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研究成果の概要（和文）：微小血管新生・成熟化の過程において周細胞と内皮細胞の相互作用が重要である。本
研究ではその相互作用に関わる候補因子としてNinj1（Nerve injury-induced protein 1；Ninj1）を見出し、そ
の機能を評価した。マウス下肢虚血モデルを用いた検討では、Ninj1特異的siRNAの投与で虚血部のNinj1発現を
抑制することにより、虚血部位の血流回復が低下した。これらの結果から、毛細血管細胞に発現するNinj1は血
管新生・成熟化に関わり、虚血改善に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the process of angiogenesis and vascular maturation, the interaction 
between pericytes (PC) and endothelial cells (EC) is important step. Here, we have focused on Ninj1 
(Nerve injury-induced protein 1；Ninj1) as a novel factor to regulate PC-EC interaction and 
investigated the role of Ninj1 in angiogenesis. Then we prepared murine model of hind limb ischemia.
 By reduction of Ninj1 expression in ischemic tissue using Ninj1-siRNA, blood flow recovery was 
significantly reduced. Accordingly, we have proposed that Ninj1 mediates angiogenesis and vessel 
maturation, and contributes to improve blood flow in ischemic tissues.

研究分野： 血管生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
微小血管は内皮細胞チューブの外側を基底
膜を介して周細胞が覆う構造をとる。周細胞
は微小血管の安定化や透過性の調節などに
寄与し、血管成熟化の重要なプレイヤーであ
る。 
 微小血管の脆弱化や異常は、虚血性疾患を
はじめとして、心不全や悪性腫瘍など多くの
慢性難治性疾患の病態形成に関与すること
が明らかとなっている。従って、微小血管の
安定化は治療の有効な戦略となりうる。しか
し、周細胞と内皮細胞の相互作用は未だ不明
な点が多い。 
 その研究を阻む要因のひとつとして、微小
血管由来細胞の分離・調整が技術的に難しい
ことが挙げられる。そこで我々は SV40T 抗原
トランスジェニックマウスを利用して、末梢
血管外膜の微小血管から毛細血管由来周細
胞および内皮細胞株を樹立した引用文献①。 
 この樹立した細胞株を利用し、周細胞と内
皮細胞の相互作用に関わる新規因子を見出
すため、新生血管内皮と接触する周細胞にお
いて遺伝子発現量が変化する因子を網羅的
に検索した。その中から、細胞接着分子
Ninjurin1（Nerve injury-induced protein 
1；Ninj1）に着目し、検討を行った。 
 Ninj1 は細胞表面に存在する接着分子であ
り、末梢神経の傷害時に神経細胞において上
昇する因子として同定された引用文献②。最近で
は炎症細胞や上皮細胞への発現が報告され
ている引用文献③。しかし、Ninj1 の血管新生・
血管成熟化における役割や虚血病態下での
挙動・意義は全く不明である。 
 
 
２． 研究の目的 

 
前述の背景を受けて我々は、毛細血管細胞で
の Ninj1 の血管新生・成熟化における役割を
明らかにすることを目的とし、以下の具体的
な目標を立てた。 
 
目標(1) 血管新生における Ninj1 の作用解

析 
目標(2) Ninj1 の血管新生作用の機序解析 
目標(3) 下肢虚血組織内における Ninj1 の

役割解析 
 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 血管新生における Ninj1 の作用解析 

申請者らが樹立した、微小血管由来周細胞お
よび内皮細胞株引用文献①を用いた。以下の条件
下で培養し、Ninj1遺伝子発現量をreal-time 
PCR で測定した。 

① 低酸素培養下（O2 6-12%）で 1・3・5 日
目の細胞を回収し、RNA を抽出して評価

した。 

② TNF-alpha 添加条件下（10, 50, 100μM）
で培養開始後 3日目の細胞を回収し、RNA
を抽出して評価した。 

 
(2) Ninj1 の血管新生作用の機序解析 

前項に記載した細胞を用いて、Ninj1 発現プ
ラスミド、Ninj1 特異的 siRNA を lipofection
で導入し、Ninj1 の過剰発現・ノックダウン
を行った。トランスフェクション後 48－72
時間の細胞を用い、以下のアッセイを施行し
た。 

① in vitro EC tube assay 
  微小血管由来内皮細胞をMatrigelに埋包

し、VEGF（10 ng/mL）の存在下で 7 日間
培養した。毛細血管様構造の長さ・分岐
を解析し、内皮細胞のチューブ形成能を
検討した。 

② aorta ring assay 
C57BL/6 マウス（10-16 週齢、雄）から摘
出したマウス胸部大動脈を輪状に切断し、
Matrigelに包埋した後にVEGF（10 ng/mL）
の存在下で 3 次元培養を行った。これに
DsRed で標識した微小血管由来周細胞を
加え、共培養を行った。Lectin-FITC に
より血管内皮を蛍光染色し、新生血管の
長さ・数を測定し、周細胞の血管新生促
進作用を検討した。 

 
 
(3) 下肢虚血組織内における Ninj1 の役割
解析 

C57BL/6 マウス（12 週齢、雄）に対し、大腿
動静脈結紮による下肢虚血モデルを作成し
た。以下の項目につき検討した。 

① 虚血肢におけるNinj1発現を免疫染色法
で検討した。また、虚血肢骨格筋におけ
る Ninj1 遺伝子発現量を経時的に
real-time PCR で検討した。 

② 虚血肢に Ninj1 特異的 siRNA を含有した
徐放性ゲルを投与し、病態改善への効果
を検討した。虚血肢の新生血管・組織再
生を免疫染色法により評価した。また、
ドップラー計測法により、虚血肢の血流
の改善度を測定した。 

 
 
４． 研究成果 
 
(1) 血管新生における Ninj1 の作用解析 

Ninj1 は周細胞・内皮細胞ともに発現を認め
るが、特に周細胞において発現量が多い。 
 低酸素培養条件では周細胞において Ninj1
発現亢進を認めた(図 1)。 
 また、TNF-alpha 添加によっても Ninj1 の
遺伝子発現量の増強を認めた。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 毛細血管周細胞において、低酸素培養
下では Ninj1 の遺伝子発現量が増加する 
（引用文献④より引用） 
 
 
(2) Ninj1 の血管新生作用の機序解析 

① in vitro EC tube assay 
  毛細血管由来内皮細胞は通常三次元ゲル

培養で内皮チューブを形成する。Ninj1 を
ノックダウンした内皮細胞では、コント
ロールと比べその形成能に有意な差を認
めなかった。 

    一方、Ninj1 を過剰発現させた内皮細胞
では、内皮チューブの長さの減少を認め
た（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Ninj1 を過剰発現させた毛細血管内皮

細胞では 3 次元培養下での内皮チューブ
の長さが減少する （引用文献④より引
用） 

 
 
③  aorta ring assay 

毛細血管由来周細胞は、マウス胸部大動
脈との共培養により、大動脈からの血管
新生を促進する。Ninj1 をノックダウン
した周細胞ではコントロールと比べ血管
新生促進作用は有意に亢進していた（図
3）。また、Ninj1 を過剰発現させた周細

胞では、コントロールと比べ有意な差を
認めなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 Ninj1 をノックダウンした周細胞は
aorta ring からの血管新生を促進させる 
（引用文献④より引用） 
 
 
(3) 下肢虚血組織内におけるNinj1の役割解
析 

① 虚血肢における Ninj1 発現 
   免疫染色による検討では、Ninj1 は微小血

管細胞に発現していた。また、大腿動静
脈結紮後 7 日目をピークに Ninj1 遺伝子
発現量は増加した。 

 
② 虚血肢における Ninj1 発現抑制の効果 
   Ninj1特異的siRNA含有徐放性ゲルの投与

により、循環のある機能的新生血管の形
成、血流の回復が低下した。 

 
以上の結果から、Ninj1 は内皮細胞の増殖を
抑制する一方で、周細胞－内皮細胞で構成す
る機能的血管形成を促進し、組織虚血病態改
善に寄与することが示唆された。 
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