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研究成果の概要（和文）：本研究は、生理的な血管新生を阻害せず、悪性固形腫瘍増大や進展に関与する病的血
管新生を阻害する薬剤の候補分子を同定することを目的として開始した。ヒト血管内皮細胞に血管内皮増殖因子
を刺激した際のマルチオミックス解析から、PTIP、PCGF3という２つのエピゲノム修飾関連分子を標的候補とし
て見出した。Pcgf3に関して、血管内皮細胞特異的ノックアウトマウスを作成したところ、血管新生が阻害され
る結果となった。本研究は、血管新生における世界初のエピゲノム関連因子を同定したばかりでなく、その阻害
はin vivoでも血管新生を阻害する結果となり、将来の創薬候補として期待される成果となった。

研究成果の概要（英文）：This study was initiated with the aim of identifying candidate molecules of 
new drugs that do not inhibit physiological angiogenesis but inhibit pathological angiogenesis 
involved in malignant solid tumor growth and progression. Based on multi-omics analysis of human 
vascular endothelial cells stimulated with vascular endothelial growth factor (VEGF), we identified 
two epigenomic modification-related molecules, PTIP and PCGF3, as candidate targets. Next, we 
generated vascular endothelial cell-specific Pcgf3 knockout mice, which resulted in the inhibition 
of angiogenesis. This study not only identified the first epigenome-associated factor in 
angiogenesis, but its inhibition also resulted in reduction of angiogenesis in vivo, making it a 
promising candidate for future anti-angiogenic drugs.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 血管新生　エピジェネティクス　VEGF
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、遺伝子の一過性の転写に抑制系タンパク質複合体PRC1.3の関与があるという従来にない機構
を示すことができ、この点において学術的意義の高い研究となった。一方で、生理的な血管新生を阻害せずに、
病的血管新生を阻害する候補となるエピゲノム関連因子を同定した。現在、臨床では抗血管新生阻害薬は抗がん
剤のみならず、糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症など、多岐にわたる。悪性腫瘍や生活習慣病悪化によるQOLの
低下が、医療経済の圧迫の要因の一つであることを鑑みると、本研究成果を生かした創薬は、わが国だけではな
く、他の先進国でもインパクトのある結果となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）先進国の死因の上位を占める悪性新生物、脳血管疾患、心血管疾患などはいずれも、血管
がその病態に深く関与しており、血管の生理学、病理学を分子レベルで理解することは、基礎医
学、臨床医学のみならず、医療経済的にも重要である。中でも、「血管新生」は発生初期では非
常に重要であり、また成人以降も創傷治癒の過程で必須である。ところが、この血管新生は常に
適切な量で調節されていなければならず、血管新生が異常に亢進することで、悪性固形腫瘍の増
大、糖尿病性網膜症、などの重篤な病態を引き起こす。そのため、臨床では血管新生阻害薬が抗
がん剤、糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症などの治療に用いられているが、現在使用されている
血管新生阻害薬は生理的な血管新生をも阻害するために、臨床的には問題がある。そこで、本研
究では、生理的な血管新生に影響を与えずに、病的な過剰血管新生のみに影響を与える分子を同
定し、その阻害薬候補を抽出することを目的として開始した。 
 
（2）これまでに、申請者らはマイクロアレ
イと次世代シークエンサーを用いた網羅的
解析から、血管発生、恒常性維持、病的内皮
細胞への移行、という 3つの観点で研究を行
ってきた（Kanki Y et al 2011 EMBO J, 2011 
MCB, 2017 Nucleic Acids Res, など）。特に
血管新生という視点においては、血管内皮増
殖因子(Vascular endothelial cell growth 
factor; 以下 VEGF)が重要であり、その下流
シグナル解析を長年にわたり行っている。ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞（Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells; 以下 HUVECs）に VEGF
を作用させる実験系は、in vitro の血管新
生を研究する際に広く用いられている実験
系であり、まず、VEGF を作用させた際の経時
的なマイクロアレイ解析を行った。この結
果、腫瘍血管新生に重要だと我々の研究室で
提唱した EGR3 (Suehiro JI et al 2010 
Blood)、EGR2、NR4A3 や NR4A2 など早期誘導転写因子群が刺激後１時間で上昇し、その後、発現
は落ちていくことが分かった（図 1）。これら遺伝子はノックダウンにより血管新生を顕著に抑
制することから、高濃度 VEGF 刺激下の重要転写因子と考えられる。そして、これら転写因子は
発生期における生理的な血管新生においては主要な役割を担っていない。つまり、これら転写因
子の発現誘導のみを特異的に抑制するエピゲノム機構を解明することで、生理的血管新生には
影響を与えずに、病的血管新生を抑制できると考えられる。 
 
（3）申請者らは、これまでに若手研究 A、国際共同科研を受給し、上記実験系においてヒスト
ン修飾の変化を確認するためのChIP-seq を行った。この際、H3K4me3（活性化ヒストンマーク）, 
H3K27me3（抑制系ヒストンマーク）修飾に着目し、上記のような血管新生マスター転写因子は

VEGF 刺激後に bivalent 修飾
（H3K4me3 と H3K27me3 修飾が混
在した状態）状態へと移行するこ
とを見出した（図 2）。また、刺激
前は H3K4me3 修飾は全く入って
いないが、刺激後わずか 15 分程
度で H3K4me3 修飾が施されるこ
とが分かった。ヒトでは H3K4 を
トリメチル化する酵素複合体は
SET1A/B 複合体、MLL1/2 複合体、
MLL3/4 複合体が知られているが、
これらの網羅的 siRNA 解析から、
血管新生に重要な因子は MLL3/4
複合体のアダプタープロテイン
である PTIP であることを同定し
ている（現在、論文作成中）。 
 

２．研究の目的 
 本研究は、終末分化した血管内皮細胞に VEGF を作用させた際に誘導される特殊な bivalent 修
飾に着目し、新規の血管新生阻害薬の標的分子を見いだすことが目的である。上記で記載したよ
うに、病的な血管新生を制御するエピゲノム因子の一つとして、申請者らはすでに PTIP を同定
しており、その効果に関しては国際特許を取得している。本研究では、もう一つの修飾である抑
制系ヒストン修飾、具体的には H3K27me3, H2AK119Ubに着目し、それらの血管新生に対する意義
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を解明する。近年、H2AK119Ub 修飾に関与する Polycomb Complex1 (PRC1)には抑制系だけではな
く、活性型の複合体の存在も示唆されており、その血管新生に対する作用は未知である。本研究
では、主に次世代シークエンサーを用いた手法で H2AK119Ub の意義を解明し、その修飾を担う分
子に対して血管内皮細胞特異的なコンディショナルノックアウトマウスを作成し、血管新生に
対する効果の評価を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）HUVECs に VEGF 刺激を行い、刺激後 0分、15
分、60 分での H2AK119Ub 修飾に対する抗体を用
いた ChIP-seq を行った。また、これらと、他の
ヒ ス ト ン 修 飾 で あ る H3K4me3, H3K27me3, 
H3K27ac, H3K9me3 の ChIP-seq 及び RNA-seq のデ
ータを統合し、血管新生に重要な転写因子上での
H2AK119Ub の関与を調べた。 
 
（2）H2AK119Ub 修飾に関与する PRC1複合体には、
PRC1.1-PRC1.6 まで 6 種類存在する。この中で、
特に血管新生に関与しているものを抽出するた
めに siRNA を用いたスクリーニングを行った。 
 
（3）同定した因子に対する血管内皮細胞特異的コンディショナルノックアウトマウスを作成し、
胎生期の血管新生、及び生後の血管新生に対する評価をそれぞれ行った。 
 
４．研究成果 
（1）現在までの申請者らの研究で、血管新生に重要な転写因子のアクセルとブレーキの制御に
は、PRC1 の関与が示唆されている。PRC1 はヒストン修飾の中でも H2AK119Ub と関連があるため、
まずは VEGF 刺激後 0分、15分、60分の 3つのタイムポイントで H2AK119Ub 抗体を用いた ChIP-
seq を行なった。その結果、EGR3、EGR2 などの重要な遺伝子は、転写が行われているタイミング
(刺激後 15分)でのみ、H2AK119Ub 修飾のレベルが落ちることが分かった（図 3）。これら遺伝子
は、刺激がない状態では発現が抑制されているが、その主な機構は H3K27me3ではなく、H2AK119Ub
によるものであることがこの結果から示唆された。 

 
（2）これまでに H2AK119Ub 修飾に関しては、
PRC1 が重要であることが分かっている。また、
PRC1には PRC1.1-PRC1.6まで 6種類の複合体が
報告されており、これらは RING1A, RING1B とい
う 2 つのタンパク質は共通である。そこで、ま
ずは PRC1 が EGR2 や EGR3 のような血管新生転
写因子の転写誘導に必要かどうか、siRNA を用
いて検証を行なった。その結果、RING1A, RING1B
をノックダウンした HUVECs では、VEGF 刺激下
でこれら転写因子の誘導は抑制された（図 4）。
つまり、RING1A, RING1B は血管新生転写因子の
誘導に必要であることが示された。 

 次に、6 種類の PRC1 複合体のうち、どれが転写誘導に必要なのかを同定するために、それぞ
れの複合体のコアタンパク質である PCGF1-6 に対して網羅的な siRNA スクリーニングを行った。
その結果、図 5 に示すように、PCGF3 だけが EGR3 の転写誘導を抑制する結果となった。この結
果より、PRC1の中の PRC1.3 が血管新
生時にはアクティブな複合体として
機能する可能性が示唆された。 
 
（3）最後に、PCGF3 の血管新生に対す
る効果を in vivo で確認するために、
血管内皮細胞特異的 Pcgf3 ノックア
ウトマウスを作成し、その評価を行な
った。血管内皮細胞特異的なノックア
ウトマウスの作成には、一般的に用い
られている VE-Cad-Cre マウスを用い
た。 
 評価は 2段階で行なった。まず、胎
生期の血管新生（つまり、生理的な血
管新生）を評価したところ、血管特異
的に Pcgf3 をノックアウトしたマウ
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スで、野生型と差がなかった。 
 次に、生後の病的な血管新生に対
する影響を評価した。高濃度 VEGF 下
での血管新生を、マウス網膜の血管
新生を用いて評価したところ、野生
型に比べて Pcgf3 ノックアウトマウ
スでは血管新生が顕著に抑制される
結果となった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上、3つの実験結果より 
1: 血管新生に重要な転写因子では、その遺伝子上は特殊なヒストン修飾状態を維持しており、
刺激に応じて bivalent 修飾へと移行する 
2: 活性型ヒストンである H3K4me3、抑制型ヒストンである H3K27me3、どちらも転写の活性化に
重要である 
3: 転写が行われている時には PCGF3 を含む PRC1.3 複合体が重要である 
4: Pcgf3 の血管特異的ノックアウトマウスでは病的な血管新生が阻害される 
という結果が導けた。この結果は、将来の抗血管新生阻害薬を開発する上で極めて重要な知見で
ある。 
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