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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経と血管の並走過程で血管内皮細胞に誘導される転写因子JunBが神経
との並走過程でどのような役割を担っているのかを明らかにするため、JunBの活性化を指標にして神経-血管の
直接接触による細胞間シグナル伝達に関わる分子を同定することで神経ー血管並走メカニズムの解明を目指し
た。JunBのプロモーターレポーターをもつヒト血管内皮細胞を作成し、CRISPR-Cas9を応用した遺伝子活性化ラ
イブラリーを利用して神経ー血管接触シグナルによってJunBレポーターの活性を上昇させる分子をゲノムワイド
で探索した。その結果、いくつかの転写因子や細胞内シグナル伝達分子が同定された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, to clarify the role of JunB in the process of 
nerve-blood vessel parallelism, we aimed to identify molecules involved in intercellular signaling 
by direct nuro-vascular cell attachment and interaction using JunB activation as an indicator to 
elucidate the mechanism of nerve-vessel parallelism. We generated human vascular endothelial cells 
with a JunB promoter-reporter and used a gene activation library based on CRISPR-dCas9 for 
genome-wide screening the molecules that increase the activity of the JunB reporter in response to 
nerve-vessel contact signals. The results shows that several transcription factors and intracellular
 signaling molecules were identified in the JunB-induced angiogenesis pathways.

研究分野：血管新生
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究により神経ー血管並走過程でJunBが誘導されることが神経と血管の並走に必須であることが明ら
かとなっていたが、JunBがどのような役割を担っているのかは不明であった。神経との接触によって血管内皮細
胞にJunBが誘導されるとでTip細胞に転換され血管のリモデリングが誘導される。この過程に関わるシグナル伝
達分子の解明は神経との並走を介した血管ワイヤリング機構の理解に繋がり、組織再生での人工血管網の構築方
法の開発につながるものと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

生体内で神経と血管が並走することは古くから知られる現象であり、神経が血管網ワイヤリン
グのガイダンスとしての役割を果たすことが示唆されているが、その詳細なメカニズムはこれ
までほとんど明らかにされていない。これまでに、神経から分泌される VEGF や CXCL12 等の
液性因子が神経と血管の並走に関わることが報告されたが、その並走過程で、神経との接触シグ
ナルを伝える細胞膜受容体や血管内皮細胞内でのシグナル伝達は分かっていなかった。我々は
これまでに、神経と血管の並走過程を詳細に検討して細分化し、３つのステージに分けられるこ
とを見出した。すなわち、神経からの液性因子のシグナルを受容した血管内皮細胞が神経へと
「遊走」する過程、その後、神経と血管の直接の「接触」が起こり、それに引き続いて、血管の
「リモデリング」が行われて神経と並走した血管網が構築されていくことを明らかにしてきた。
また、神経―血管接触を模倣した神経と血管内皮細胞共培養系で血管内皮細胞内に最初期遺伝
子群の一つである JunB の発現が強く誘導されることを見出した。神経との接触を介した JunB

の活性化のシグナル伝達機構の解明はいかにして血管が整然と成体組織全体に構成されている
のかという血管ワイヤリングの基本原理の理解につながり、固形組織への血管網再構築方法の
開発につながるものと考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

 

これまでに神経と血管の並走過程は神経からの可溶性因子による「誘因」、神経と血管の「接触」、
神経との「並走」の順に進行することを明らかにしており、このうち、神経との接触シグナルが
血管内皮細胞に JunB 発現を誘導し、それが引き金となって血管内皮細胞を tip cell 様に変化さ
せ血管のリモデリングが進んでいく。本研究の目的は神経との接触シグナルの実体が何かを明
らかにし、神経と血管の並走シグナル伝達全容を解明することを目指した。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) JunB 発現による Tip cell 形成能の解析 
ヒト微小血管内皮細胞株である TIME cells にそれぞれ mcherry または JunB-EGFP 蛍光タンパク
質を発現させ、これらの細胞の混合培養でスフェロイド細胞塊を形成させた。その後、マトリゲ
ル上でこれらの細胞塊から出芽し伸長する血管を蛍光顕微鏡下で観察した。それぞれの細胞塊
の境界面に位置する細胞の蛍光色（緑および赤）をそれぞれカウントし、その中で伸長先端に位
置する Tip cell 様の形態を示す細胞の割合を定量化した。 
 
(2) 種々の血管内皮細胞サブタイプにおける JunB 発現の in silico 解析 
公共データベースで得られるマウス由来血管内皮細胞のすべてのサブタイプを網羅的に同定し
た single cell RNA-seq データを利用して JunB 発現がどのような組織の血管、あるいはどのよ
う な 種 類 の 血 管 サ ブ タ イ プ で 発 現 が 増 加 し て い る の か を 調 べ た 。 EC 
Atlas(https://www.vibcancer.be/software-tools/EC-atlas)（Kalucka et al., Cell. 2020 Feb 
20;180(4):764-779）より single cell RNA-seq データを抽出し、in silico 解析によりそれぞ
れの血管内皮サブタイプ細胞ごとの JunB 発現を定量化し比較した。 
 
(3) CRISPR/dCas9 ライブラリーを用いた JunB シグナル伝達解析 
神経―血管並走過程に必須の因子である血管内皮細胞転写因子 JunB のシグナル伝達において上
流に位置する分子、特に神経からのシグナルを受け取る細胞膜受容体、およびその関連シグナル
因子を同定するために、JunB プロモーターレポーターGFP を安定発現したヒト微小管血管内皮
細胞を用い、CRISPR-Cas9を応用した遺伝子活性化 SAM（Synergistic Activation Mediator）ラ
イブラリー（Joung J. et al. Nat Protoc. 2017）を用いて全遺伝子を対象にした１遺伝子活
性化システムを構築して JunB を活性化させる上流因子を探索した。SAM ライブラリーを導入し
た血管内皮細胞をフローサイトメーターで分離し、JunB 活性化の強度の異なる３画分を回収し、
MiSeq を用いた NGS 解析により対象遺伝子のガイド RNA 出現頻度を比較して、JunB パスウェイ
に関わる上流因子を同定した。 
 
(4) JunB 発現誘導後の血管内皮細胞のシグナル伝達および細胞動態 
神経―血管並走に関与する転写因子 JunB が血管内皮細胞内でどのような遺伝子の発現制御を行
っているのかを明らかにするため、JunB 発現による血管内皮細胞の遺伝子発現の変化を RNA-seq



 

 

により解析し、JunB の下流シグナル伝達を網羅的に解析した。レンチウイルスを介して JunB を
微小血管内皮細胞に発現させ、７日後に細胞を可溶化し、QIAGEN RNeasy kit で total RNA を精
製し、vector control のサンプルとともに RNA-seq により網羅的遺伝子発現の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) JunB 発現による Tip cell 選別実験 
Tip cell 選別実験の結果、JunB を発現した血管内皮細胞ほど血管新生先端に位置している割合
が多いことが明らかとなった（図１）。このことは血管内皮細胞に JunB が誘導されると Tip cell
に変換することを示唆している。 
 

 
(2) 種々の endothelial subtype cells
における JunB 発現の in silico 解析 
EC Atlas の single cell RNA-seq データ
を利用した in silico 解析の結果、JunB
は静脈血管内皮細胞よりも動脈の血管内
皮細胞で発現が高いこと、微小血管内皮
細胞に限ると、動脈微小血管も静脈微小
血管も同様に強く JunB を発現している
ことが明らかとなった（図２）。興味深い
ことに、増殖中の血管内皮細胞では JunB
の発現が低いことが明らかとなった。ま
た、リンパ管内皮細胞では JunB 発現は非
常に低いことも明らかとなった（図２）。
このことから、JunB は動脈および Tip 
cell が存在する微小血管内皮細胞で機

能していること、増殖活性の高い stalk cell では JunB の関与が低いことが示唆された。 
 
(3) CRISPR/dCas9ライブラリーを用
いた JunB シグナル伝達解析 
神経―血管相互作用に関与する膜受
容体を明らかにする目的であるが、
まずは JunB 発現の血管内皮細胞内
での上流因子を同定する試みを行っ
た。CRISPR/dCas9-SAM ライブラリー
を用いて JunB-プロモーターGFP 発
現血管内皮細胞の誘導を指標にライ
ブラリーをスクリーニングし、得ら
れたガイド RNA を NGS 解析すること
で JunB 発現を誘導する因子のガイ
ド RNA 出現頻度を計測した。その結
果、JunB 発現とガイド RNA出現頻度
が正の相関を示す分子が 102 種類同
定され、その中には血管内皮細胞で
の転写調節に関わることが報告され
ている転写因子が複数存在してい
た。膜受容体分子はこのシステムで
は確認できなかったが、受容体分子
の同定は今後の課題として残され
た。 
 
(4) JunB発現誘導後の血管内皮細胞
のシグナル伝達および細胞動態 
 
JunB は微小血管内皮細胞の Tip cell 変換に関わる因子であることが明らかとなったが、JunB が
血管内皮細胞のどのような遺伝子の調節を行っているのか、JunB 発現による血管内皮細胞の遺
伝子発現の変化を RNA-seq により解析し、JunB の下流シグナル伝達を網羅的に解析した。その
結果、いくつかの Tip cell 関連因子および Ca2+チャネル分子が JunB により制御されているこ
とが明らかとなった。今後これらの分子の JunB 依存的 tip cell 転換を介した血管のリモデリ
ングへの関与を明らかにしていきたい。 
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