, the 
superficial temporal arteries were poorly perfused with blood, and wholemount 3D imaging revealed 
dilated and segmentalized luminal structures in Prmt1-ECKO fetuses. Our findings provide evidence 
that PRMT1 is important for embryonic vascular formation.

研究分野： 生化学、発生工学
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血管形成異常　胎生致死　翻訳後修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血管の障害は、様々な疾患の減となる。血管内皮細胞は、全ての血管に存在し、全身の臓器の形成や機能調節に
不可欠である。近年、新たな血管制御のメカニズムとして、タンパク質の翻訳後修飾が注目されつつあるが、内
皮細胞機能との関連は解明されていない。本研究では、アルギニン残基のメチル化を担う酵素PRMT1に着目し
て、内皮細胞でPRMT1をもたないマウスを作製したところ、胎児は早期に死亡し、血管網が脆弱であることが判
明した。本研究成果は、タンパク質の翻訳修飾を制御することで、血管のメンテナンスや疾患の予防に繋がる可
能性を示している。

※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 

 
正常な血管は、胎児の生存と発育、また、成体での組織の働きに必須であり、酸素や栄養素を

全身に循環させる血管の構造と機能に、血管内皮細胞は極めて重要である。血管は、内皮細胞が
起点となって形成され、平滑筋細胞など周りの
細胞と相互作用しながら成熟する。この複雑な
血管形成のプロセスについて、これまで血管増
殖因子とその受容体を介したシグナル伝達と
標的である転写因子に関して精力的に研究が
行われてきた。一方で、アセチル化やリン酸化、
メチル化などタンパク質の翻訳後修飾が生体
イベントのバランス決定に深く関わっている
ことが判明しつつある。しかし、翻訳後修飾に
よる血管形成の制御については未だ不明であ
り、その分子基盤については特定されていない
（右図）。 
 
 
 翻訳後修飾のひとつであるタンパク質のアルギニンメチル化は、メチル化酵素ファミリー
（PRMTs）が S-adenosyl-L-methionine (SAM)をメチル基供与体として、アルギニン側鎖にメチ
ル基を転移する反応であり、ほ乳類の PRMTs（11 種類）のうち、PRMT1 は細胞内の 85%のアルギ
ニンメチル化反応を担う主要な PRMT である。近年、PRMT1 が転写制御やシグナル伝達など多岐
にわたる機能を制御していることが、主に“in vitro”で示されつつある（下図）。しかし、PRMT1
の遺伝子欠損マウスは胎生 6.5 日で致死とな
ることが報告され（Mol. Cell. Biol., 2000）、
この 15年間、“in vivo”での PRMT1 の役割は
不明であった。ごく最近、我々は、PRMT1 を神
経系で欠失する組織特異的 PRMT1 欠損マウス
を世界に先駆けて開発し、PRMT1 が中枢神経系
の構造と機能に極めて重要であることを明ら
かとした（J. Biol. Chem., 2016）。PRMT1 は、
血管組織を含む全身の臓器にも発現しており
多彩な生体内作用を有することが予想されて
いるが、その機能解明は始まったばかりであ
る。 
 
 

我々は、アルギニンのメチル化が血管を含む他の組織でも重要な役割を担う可能性を考え、マ
ウス胎仔からの血管内皮細胞の単離・回収法を確立し、PRMT1 の発現を血管形成が活発な胎生中
期から出生後まで確認したところ、PRMT1 のタンパク質発現は胎生期に強く、出生後に減弱する
ことを見出した（下図）。このことは胎生期での内皮PRMT1の重要性を示しているが、全身のPRMT1
欠損マウスは胎生早期の 6.5 日で致死となるため（Mol. Cell. Biol., 2000）、胎生中期での内
皮 PRMT1 の解析は不可能であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、内皮細胞特異的な PRMT1 欠損マウスの開発と、血管の高次構造の可視化を可能と
する組織透明化 in vivo 3D イメージング技術とを組み合わせて、血管形成におけるアルギニン
のメチル化が担う役割とその分子基盤の解明を目指した。 
 
 
 



 
３．研究の方法 
 本研究では、以下の３点に焦点を絞り『アルギニンメチル化が担う胎児期の血管形成メカニズ
ムの解明』を目指した。 
 
(1）内皮細胞特異的 PRMT1 欠損マウスの作製 
(2）内皮 PRMT1 欠損胎仔の血管構造の評価 
(3）PRMT1 欠損による内皮細胞の機能の検討 
 
 
４．研究成果 
 
（1） 内皮細胞特異的 PRMT1 欠損マウスの作製： 

 
PRMT1 遺伝子座において、PRMT1 の酵素活

性に重要なエクソン 5、および、6の領域の
両側に、loxP 配列を挿入したマウスと、血
管内皮細胞のマーカーあるTie2遺伝子のプ
ロモーター制御下で、血管内皮細胞特異的
に Cre 組換え酵素を発現するマウス（Tie2-
Cre）を導入した。それら２系統間での交配
により、内皮細胞特異的 PRMT1 欠損マウス
（P1-ECKO マウス）を樹立した（右図）。 
 
 
 
 
 
 
 得られた P1-ECKO マウス系統を用いて、系統内での交配を行い、内皮細胞特異的 PRMT1 欠損マ
ウス（両アレルで flox 配列を有し、加えて Tie2-Cre 遺伝子を有するマウス：P1-ECKO マウス）
の作出を試みた。出産当日の新生仔について、遺伝子型検定を行ったところ、内皮 PRMT1 を欠損
した P1-ECKOP 産仔は得られなかった。そこ
で、P1-ECKO マウスが胎生致死である可能性
を考え、次に、胎生中期（胎生 13-15 日）で
の胎仔の生存率と遺伝子型を検討すること
とした。その結果、内皮 PRMT1 を欠損しない
コントロールマウス胎仔は、全ての個体が胎
生 15 日の時点で生存していた（下図、
Control）。一方で、内皮PRMT1を欠損したP1-
ECKO 胎仔は、胎生 14日目で死亡する胎仔を
認め、胎生の 15 日では殆どの P1-ECKO 胎仔
が死亡することが判明した（右図、KO）。 
 
 
 
（2）内皮 PRMT1 欠損胎仔の血管構造の評価（イメージング系の確立と観察）： 
 
P1-ECKO マウス胎仔の死亡原因について検討するため、P1-ECKO が死亡し始める胎生 14 日に

おける血管の構造を実体顕微鏡で評価した。P1-ECKO 胎仔では、ほとんどの個体で血管からの出
血や組織の浮腫を呈することが判明した、加えて、胎仔の頭部表皮の血管の走行を観察したとこ
ろ、Control 胎仔では、太い血管の分岐と延伸を
認め、それら太い血管の間では、細い血管網が発
達していることが確認できた（右図、Control：矢
頭）。それに対して、P1-ECKO 胎仔では、太い血管
が観察されたものの、頭部全体へは延びておら
ず、また、細い血管については、血管網が不鮮明
で希薄で、Control と比較して不鮮明であった。
これら所見から、P1-ECKO 胎仔の血管網は充分に
発達していないことが判明した（右図、KO：矢頭）。 
 
 



そこで次に、P1-ECKO 胎仔の血管構造について、より詳
細に観察するため、多光子顕微鏡を用いた血管構造の in 
vivo 3D イメージングの解析系を構築することとした。血
管内皮細胞を可視化するために、Cre 酵素の活性がある細
胞（組換えが起こった細胞）のみが赤色蛍光を発するレポ
ーターマウス R26GRR 系統（Exp. Anim., 2013、筑波大
学生命科学動物資源センターより供与）と、樹立した P1-
ECKO マウス系統を交配を行うことで、ノックアウトされ
た細胞（内皮細胞）のみが赤色蛍光を発する P1-
ECKO/R26GRR マウスを作出した（右図）。 
 
 
 
 
 
 
 

また、多光子顕微鏡を用いて組織の深部までの血管の
詳細な構造を観察するため、作出された P1-ECKO/R26GRR
胎仔に対して透明化処理を行った。透明化試薬 “Scale” 
を用いた条件検討を進め、胎仔に対する透明化の最適化
を行った。その結果、表皮や内部の臓器を含む、胎仔全身
の透明化を可能とする条件を確立した（右図）。 
 
 
 
 
 
 P1-ECKO/R266GRR マウスを用い、胎仔死亡を
認める胚発生中期の胎生 14 日目を中心に透明
化処理を行い、二光子顕微鏡を用いて血管構造
を観察した。明視野での解析から血管構造に異
常を認めた頭部の血管網について、内皮細胞の
赤色蛍光を指標に詳細に解析したところ、P1-
ECKO 胎仔では、血管網が脆弱であり、拡張や分
節化された管腔構造が認められることを明らか
にした（右図：KO、浅側頭動脈周辺）。さらに、
画像解析ソフトによる血管構造の定量解析によ
り、P1-ECKO 胎仔では、血管面積や血管の長さ、
また、血管の分岐数がコントロール胎仔と比較
して有意に減少していることが判明した。 
 
 
 
（3）PRMT1 欠損による内皮細胞の機能の検討： 
 
ヒト臍帯血管内皮細胞（HUVEC）を用いて、
PRMT1 をノックダウンした際の内皮細胞の変
化を観察した。PRMT1 のノックダウンにより、
HUVEC の管腔構造の形成が亢進することが示
され、内皮細胞の PRMT1 が細胞の集合や分岐
に関与する可能性が示された（右図）。 
 
 
 
 
 
 本研究では、アルギニンメチル化の中心的な酵素である PRMT1 に焦点を当て、PRMT1 がマウス
の血管内皮細胞で実際に発現することを初めて示すとともに、内皮細胞特異的な PRMT1 の欠損
戦略で、全身欠損でみられた着床後の胎生致死を回避し、内皮 PRMT1 が胎生中期の正常な血管網
の構築や胎仔の生存に必須であることを解明している。これらの知見は、循環制御の要である血
管組織での PRMT1 を介するアルギニンメチル化の重要性を世界で初めて示した成果である。 
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