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研究成果の概要（和文）：私達は、低酸素反応性因子HIF2aの解析を進め、結合因子であるInt6/eIF3eを同定した。こ
のInt6は低酸素に関係なくHIF2aに結合し、分解を誘導するNegative feed-back作用がある事を発見した。このInt6に
対するsiRNAを用いてマウス皮下に導入したところ、正常動静脈が形成されたため、ラットおよびブタの心筋梗塞モデ
ル、マウスの脳梗塞モデル、皮膚損傷モデルに応用したところ正常動静脈が形成されると主に、梗塞巣や損傷皮膚が改
善された。さらに詳しく解析するために、KOマウス作製を進めてきた。しかしながらこれまでに有望なES細胞が得られ
ず、再度クローニングを開始中である。

研究成果の概要（英文）：Previously, we found the binding protein Int6/eIF3e fro hypoxia inducible factor 2
 alpha (HIF2alpha). The Int6 works as a negative feedback factor to induce degaradation of HIF2alpha even 
under normoxia. To further investigation of HIF2alpha function, we designated the siRNA and induce it into
 mouse intradermal space. The injection of siRNA clearly showed the normal angiogenesis of arteries and ve
ins. In addition, we injected the siRNA into ischemic hearts of pigs and rats, ischemic brains of mouse, a
nd injured skin of mice. these experiments demonstrated the clear recovery from ischemic damage and injury
. To analyse the mechanisms, we tried to make conditional KO mice to target the Int6 gene. However, we cou
ld not the good ES cells after several screening. we now perform recloning of targeting vectors and try ag
ain to make the KO mice.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

２．研究の目的 

本研究では主として in vivoでの Int6の機

序、または Int6の新たな結合因子との詳

細機序の解析するために、① Int6欠損し

た遺伝子マウスの作製を行い詳細な研

究を行うこと、および②創薬研究への応

用を目指す。  

 

3． 研究の方法 

（１） Int6 のHIF2α分解に関する基礎的な解

析：昨年度Int6 およびHIF2αの各変異体作製

を終了し、この変異体を用いてそれぞれの結

合サイトを詳細に検討してきた。またGFP等

の蛍光蛋白質を用いた結合アッセイ系の構築

もほぼ終了し、年内中にはその結合に関わる

因子の同定と機能解析を終了させる予定であ

る。Int6 はC- 末端にPINT ドメインと呼ばれ

るsignalosome 結合ドメインを持っている。こ

の結合ドメインは、プロテアゾームのLid の

部分に結合することが報告されており、Int6 

はこの結合を介してユビキチン・プロテアゾ

ーム系と密接に関わっていることが予想され

る。 

（２）Int6 欠損マウスの作製（早川英毅、連

携研究者：小野富男）Int6 の役割を解析する

上で、siRNA の発現ベクターによる遺伝子導

入マウス作製を試み、軟骨や体重の異常が見

られたが、遺伝子導入の頻度や安定性が悪く、

解析が困難であった。そのため昨年度、

Cre/Lox 法による誘導型遺伝子欠損マウス作

製のためのベクター構築を完成させ、現在ES

細胞への導入後の確認を行っている。本年6

月頃までにはマウス胚へのES細胞の導入によ

る変異マウス作製を継続する。 

（３）Int6-siRNA 導入による各種動物モデル

を用いた解析:これまで、HGF やVEGF、bFGF 

などの血管新生因子による血管新生の報告が

あるが、持続的な投与が必要であるが、頻回

になりすぎると血中への漏れが起き、副作用

の問題が指摘されている。このような問題に

対して、int6-siRNA の導入では、局所の細胞

から血管新生因子群が継続的に分泌され、正

常血管が新生されることが判明している。こ

れまでにラットやマウスの下肢閉塞モデルや

心筋梗塞モデル、脳卒中モデルなど、血管の

閉塞モデルを用いて予備的な実験を行った。

昨年度はブタを用いた心筋梗塞モデルにて、

血管新生などの明確な証拠が得られた。今年

度はオリゴ型siRNA の使用やオイントメン

トによる投与など実際の臨床使用に適した方

法で Int6-siRNA の効果を評価する。 

低酸素ストレス応答に関する遺伝子と

して転写因子HIF（Hypoxia- inducible 

factor）は、腫瘍の血管新生に必須な

VEGF(血管内皮細胞増殖因子 )の誘導や

、ミトコンドリアのエネルギー代謝に関

わる多くの解糖系酵素の転写制御を行

っていることが報告されている。これま

での研究でHIFのサブタイプの1つであ

るHIF2αは、低酸素のみでは説明できな

い不明な点が指摘されていた。私達はこ

のHIF2αに焦点を絞り、酵母Two-Hybrid

法を用いて解析を進めた結果、HIF2αの

結合因子として Int6/eIF3eを同定した。

Int6はマウスおよびヒトにて乳癌の癌抑

制遺伝子として報告されているが、これ

までの詳細な解析により、 Int6がHIF2α

に直接結合し低酸素非依存的にHIF2αを

分解する新たな機序を発見した (Chen et 

al. JBC 2007)。さらに、 Int6-siRNAをマ

ウス皮下に導入したところ、5日間でこ

れまでに例のない顕著な正常血管（動脈

）が新生された。以上の結果から、 Int6

はHIF2αを介した血管新生を調節する「

マスタースイッチ」の一つであることが

示唆された（Chen et al. Circulation 2010

）。この Int6-siRNAは、左環状動脈結紮

、脳損傷、皮膚損傷、下肢動脈閉塞の各

モデルにて著明な改善が認められた。こ

れらの結果から、Int6-siRNAが創薬の候

補として応用可能であることが明確に

なり、企業との共同研究でサルを用いた

毒性試験でも問題なく、上記の治療薬と

して開発中である。しかしながら、 Int6

もともと翻訳調節因子の一つ eIF3eであ

り、また、HIF2αの分解機序、正常血管

のスイッチング、各組織での役割や Int6

の発現機序など不明な点が多く残され

ている。  



（４）siRNA 処理血管新生誘導細胞の検討： 

Int6-siRNA 導入した線維芽細胞は、細胞自身

が産生する血管新生因子群が持続的に誘導さ

れ、この線維芽細胞などのキャリヤー細胞を

局所に導入することにより、これまでにない

効率的な正常動脈血管誘導が可能と予想され

る。昨年度から、最適なキャリヤー細胞とし

て脱分化脂肪細胞を用いる方法を導入した。

今年度はこの脱分化脂肪細胞の基礎的な検討

に加え、Int6-siRNAのキャリヤー細胞として、

まずはマウスやラットの小動物を用いた移植

実験による血管新生の効果を確認する予定で

ある。 

４．研究成果 

本研究の中で、得られた結果に基づく達成度

とその理由は以下の様にまとめられる。 

（結果①）大動物の NIBSミニブタ(♂)を用い

た心臓左冠動脈前下行枝結紮による急性心筋

梗塞モデルでは、Int6-siRNA ベクターを投与

し、4 週間後、血管新生により腹側血行路が

形成され、結紮された前下行枝の下流への血

流が回復していることが心血管造影にて確認

できた。組織染色および心臓エコー検査の結

果、対照群と比較して梗塞巣の縮小や心機能

の回復には至っていないことが分かった。こ

の原因として、ベクターを投与してから血管

新生因子の放出、腹側血行路の形成までの間

に虚血部位の心筋細胞が死滅してしまうこと

が考えられた。そのため、現状では急性虚血

性疾患の治療への応用は難しいと考えられる。 

（結果②）Int6-siRNA (合成 dsRNA)を導入し

た、脱分化脂肪(DFAT)細胞の移植では、特定

の siRNA(Int6-si219)のみが HIF2α mRNAを上

昇させた。他の配列も調べた結果、Int6-si219

による HIF2α mRNA上昇には、Int6抑制によ

る効果よりむしろ siRNAのオフターゲット効

果が影響を及ぼしている可能性が高いと考え

られた。 

（結果③）野生型マウスとの交配による産仔

(F1)の Genotyping を行うことで Germ Line 

Transmission を確認したところ、135 匹の F1

の解析で生殖細胞への寄与は確認されなかっ

た。使用した ES細胞は他の遺伝子の改変にお

いて良好な結果が得られており、原因として

相同組換えに用いたベクターに問題がある可

能性が考えられたため、今後ベクターを改良

もしくは変更して再度 ES 細胞への導入と組

換え体のスクリーニング、およびキメラ作製

を行う必要がある。 

【今後の研究の推進方策】 

（結果①）大動物の NIBSミニブタ(♂)を用い

た心臓左冠動脈前下行枝結紮による急性心筋

梗塞モデルでは、Int6-siRNA ベクターを投与

時に心筋の動きに合わせ組織外へ漏れ出る可

能性があることで、投与方法を改善すること

が重要である。4 週間後、腹側血行路が形成

されたにも拘わらず、梗塞巣の縮小や心機能

の回復には至っていないことより、血管新生

のみを誘導しても、梗塞にて死滅した心筋細

胞を回復させることは不可能であり、この点

からは心筋の再生と同時に血管新生を行う必

要性が考えられた。 

（結果②）上記①の結果にも関連するする研

究内容であったが、Int6-siRNA を導入した脱

分化脂肪 (DFAT)細胞の移植では、特定の

siRNA(Int6-si219)のみが HIF2α mRNA を上昇

させ、DFAT 細胞では siRNA のオフターゲッ

ト効果も影響している可能性が結果として得

られた。HIF2a が上昇し、血管新生が誘導さ

れる以外にもさらに重要なファクターがある

と考えられたため、Int6-si219 に配列近傍の

mRNA (21merの配列中5ミスマッチ以内)のリ

ストを作成し(RNAi 社) DNA microarray によ

る遺伝子発現データと組み合わせることで、

HIF2α の発現に影響を及ぼす可能性のある遺

伝子を探索したが、有力な候補を見出すには

至らなかった。 

（結果③）最初に得られた 2 クローンはサザ

ンブロットで正しく相同組換えしていないこ

とを確認したため、TVの 3’ホモロジーアーム

が 0.6kb と短かったことから、3’アームを

5.7kb に伸長したベクターで再度スクリーニ

ングを行っている。また、NeoR遺伝子の発現

効率が悪い可能性もあり、NeoRの方向を逆転

させることで改善される可能性がある。 

 

 

Int6 コンディショナルノックアウト(CKO)マ



ウス作製に関して以下の研究を行った。 

① CKOマウス作製のために、まずターゲテ

ィングベクター(TV)を構築する。TVには

後に Cre リコンビナーゼにより第 2 エク

ソンを切断するための loxP配列、ネオマ

イシン耐性遺伝子(NeoR)を含み、それらの

5’側および 3’側にマウスゲノム配列と相

同なホモロジーアームが含まれている。 

② TVをマウス ES細胞(C57BL6/Nマウス由

来 RENKA株)にエレクトロポレーション

により導入し、G418薬剤耐性遺伝子が導

入された ES細胞のコロニーを選別する。 

③ さらに、PCR およびサザンブロットによ

り TV がゲノム上の正しい位置で相同組

換えを起こしているかを確認する。この

段階で CKO-ESクローンを得る。 

④ CKO-ES クローンをマウス 8 細胞期胚と

凝集させ、仮親マウスの子宮で発生させ

てキメラマウスを得る。 

⑤ キメラマウスと野生型 C57BL/6N マウス

を交配し、F1 個体に CKO 遺伝子座が受

け継がれているか(Germ Line Transmission, 

GLT)を確認する。 

⑥ CKO 遺伝子座を持つ F1 個体を交配し

CKOホモ個体を得る。 

⑦ Creマウスとの交配により、時期もしくは

部位(臓器)特異的 Int6 欠損マウスを作出

し、機能解析に用いる。 

 

・上記ターゲティングベクターTV1 を ES 細

胞に導入し、スクリーニングをこれまで 3 回

行ったが、CKO遺伝子座を有する ESクロー

ンが 1つしか得られなかった(クローン#1-2)。 

・この#1-2 クローンを用いて、3 回に分けて

キメラマウス計 9匹を作出し、野生型 B6Nマ

ウスとの交配で生まれた F1個体 合計 135匹

の遺伝子解析を行ったが、GLTが確認されず、

CKOマウスが得られなかった。 

・使用した ES細胞は他の遺伝子欠損マウス作

製において実績があるため、ベクターに問題

がある可能性がある可能性が高いとの結論に

達し、現在ベクターの改良を行った。具体的

には、3’armを伸長して相同組換え効率を上昇

させること、および NeoR遺伝子の方向を逆転

し発現効率を上昇させることである。 

 

・自作 TVおよび ES細胞に問題があった場合

のバックアップとして、EUCOMM (European 

Conditional Mouse Mutagenesis Program) にて

作製された Int6(eIF3e) CKO ESクローンを 3

クローン購入したが、サザンブロットによる

遺伝子解析の結果、いずれも正しく相同組換

えが起きていないものであることが判明し、

使用できなかった。また EUCOMM のベクタ

ーの購入手続きを平成 24年 4月に行ったが、

ベクター製造元で Quality Control がとれてお

らず、平成 25年 2月現在で未納品のままとな

っている。直接の原因ではないが、購入品が

欠陥品であったことも遅延の要因の一つであ

った。 
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