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研究成果の概要（和文）：心血管発生・形態形成を制御する細胞シグナル伝達機構の異常は先天性心疾患・遺伝
性血管病の原因となり、成体の病的血管新生においても重要である。本研究では、ヒト疾患に重要なNotchおよ
びALK1シグナル伝達系の下流ターゲット因子であるHey転写因子ファミリー・Tmem100膜タンパク質・Sgk1リン酸
化酵素などに注目し、それらの心血管特異的発現を規定するエンハンサー制御領域を特定して発現制御に働く転
写調節因子群を同定した。さらに、これら因子が心血管発生に働く細胞群や臓器内領域特異性についても新たな
知見を得た。本研究はヒト疾患の病因・病態生理の解明と治療法開発の基盤となると期待される。

研究成果の概要（英文）：Cardiovascular development and morphogenesis are controlled by a variety of 
cellular signaling pathways, and their defects cause　congenital or hereditary cardiovascular 
diseases.  In this research project, we focused on the genes that functioned as downstream targets 
of Notch and ALK1 signaling pathways and identified their gene regulatory regions, which were called
 enhancers.  We found that these enhancer regions were bound by different transcription factors, 
which were important for the cardiovascular expression of the downstream genes.  We also 
demonstrated that these transcription factors and signaling molecules had distinct roles in various 
subregions of the heart and vasculature during development.  These results help understand the 
molecular mechanisms of cardiovascular development and morphogenesis and the etiologies of human 
congenital and hereditary diseases.

研究分野：発生生物医学

キーワード： 先天性心血管疾患　遺伝性血管病　細胞シグナル伝達　遺伝子組換えマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Notchシグナル伝達系で働く遺伝子の変異は脳小血管病CADASILやAlagille症候群の原因となり、ALK1グナル関連
遺伝子の変異は遺伝性出血性毛細血管拡張症（HHT、オスラー病）の原因、肺動脈性肺高血圧症の素因として重
要である。それらの細胞シグナル伝達系の下流において発現制御を受けて細胞機能調節に働く因子について研究
を行うことは、先天性心血管疾患・難治性血管病の病因および病態生理の解明のみならず、遺伝子変異によって
生ずる細胞シグナル伝達異常を正常化する新しい治療ストラテジー開発の基盤となると期待される。

※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 
 
心血管発生・形態形成を制御するシグナル伝達機構の異常は先天性心血管疾患や遺伝性・難治

性血管病の発症に直結し、虚血性疾患や癌などにおける病的血管新生や心肥大・心不全などの成
人心疾患の病態にも深く関与する（Kathiresan et al., Cell 2012）。しかしながら、その分子
機構や病因・病態に関わるメカニズムには不明の点が多い。その代表例である Notch・ALK1 シグ
ナル伝達系の関連血管病は厚生労働省指定の難治性疾患であり、病因究明と診断・治療法の開発
が強く望まれている（Peacock et al., Cardiovasc Res 2016）。Notch シグナル伝達系の受容体
やリガンドの遺伝子変異は脳小血管病 CADASIL や Alagille 症候群における先天性心疾患の原因
となり、ALK1 系の受容体・リガンドおよび関連シグナル因子の遺伝子変異は遺伝性出血性毛細
血管拡張症（オスラー病）の原因、肺動脈性肺高血圧症の素因として重要である。一方、動物モ
デルにおいても Notch・ALK1 受容体やリガンドの欠損個体が重篤な血管形成異常によって致死
性を示すことが多くの種において報告され、これら二つのシグナル伝達系のクロストーク、他の
心血管シグナル伝達系との相互作用も証明されている。 
 
 私たちの研究グループでは、研究開始までに Notch・ALK1 シグナル伝達系の下流遺伝子の探索
と機能解析を行なっていた。まず、心血管系の Notch シグナル下流因子として Hey1/Hey2/HeyL
転写因子ファミリーを同定した（Nakagawa et al., Proc Natl Acad Sci USA 2000 など）。Hey
ファミリーはハエからヒトまで保存された重要な因子であり、遺伝子組換えマウスを用いた実
験において、Hey2 欠損により三尖弁閉鎖・心室中隔欠損などの致死的な心臓形態異常が生じる
こと、Hey1/Hey2ダブル欠損が早期血管形成阻害と胎生致死性を引き起こすことなどを発表した
（Xin et al., Proc Natl Acad Sci USA 2004、Morioka et al., genesis 2014など）。また、
Hey1 欠損マウスが胎生期咽頭弓動脈形成異常により大動脈弓離断などの胸部大血管異常を生じ
て死亡することを報告した(Fujita et al., Mech Dev 2016）。一方、内皮細胞 ALK1 シグナルに
よって発現制御を受ける因子として、新規の小型膜タンパク質遺伝子 Tmem100 を同定した
（Somekawa et al., Proc Natl Acad Sci USA 2012）。Tmem100 欠損マウスは ALK1 欠損マウスと
類似した血管形成異常を生じて胎生致死となり、ALK1 シグナル下流で重要な機能を有すること
が示唆された。加えて、Tmem100 欠損マウスにおいて心内膜内皮細胞 Ca++シグナル異常が認めら
れ、心臓房室管において生ずる内皮間葉細胞分化が障害されることを報告した（Mizuta et al., 
Dev Dyn 2015）。さらに最近、Serum/glucocorticoid-regulated kinase 1 (Sgk1)リン酸化酵素
の内皮細胞における発現が ALK1 シグナルによる SMAD 転写因子依存的制御を受けて活性化され
ることを明らかにした（Araki et al., Angiogenesis 2018）。Sgk1 は AKTと類似した基質特異
性を有し、多くの組織での重要な機能が報告されているが、Sgk1 は ALK1 シグナルによって転写
制御を受ける初めてのリン酸化酵素の例であり、ALK1 下流のリン酸化プロテオーム変動の意義
が注目された。 
 
このように、Notch・ALK1 シグナル伝達系と細胞機能制御機構との接点と言える下流ターゲッ

ト遺伝子群に注目し、それらの発現・機能メカニズムと心血管発生・形態形成における意義を明
らかにすることは重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
上記の情報に基づいて、Notch・ALK1 シグナル伝達系の下流ターゲット遺伝子群の発現制御機

構と機能メカニズム、生体における意義についてさらに検討を進め、心血管発生・形態形成機構
と心血管疾患における意義を探求することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
  
(1) 下流遺伝子群の心血管特異的発現を制御するメカニズムの解析 
 
今回の研究では、大腸菌人工染色体（BAC）を用いた LacZ 転写レポーター解析系および public 

database を活用した in silico 解析を組み合わせて、上記の下流遺伝子群を対象として心血管
発現を規定するゲノム制御領域（エンハンサー）を同定することを試みた。それぞれの遺伝子周
辺の数百キロベースに渡る領域より、トランスジェニックマウスを用いた LacZ レポーター解析
によって心血管特異的発現に必須であるエンハンサー領域を絞り込み、エンハンサー領域の DNA
配列に存在する転写因子結合モチーフ探索・培養細胞における Luciferase転写レポーター解析
を通してエンハンサー活性を制御する上流転写因子を同定した。さらに、エンハンサー領域を
CRISPR/Cas9法によって欠損させたマウス系統を作出し、マウス胎仔における発現に対する当該
エンハンサーの重要性について検証した。 



 
(2) 下流遺伝子群の組織・細胞特異的重要性と機能メカニズムの検討 

 
一方、私たちは胸部大血管形成に対する Hey1 の意義、心臓形態形成に対する Hey2 の意義、胎

生期血管形成に対する Hey1/Hey2 および Tmem100 の意義について報告してきたが、発生期の心
血管系を構成する異なる細胞種や心臓内の領域に特化した下流遺伝子群の機能解析を行う必要
がある。この点について、Tek-Cre（内皮細胞）、Tagln-Cre（血管平滑筋細胞）、Mef2c-AHF-Cre
（右心室筋）などの Cre酵素発現マウス系統と下流遺伝子の Floxedマウス系統を用いて、組織・
細胞特異的コンディショナルノックアウトマウスの表現型を検討した。また、Sgk1 酵素が血管
内皮細胞に高い発現を示すことより、培養血管内皮細胞における恒常的活性化型 Sgk1 および活
性欠失型 Sgk1 の発現系を作成し、Sgk1 によってリン酸化を受ける機能因子・シグナル因子の探
索のため網羅的マススペクトロメトリー解析を行なった。 
 
４．研究成果 
 
(1) Hey転写因子ファミリーの心血管発現を制御するエンハンサー領域と転写制御機構 
 
今回私たちは、BAC LacZ 転写レポーター解析系を用いた検討によって、胎生期血管内皮細胞

および咽頭弓上皮・体節における Hey1 発現をそれぞれ制御する遠位エンハンサーを同定した。
血管内皮エンハンサーの配列は種を越えて保存され、大径動脈に特に強い活性を有していた。内
皮エンハンサー活性は Notch シグナルによって調節されていたが、ALK1 シグナルによる制御は
認められなかった。Hey1 の内皮細胞および血管平滑筋細胞特異的なコンディショナルノックア
ウトマウスの表現型解析より、血管内皮 Hey1 発現が正常な咽頭弓動脈発生に重要であることが
示された（Watanabe et al., J Biol Chem 2020）。 
一方、私たちはヒストン修飾様式全ゲノム解析結果に関する公開情報などを用いて Hey2 の胎

生期発現を制御するエンハンサーの探索を試みた。ヒストン修飾の特徴から推定した複数のエ
ンハンサー領域候補について、マウス胎仔 LacZ 転写レポーター解析を行なったところ、遠位に
存在する心臓エンハンサーの同定に成功した。この Hey2 心室筋エンハンサーも種を越えて保存
されており、ルーピング期の心臓において心室筋に特異的な活性を有していた。CRISPR/Cas9法
を用いて当該エンハンサーの欠失マウスを作成したところ、心室筋特異的に Hey2 mRNA 発現の
著しい低下が生じたことより、当該エンハンサーが Hey2 の胎生期心室筋発現に必須であること
が示された。このエンハンサーの活性は Tbx20 や Gata4 などの心臓転写因子によって保たれて
おり、Notch あるいは ALK1 シグナルとの直接の関連は認められなかった（Ihara et al., Dev 
Biol 2020）。 
 
(2) Hey2転写因子の発生期心臓内領域特異的な意義の解明 
 
私たちはさらに、Hey2転写因子の発生期心臓内領域における重要性について検討した。Mef2c-

AHF-Creマウスを用いたコンディショナルノックアウトマウスの表現型解析より、右心室筋にお
ける Hey2 欠失によって全身 Hey2 欠失モデルで認められる心臓形態異常（心室中隔欠損症・三尖
弁形成異常・右室形成不全）のすべてが再現されることが明らかになった。コンディショナルノ
ックアウトマウスにおける右心室筋において Tbx2転写因子発現の異常な亢進が認められ、Mycn
を含む下流遺伝子発現の変化を通して右心室の成長障害につながっていることが示唆された
（Seya et al., Dev Growth Differ 2021）。 
 
(3) Tmem100 の血管内皮特異的発現制御エンハンサー領域の探索 
 
Tmem100 欠損マウスが血管形成異常によって胎生中期に全例死亡することより（Somekawa et 

al., Proc Natl Acad Sci USA 2012）、胎生期血管の Tmem100 発現制御メカニズムを明らかにす
ることは重要である。私たちは今回、Tmem100 遺伝子領域 216kbを含む BAC EGFPレポータート
ランスジェニックマウス系統を作出した。このレポーターマウスは内在性 Tmem100 発現様式を
再現した中大動脈内皮細胞特異的な活性を示した（Kinugasa-Katayama et al., genesis 2021）。
私たちは既にエンハンサー領域の絞り込みに成功しており、その活性を制御する上流転写因子
を同定するとともにエンハンサー欠失による胎仔発生異常を見出している。現在、論文発表に向
けて準備を進めている。 
 
(4) Sgk1 リン酸化酵素の血管内皮エンハンサーと上流転写因子の同定と血管内皮細胞における
基質探索系の開発 

 
Sgk1 欠損マウスは特定の遺伝背景において血管形成異常による胎生致死性を示し、生存可能

な遺伝背景においても心筋梗塞モデル等において血管形成異常を生じることが報告されている
（Catela et al., Dev Dyn 2010 など）。しかしながら、これまでに Sgk1 遺伝子の血管内皮エ
ンハンサーについては全く探索が行われていなかった。本研究において、私たちはまず LacZ レ



ポータートランスジェニックマウスを用いた解析によって Sgk1 遺伝子近位に存在する血管内皮
エンハンサーを同定した。マウスゲノムにおける近位内皮エンハンサーは強い活性を有してい
たが、ヒト相同領域のエンハンサー活性は比較的低かった。そこで私たちは遠位に存在する血管
内皮エンハンサーを DNA 開放性・クロマチン修飾などに関するデータベース解析とレポーター
トランスジェニックマウス実験によって探索した。その結果、Sgk1 遺伝子領域より 500 キロベ
ース遠位にヒトとマウスで保存されたエンハンサーが存在することが明らかになった。近位お
よび遠位エンハンサーの活性はともに ETS 転写因子の DNA 結合によって維持されていることが
示唆され、ETS転写因子とALK1シグナル-SMAD転写因子系との機能連関に興味が持たれた（Harada 
et al., Genes Cells 2021）。 
Sgk1 は多様な細胞において複数の基質のリン酸化・機能制御に働くことが知られるが、血管

内皮細胞において Sgk1 によるリン酸化修飾を受ける基質の詳細については不明のままである。

そこで今回、アデノウイルスを用いて培養内皮細胞における恒常的活性化型（S422D）および活

性欠失型（K127M）の Sgk1 発現を行う基質探索系の作出を試みた。活性化型・欠失型 Sgk1 発現

を行なった培養内皮細胞の Tandem Mass Tag 法（Adachi et al., Methods Mol Biol 2016）に

よる網羅的リン酸化プロテオーム定量を行なったところ、これまでに知られていない血管内皮

細胞に発現する基質候補を複数同定することに成功した。今後血管内皮における Sgk1基質の解

析を通して、Sgk1 が制御する内皮細胞機能を解明することを試みる計画である。 
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Transcriptional regulation and physiological significance of ALK1 target genes in endothelial cells
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Physiological significance of ALK1 signaling in zebrafish organotypic vascular formation
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