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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまでの申請者の研究を発展させ、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も
のである。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、KDM2Bというエピ
ゲノム修飾関連分子を標的候補として見出した。強制発現系やノックダウンを用いた研究で、KDM2Bは病的な血
管新生を負に制御していることが明らかとなった。この研究成果は、血管新生を負に制御する初めてのエピゲノ
ム因子として国際誌に報告し、将来の創薬候補として期待される結果となった。

研究成果の概要（英文）：This study was initiated to build upon the applicant's previous research, 
aiming to identify candidate molecules for drugs that inhibit pathological angiogenesis involved in 
the growth and progression of malignant solid tumors, without disrupting physiological angiogenesis.
 Through multi-omics analysis of human endothelial cells stimulated with vascular endothelial growth
 factor, KDM2B was identified as a potential target related to epigenome modification. Studies using
 over-expression and knockdown experimental systems revealed that KDM2B negatively regulates 
pathological angiogenesis. This research outcome, reported in an international journal, highlights 
KDM2B as the first epigenomic factor to negatively regulate angiogenesis, marking it as a promising 
candidate for future drug development.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまでの申請者の研究を発展させ、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ものである。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、KDM2Bというエピゲノム修飾関連分子を標的
候補として見出した。強制発現系やノックダウンを用いた研究で、KDM2Bは病的な血管新生を負に制御している
ことが明らかとなった。この研究成果は、血管新生を負に制御する初めてのエピゲノム因子として国際誌に報告
し、将来の創薬候補として期待される結果となった。

※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 
(1)先進国における主要な死因である悪性腫瘍、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、血管の生理学や病理学を分子レベルで理解することは、基礎医
学や臨床医学のみならず、医療経済の観点からも重要である。特に「血管新生」は発生初期にお
いて極めて重要であり、また成人以降も創傷治癒の過程において必要不可欠である。しかしなが
ら、この血管新生は常に適切な量で制御される必要があり、異常な亢進が起こると、悪性固形腫
瘍の増大や糖尿病性網膜症などの深刻な病態を引き起こす。そのため、臨床現場では悪性腫瘍や
糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症の治療に血管新生阻害薬が使用されているが、現行の血管新生
阻害薬は生理的な血管新生も阻害するため、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)申請者は 10 年ほど前から、ヒト血管内
皮 細 胞 （ Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells; HUVECs）に増殖因子
（ Vascular Endothelial Cell Growth 
Factor; VEGF）を加えた際に起こるエピゲ
ノム変化に着目しており、病的血管新生に
重要な即時誘導型転写因子の遺伝子座にお
いて、特殊なエピゲノム修飾が存在してい
ることを見出した。この急激なエピゲノム
変化に寄与する因子として PTIPを同定し、
創薬候補として国際特許を取得している。
更に、抑制系ヒストン修飾 H3K27me3, 
H2AK119Ub に着目した。次世代シークエン
サーとクロマチン免疫沈降実験を組み合わ
せた ChIP-seq 解析を行うと、VEGF 刺激前
後で H3K27me3は変化しないにも関わらず、
H2AK119Ubは刺激後 15分において有意な減
少が見られた。この結果から、血管新生遺
伝子を通常状態で抑制しているのは
H2AK119Ubに関わる polycomb複合体である
ことが示唆された。polycomb複合体には大きく 6 種類あるが、我々は網羅的な siRNAを用いた
スクリーニングにより、血管新生には PCGF3 複合体（PRC1.3 複合体）が大きく寄与しているこ
とを見出した。そこで、PCGF3の血管内皮細胞特異的ノックアウトマウスを作成した。その血管
新生を解析したところ、ノックアウトマウスは発生期血管には影響を与えず、生後の VEGF によ
る血管新生のみが抑制され、がん増殖の遅延や病的炎症も抑制できることを明らかにした。 
以上の結果をまとめ、Cell Reports誌に報告し、表紙に採択された（図、Kanki Y et al, Cell 
Rep 2022, 表紙）。 
 
(3)上記研究の中で、申請者は VEGF による血管新生に polycomb 複合体の 1 種である PRC1.3 が
関与していることを明らかにしている。更に、VEGF 刺激後一過性に血管新生に重要な転写因子
の遺伝子座で H2AK119Ub が減少することを見出した。そこで、次に、H2AK119Ub 修飾に影響を与
える因子としてヒストン脱メチル化酵素 KDM2Bに着目した。KDM2Bは、これまでの研究で胎生期
の血管新生に影響を与えることは示唆されているが、成人の血管新生における役割は不明であ
る。そこで、本研究では、KDM2Bの血管新生における役割解析を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ヒストン修飾酵素 KDM2Bに着目し、その血管新生における役割解析、及び、創薬の標
的となりうるかどうかを検証するものである。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を我々は明らかにした（Kanki Y et al 2022 Cell 
Rep）。本研究では、主に次世代シークエンサーを用いた手法で KDM2Bの意義を解明し、その機能
解析、ドメイン解析を行うことで、血管新生に対する影響を評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) KDM2Bのノックダウン、過剰発現系を作成し、VEGF刺激後の血管新生を評価する 



(2) KDM2Bのタンパクのどのドメインが重要かを決定するために、各ドメインを取り除いた過剰
発現系を構築し、VEGF刺激後の血管新生を評価する 
(3) VEGF刺激と H2AK119Ub 修飾の関係を明らかにするために、ChIP-seqを行い、全ゲノム解析
を行う 
以上 3点を行うことで、血管新生と KDM2B, H2AK119Ub との関連を明らかにする 

 
４．研究成果 
 
(1)  HUVEC に siControl または siKDM2Bをトランスフェクションし、血清飢餓状態にしてから

VEGF を 24時間処理し、その tube 形成能を評価した。その結果、KDM2Bの siRNAノックダウ
ン（オリゴ#1 およびオリゴ#2 の両方）は、siControl と比較して、総チューブ長および分岐
数を有意に増加させた。これは KDM2Bが VEGF刺激下の血管新生を抑制していることを示唆
する結果である。 
一方で、KDM2Bの過剰発現系を構築した。KDM2B 全長 cDNAを過剰発現させるアデノウイル
スを作成し(adKDM2B)、HUVEC に感染させ、上記と同様の tube formation assayを行った。
KDM2Bノックダウンとは対照的に、KDM2Bの過剰発現は VEGF介在性ののチューブ形成を有意
に抑制し、総チューブ長および分岐数を減少させた。これは siRNAの結果と一致するもので
ある。 
また、同時に行った migration assayでも、siKDM2Bは血管内皮細胞の migration を促進

させ、adKDM2Bは抑制する結果となった。 
以上のことより、KDM2B は VEGF による血管新生に関与していることが明らかとなり、ま

た、他のこれまで我々が報告してきたエピゲノム因子と異なり、血管新生を負に制御してい
る結果であった（図）。 



 
(2)   KDM2Bは、H3K4me3および H3K36me2/3に対する脱メチル化活性を示す JmjCドメイン、
非メチル化 CpG を認識する CxxC-ZFドメイン、H3K4me3に結合することができる PHD、F-box
ドメイン、およびユビキチンリガーゼ RING1B の取り込みに重要なロイシンリッチリピート
を含む（図）。VEGF 誘導性血管新生において KDM2Bのどのドメインが重要であるかを決定す
るため、図に示すように、JmjC（ΔJmjC）、CxxC-ZF（ΔCxxC-ZF）、または PHD（ΔPHD）を欠
損した adKDM2Bを構築し、その機能を調べた。Tube formation assayでは、wild type KDM2B、
KDM2B ΔCxxC-ZF、および KDM2B ΔPHDの過剰発現が VEGF 誘導血管新生を有意に抑制し、総
チューブ長および分岐数が減少した。対照的に、KDM2B ΔJmjC を過剰発現した内皮細胞では
VEGF 誘導チューブ形成に対する抑制効果は顕著に見られなかった。これは、VEGF シグナル
伝達中の血管新生において KDM2Bの JmjC依存の脱メチル化活性が重要である可能性を示唆
している（図）。 

 
(3) 次に、KDM2Bが媒介するヒストン修飾と
VEGF 応答性血管新生転写因子の転写制御との
関連を評価するために、VEGF で刺激した HUVEC
において、各種ヒストン修飾抗体でChIP-seqを
行った。EGR2、EGR3、NR4A1、NR4A2 などの VEGF
応答性血管新生転写因子の代表的なゲノム領
域では、HUVEC に 1時間 VEGF を刺激すると、プ
ロモーターおよび遺伝子本体でそれぞれ
H3K4me3 および H3K36me3 のシグナルが増加し
たが、H2AK119ub レベルは減少した。対照的に、
HUVEC で弱くまたは発現していない転写因子で
あるHOXA13および EVX1のゲノム領域における
H3K4me3、H3K36me3、および H2AK119ub レベルに
は VGEF 刺激は影響を与えず、ハウスキーピン
グ遺伝子座 ACTB および GAPDH の信号にもほと
んど影響を与えなかった。ChIP-Seq シグナルの
ヒートマップは、VEGF応答性血管新生転写因子
で H3K4me3/H3K36me3 の 占 有 が 増 加 し 、



H2AK119ub の占有が減少したことが示され、ハウスキーピング遺伝子、内皮細胞特異的遺伝
子、およびほとんど発現していない遺伝子座でのこれらのヒストンマークの変化はわずかで
あった。これらの結果は、KDM2Bが媒介するヒストンマークの調節が、VEGF応答性血管新生
転写因子の転写制御に関与している可能性を示唆している。 

 

研究成果のまとめ 
本研究により、これまでの我々の報告に加えて、VEGF 刺激下での血管新生における新たなヒ
ストン修飾因子の役割が明らかとなった。KDM2Bは VEGF刺激下で特に H2AK119Ub 修飾を変化さ
せることで、血管新生を負に制御していることを示した。これは、KDM2Bそのものが新たな創薬
分子の候補であることを示しており、血管新生分野において重要な知見である。 
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