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研究成果の概要（和文）：胎生期の血管新生による血管網の構築には、様々なシグナル経路が適切に機能するこ
とが必須である。今回は、その様なシグナル経路の中のALK1シグナルに着目し、経路を構成する新たな因子SGK1
を発見した。そして、SGK1がALK1シグナルの下流因子としてどのように発現制御されるのか検討し、転写活性を
制御する重要な領域を同定した。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis in the embryonic stage is strictly regulated by many kinds of 
signaling pathways. The ALK1 signaling pathway is one of the essential pathways in angiogenesis, and
 BMP9 is known as a ligand for the ALK1 receptor. In this study, we found Serum and 
glucocorticoid-regulated kinase 1 (SGK1) to be a novel downstream target of the ALK1 signaling 
pathway, which is essential for angiogenesis. and identified a BMP9 responsive enhancer region for 
SGK1 expression. 

研究分野：生化学

キーワード： 血管新生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALK1遺伝子の変異は、難病に指定される遺伝性血管疾患のオスラー病の原因の一つとなる。ALK1シグナルは血管
新生過程に必須であり、そのシグナル分子機構を解明することは遺伝性疾患のみならず癌や虚血性疾患の治療戦
略の発見にもつながる可能性がある。今回、ALK1シグナルの構成因子を同定し、このことがALK1シグナルの分子
機構解明の端緒になることが期待される。

※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 
血管は、発生初期の脈管形成とそれにつづく血管新生により血管網が構築される。

Transforming Growth Factor ß (TGFß)シグナルは、血管新生の初期過程に必須である。難病に
指定される遺伝性血管疾患のオスラー病では、Endoglin および Activin receptor Like Kinase 
1 (ALK1)遺伝子に変異が見られる。従って、血管新生に必須な ALK1 シグナルの分子機構を理解
することは、この難病のみならず血管新生制御を介した疾病治療にもつながり重要である。 
ALK1 受容体は、内皮細胞特異的に発現し、BMP9 が結合すると下流の転写因子 SMAD1/5/9 を直
接リン酸化する。リン酸化 SMAD は SMAD4 と複合体を形成し、核内で BMP 応答配列へ結合するこ
とで遺伝子発現調節に関わる。ALK1 ノックアウトマウスは血管新生の異常で胎生 11.5 日までに
死亡する（Urness, Nat Genet 2000, Oh, PNAS 2000）。しかし、ALK1 受容体の欠損がどのよう
にして血管形成不全に至るのか、生化学的な解析例は少なく、ALK1 シグナル経路の分子機構は
不明のままである。そのような中で申請者らは、ALK1/SMAD1/5/9 経路を介して直接発現制御さ
れる遺伝子の候補としてマイクロアレイ解析により SGK1 を見出した。 
SGK1(Serum and Glucocorticoid-inducible protein Kinase 1)は、AKT 等と類似した AGC フ
ァミリーに属する Ser/Thr タンパク質リン酸化酵素で、様々な刺激で転写活性化を受けること
が特徴であり、SGK1 遺伝子の上流配列から多数の転写因子結合が予測されている（Firestone, 
Cell Physiol Biochem 2003）。 
SGK1 は成体ではほぼ全ての組織に発現する（Waldegger, PNAS 1997）が、SGK1 ノックアウト
マウスの胎仔が死亡する胎生 11.5 日付近では血管、心内膜に特異的に発現する（Lee, Mec Dev 
2001）。 
 SGK1 ノックアウトマウスは、血管形成異常で胎生致死（Catela, Dev Dyn 2010）であり、SGK1
が必須であることは明らかであるがリン酸化標的タンパク質を含め、どの様な機構で血管新生
に寄与するか不明である。例えば SGK1 の既知の基質として知られる転写因子 FoxO1 のノックア
ウトマウスは、血管形成異常で胎生致死となり（Furuyama, JBC 2004）、実際に胎仔期で SGK1 の
下流にあるか興味深い。 
 
 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ本研究は、（1）SGK1 が ALK1/SMAD 経路の下流標的であることを確定し、
（2）SGK1 の胎生期特異的な内皮細胞発現機構を解明する。さらに、（3）胎仔期における SGK1
のリン酸化標的の同定とその血管新生機構に及ぼす影響を解明することで、
BMP/ALK1/SMAD/SGK1/SGK1 リン酸化標的タンパク質が、どの様な分子機構で血管新生に寄与する
かを明らかにする。 
 
 
 
３．研究の方法 
（1）レポータープラスミドの調製 
  ヒト SGK1 およびその近傍のゲノム領域は Bacterial Artificial Chromosome（細菌人工染
色体）から得た。これを鋳型に PCR 法により目的配列を増幅し、ルシフェラーゼレポーターア
ッセイ用または LacZ レポーターアッセイ用のベクターに挿入した。また、変異導入、DNA 配列
の確認およびレポータープラスミドの取得などは、基本的な遺伝子工学的手法により行った。 
 
（2）細胞培養 
  HUAEC（Human Umbilical Artery Endothelial Cells；ヒト臍帯動脈内皮細胞）を用いた。
細胞の増殖、維持は提供元である Lonza の手法に従った。また、培養内皮細胞 MS1 は DMEM を用
いた一般的な条件で培養した。 
 
（3）ルシフェラーゼを用いたレポーターアッセイ 
  レポータープラスミドは、エレクトロポーレーション法により HUAEC に導入した。増殖期に
ある HUAEC を栄養飢餓培地（0.1%BSA,0.1%ウシ胎仔血清）で 16時間処置した後、細胞懸濁液の
状態でレポータープラスミドをエレクトロポーレーション法により導入し、アッセイ用培養プ
レートに播種した。その 4時間後に BMP9 で刺激し、細胞を回収した。回収した細胞の可溶性画
分を用いてルシフェラーゼ活性を発光で測定し、挿入配列のプロモーター活性の指標とした。 
 
（4）LacZ を用いたレポーターアッセイ（in vivo プロモーターアッセイ） 
  ヒト SGK1 遺伝子近傍の配列に LacZ 遺伝子をつないだレポータープラスミドを、マウス受
精卵に導入し、仮親へ移植した。移植後、胎生 9.5 日に胎仔プロモーター活性があるかを、βgal
染色で検出し、遺伝子発現の体内分布を調べた。 
   
（5）免疫ブロットによるタンパク質発現およびタンパク質リン酸化の検出 
  Alk1 ノックアウトマウスの胎仔の遺伝子型は PCR 法で検証し、その 1 個体の全身の可溶化



物をサンプルとした。その可溶化物のタンパク定量し、SDS-PAGE、免疫ブロットをおこなった。
サンプルのローディング対照としてβアクチンの発現量を指標とした。また、BMP9 刺激した
HUAEC をサンプルとし、SDS-PAGE、免疫ブロットにより SGK1 の発現を検討した。 
 
（6）ChIP（クロマチン免疫沈降）-PCR 解析 
  BMP9 刺激した HUAEC をサンプルとして用いた。常法に従いサンプルを調製し、抗リン酸化
Smad1/5/9 抗体を用いて免疫沈降を行った。沈降物に標的ゲノム領域が存在するか、その配列を
PCR 法により検出した。 
 
 
 
４．研究成果 
本研究は、BMP9/ALK1/SMAD シグナル下流の新規標的遺伝子として SGK1 を同定することにつ
ながった。ALK1 のノックアウトマウスのホモ接合体は、血管新生不全により胎生致死となるが、
詳細は不明である。今回の発見は、血管新生に必須の ALK1 シグナル経路を構成する因子として
SGK1 が加わり、その分子機構解明の端緒になるかもしれない。また、BMP9 応答性の SGK1 の発現
亢進には、Smad1/5/9 以外の転写因子の関与可能性も浮上してきた。SGK1 ノックアウトマウス
も胎生致死となるが、SGK1 は発生途中のその時期にリン酸化酵素として何らかの基質のリン酸
化を介して重要な役割を持つことが考えられるが、その時の SGK1 の下流ターゲットを含め、役
割は不明である。興味深いことに予備試験のマイクロアレイの結果から、SGK1 以外に
BMP/ALK1/SMAD の直接の下流標的と考えられる他の AGC ファミリーメンバーは見出せなかった。
ファミリーメンバーの一つである AKT は血管新生に寄与することが知られるが、このことは血
管新生に寄与する AKT とは重複しない SGK1 特異的な新規ターゲットが存在する可能性を示して
いる。今後は、胎生致死に至る直前の SGK1 のリン酸化標的を同定し、ALK1 シグナルの下流因子
としての SGK1 の血管新生における分子メカニズムを解明することが人為的な血管新生制御方法
の可能性を広げ、遺伝性血管疾患、癌および虚血性疾患の治療戦略に有益な情報を与えると期待
される。 
（1）HUAEC を BMP9 刺激すると SGK1 遺伝子が上昇することをアレイ解析に
より突き止めていたが、実際に SGK1 タンパク質の発現が上昇するか不明で
あった。そこで、アレイ解析と同様の条件で HUAEC を刺激し、抗 SGK1 抗体
による免疫ブロッティングを行った。その結果、SGK1 の発現は BMP9 刺激が
ある場合に、無刺激に対して著しい上昇を示した（図 1）。このことにより、
BMP9 刺激は SGK1 mRNA のみならずタンパク質レベルにおいても発現を亢進
させることが明らかとなった。 
（2）BMP9は ALK1受容体のリガンドであり、BMP9が ALK1に結合すると下流の転写因子Smad1/5/9
をリン酸化し、活性化することが知られている。その活性化は更に下流のターゲット遺伝子の発
現を調節する。そこで、HUAEC における BMP9 刺激による SGK1 の発現亢進が、ALK1 受容体を介す
るか検討した。その結果、BMP9 は濃度依存的に Smad1/5/9 のリン酸化を上昇させた。一方、BMP9
刺激による Smad1/5/9 のリン酸化程度の上昇は、BMP9 のファミリーである TGFβの刺激では起
こらなかった。これらのことは、BMP9 刺激による SGK1 の発現亢進が ALK1 受容体を介すること
を示唆している。 
（3）転写因子の Smad は、ゲノム上のモチーフ配列を
認識しターゲット遺伝子の発現を調節する。そこで、ヒ
トSGK1遺伝子の近傍にSmad1/5/9のモチーフ配列が存
在するか、ゲノム情報を調べたところ、転写開始点の約
3500bp 上流に GGCGGC モチーフを見いだした。この配
列にリン酸化 Smad1/5/9 が結合するか、BMP9 刺激した
HUAEC を用いて ChIP―PCR 解析を行った。その結果、抗
リン酸化 Smad1/5/9 抗体との免疫沈降物には、推定し
たモチーフ配列を含む領域が含まれていることが明ら
かとなった（図 2）。このことは、BMP9 刺激により活性化した Smad1/5/9 が推定したモチーフ配
列への結合を介して、SGK1 の発現を制御する可能性を示している。 
（4）ChIP 解析により明らかとなった Smad1/5/9 結合
配列が、細胞の中で BMP9 応答性を持つかどうか、ルシ
フェラーゼを用いたレポーター解析を行った。まず、
SGK1 の転写開始点から上流の 4000bp をルシフェラー
ゼレポータープラスミドに挿入したものを HUAEC に導
入して BMP9 の効果を検討した。その結果、BMP9 刺激が
ない場合に比べて約 3 倍のレポーター活性の上昇が認
められた（図 3）。この活性の上昇は、Smad1/5/9 結合
モチーフ配列を含む前後 500bp を除いたレポーター（−
3500）、および Smad1/5/9 結合モチーフのみを欠失させ
たレポーター（ΔSBE）のいずれでも抑制された（図 3）。更に、Smad1/5/9 モチーフ配列を含む



前後 400bp ずつの領域は、この活性化に十分であった。これらのことは、SGK1 の上流 3500bp の
Smad1/5/9 結合モチーフが BMP9 応答性に重要であることを示唆している。 
（5）個体レベルで SGK1 の発現が BMP9/ALK1 シグナルで
制御されるか、ALK1 のノックアウトマウスを用いて
SGK1 のタンパク質発現量を調べた。ALK1 ノックアウト
マウスのホモ接合体は胎生致死となるので、胎仔
（E9.25）を免疫ブロッティング解析に用いた。異腹の
野生型およびノックアウトホモ接合体の胎仔 3 匹ずつ
を比較した結果、全てのノックアウト胎仔においてSgk1
タンパク質の発現は減少していた（図 4）。この結果は、
実際にin vivoにおいてALK1シグナルの下流で Sgk1の
発現が制御されることを示唆している。 
（6）個体レベルで、（3）で検討した SGK1 遺伝子の転写開始点上流の 4000bp がプロモーター活
性を持つか、トランスジェニックマウス胎仔の LacZ レポーター解析を行った。内皮細胞特異的
な発現が確認されている ALK1 の LacZ ノックインマウスと比較したところ、似た組織発現を示
した。しかし、複数のトランスジェニックマウスの解析を行ったところ、ALK1 ノックインマウ
スと似た内皮細胞発現を示すマウスは LacZ 陽性胎仔のうち 63％であった。Smad1/5/9 モチーフ
を欠失した場合には、25％であった。これらの結果は、今回着目している転写開始点の約 3500bp
上流の Smad1/5/9 モチーフ領域が BMP9 応答性に十分ではない可能性を示している。 
（7）胎仔期の SGK1 の発現制御に、Smad1/5/9 に加えて他の転写因子が関与する可能性を確かめ
るために、SGK1 転写開始点の約 3500bp 上流の Smad1/5/9 モチーフ領域近傍の配列を調べたとこ
ろ、内皮細胞に特異的に発現するある転写因子の結合モチーフがごく近傍あることが判明した。
この領域が、BMP9 応答性に影響するか、ルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。その結
果、プロモーター活性は著しく減少した。この結果は、メカニズムは不明であるが、BMP9 に応
答して Smad1/5/9 と相互に SGK1 の発現を制御する可能性を示している。 
（8）SGK1 の胎生期のリン酸化標的は不明であるが、SGK1 の基質として基地のタンパク質のリン
酸化を、ALK1 ノックアウトマウスを用いて、免疫ブロットで検討した。FoxO1、および NDRG1 の
抗リン酸化抗体を用いて調べたところ、野生型とリン酸化程度に差はなかった。 
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