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研究成果の概要（和文）：慢性循環疾患や癌病態に深く関与する血管病変の増生（血管新生）時において，中心
的役割を担う血管内皮細胞の発芽･伸長に至る転写調節機構の原理解明が求められる．本研究では，正常および
病態異常を引き起こすマウスを用いた血管内皮1細胞レベルでの細胞多様性・遺伝子発現パターン解析を行い，
VEGF-Calcineurin-NFATシグナルの血管発芽や分岐への意義を見出した．

研究成果の概要（英文）：Sprouting and branching angiogenesis in blood vessels are tightly regulated 
and the hyperactivation and dysfunction are related to the onset of many diseases. In this project, 
we demonstrated single-cell transcriptomic analysis using endothelium derived from wildtype and 
pathological mouse models, and revealed the role of VEGF-Calcineurin-NFAT signal in the process of 
sprouting and branching angiogenesis.

研究分野： 薬理学、分子生物学、血管生物学

キーワード： 血管内皮　VEGF-NFAT/DSCR-1 シグナル　エピジェネティック　内皮多様性　シングルセル解析　内皮特
異的遺伝子改変マウス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
個々の血管の状態変化やプロセスにおける，血管内皮の遺伝子発現変化やエピゲノム調節因子の詳細な関与など
は不明であり，血管の発芽から新生血管の安定化までの全過程における個々の内皮細胞の転写制御のダイナミズ
ムや運命決定におけるその意義を統合的に解析した本研究は，病的血管新生や血管疾患治療のアプローチの観点
からも重要である．
また本研究成果は，血管新生時の遺伝子発現変化を体系的に理解するのみならず，遺伝子発現プロファイルの一
部を既にデータベース上で公開しており，血管生物学研究自体を推進していく意味でも非常に意義深いと考えて
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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
血管新生は既存血管から新規に血管を形成することである．通常の組織傷害や修復過程では厳
密にそのプロセスが制御される一方で，慢性疾患や病的炎症，癌の増殖などにおいては，無秩序
な血管新生が引き起こされることで異常組織の形成や癌の増悪化に寄与していることが広く知
られている． 
血管新生の中核を為すのは血管内皮細胞であり，ニッチを形成する周囲の細胞から産生され

る VEGF やその他成長因子の刺激を受けて，血管内皮で主に Calcineurin-NFAT シグナルが活性
化することで，既存血管から糸状仮足を発現する先端 (Tip) 細胞が発芽することが見出されて
いる．また発芽血管の後方では Tip と特性の異なる Stalk 細胞が増殖し血管が伸長する．これ
らの血管発芽は Phalanx 細胞の出現によって適切なタイミングで終息する (高倉 伸幸. 日本血
栓止血学会誌. 2014)．これら一連のプロセスは，Tip-Stalk 間の Notch シグナルを介した VEGF 
応答感受性の違いに基づいて厳密に制御さ
れており，それぞれの細胞の分化調節が血管
新生には必須である．Tip/Stalk 細胞を特徴付
けるマーカー遺伝子の発現が示されている
一方で，個々の血管の状態変化やプロセスに
おける血管内皮の遺伝子発現変化やエピゲ
ノム調節因子の詳細な関与などは不明であ
り，病的血管新生や血管疾患治療のアプロー
チの観点からも，”血管の発芽から新生血管の
安定化までの全過程における，個々の内皮細
胞の転写制御のダイナミズムや運命決定に
おけるその意義 “ を統合的に明らかにする
必要がある（図 1）． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，「血管内皮の 1 細胞レベルでのエピジェネティックな転写制御 (エピゲノムおよび
トランスクリプトーム) の経時的な変化，および異なる細胞ごとの転写制御の空間的違いを明ら
かにすると同時に，この遺伝子発現に関与する各種相互作用因子の血管内皮機能への影響を明
らかにすること」を目的とする．これまでの多くの先行研究は解析技術の限界で，血管を構成す
る各細胞の一過的かつ一部の遺伝子発現変化に着目した研究に限られていた．昨今の 1 細胞解
析の発展により，各細胞の詳細なエピゲノムおよびトランスクリプトーム解析が可能になって
きており，申請者や共同研究者の解析技術や知識，各種ツールを統合することで，これまで不可
能であった血管内皮細胞ごとの特性評価が可能となる． 
 
 
３．研究の方法 
本研究では，下記 3 つの方法および期待される成果を軸に研究を行った． 
 
①  Single cell RNA-seq および Single cell ChIP-seq などの解析技術を用いて，新生血管の各活

性化内皮細胞の遺伝子発現パターンを経時的に明らかにする． 
 

② ① における遺伝子発現調節の根幹を為す，NFAT シグナルの調節・相互作用因子の遺伝子
改変マウスや細胞を用いて，① 同様に各細胞の遺伝子発現パターンを解析・比較する． 
 

③ ② の各遺伝子改変マウスの生理学的な解析，および各病態誘導時の病態生理学的な解析を
通して，血管内皮細胞の 1 細胞レベルでの NFAT シグナルの活性化調節の変化が如何に各
細胞での遺伝子発現変化やその先の表現型の変化に影響するかを明らかにする． 

 
 
４．研究成果 
①における Single cell RNA-seq 解析は野生型マウス組織血管およびヒト初代培養血管内皮細胞
（HUVEC）それぞれで実施した．マウス組織血管では 3 週齢の網膜組織を用いて，細胞の viability
を十分に保つ Collagenase による適切な分解条件の検討を行った．その結果，MACS ビーズによ
る内皮細胞単離後に，90％以上が評価可能な内皮細胞集団であることを確認した．これら単離細
胞，および HUVEC の RNA-seq や ChIP-seq も含めた詳細な解析の結果から，NFAT の結合モチ
ーフをプロモーター上に持つ VEGF-NFAT シグナルの下流遺伝子などは，発芽血管内皮や 3 次元
培養血管内皮細胞において特に活性化されており，その活性化に伴い Tip 細胞マーカーの遺伝子



発現増加と Stalk 細胞マーカーの遺
伝子発現抑制が引き起こされるこ
とを証明した．また VEGF 刺激後
早期の NFAT シグナルによる反応
に加えて，VEGF シグナル後期にお
いては FOXO1 が活性化すること
で，エピジェネティック制御を介し
た Tip 細胞特異的な遺伝子発現調
節を担うことを明らかにした（図 2; 
Miyamura and Kamei et al., iScience, 
2024）． 
 
②・③においては，VEGF-NFAT シ

グナルの強力な抑制因子 DSCR-1
を，VE-Cadherin プロモーターの下
流で内皮特異的に過剰発現し，Tet-
OFF シ ス テ ム で そ の 発 現 の
ON/OFF が調節可能なマウスを樹
立し解析を行った（図 3）．本マウス
は DSCR-1 遺伝子の誘導量に応じ
て表現型が異なり，ホモでテトラサ
イクリン制御性トランス活性化因
子（tTA）配列を持つマウスは胎生致死であった．一方で，ヘテロで保有するマウスは出生が可
能であるが，DSCR-1 発現依存的な NFAT シグナル抑制に伴う脳や網膜組織の血管形成不全や分
岐異常を引き起こすことを組織学的解析および遺伝子発現解析などから明らかにした． 

 
②に関する細胞ごとの遺伝子発現プロファイルについては，DSCR-1 内皮特異的過剰発現マウ

スの網膜血管内皮 Single cell RNA-seq を行い，①の野生型マウスとの比較を行った．その結果，
DSCR-1 過剰発現によって Esm1 や Apln，Angpt2 などの Tip 細胞マーカー遺伝子発現が陽性の細
胞集団数が減少しており，一方で静脈由来の内皮細胞に分類される細胞集団の代償的な増加が
確認された．本結果は発芽血管の先端に位置する Tip 細胞の分化不全を示唆しており，組織学的
解析結果における血管形成不全や分岐異常を裏付けるものである． 

 
以上の結果から，VEGF の下流で活性化される NFAT を中心とした内皮シグナルは，血管発芽

の中でも特に Tip 細胞分化に必須の遺伝子発現をエピジェネティックに制御しており，DSCR-1
活性化による VEGF-NFAT シグナルの恒常的抑制が Tip 細胞分化不全から血管発芽や分岐の異常
を引き起こすことを確認した．また本知見は DSCR-1 遺伝子を含む 21 番染色体のトリソミー（ダ
ウン症候群）など，DSCR-1 遺伝子量が変化する状態と VEGF-NFAT シグナル抑制による血管形
成変化を伴う病態との関連を示唆するものである． 

 
これら成果は，各種学会発表や一部成果は論文発表も行い，多くの専門家の方々からフィード

バックをいただいた．その他成果においても，順次論文発表の準備を進める． 
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