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研究成果の概要（和文）：Robo4 プロモーターの転写開始点付近は組織特異的な DNA メチル化修

飾を受けており、Robo4 を発現する血管内皮細胞では非メチル化、発現しない非血管内皮細胞

では高メチル化されている。今回、DNA メチル化酵素阻害剤、メチル化プラスミドを用いたレ

ポータージーンアッセイ、およびメチル化サイトに変異を導入したプロモーターの組織特異性

の評価から、プロモーターの転写開始点上流 11 個の CpG 配列のメチル化修飾が、Robo4 遺伝子

の血管内皮細胞特異的な発現に寄与していることを証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：The CpG sites in the Robo4 proximal promoter is specifically 
non-methylated in endothelial cells (ECs) but not non-ECs. In this study we performed 
assays using DNA methyltransferase inhibitor, methylated reporter plasmids, and ES cell 
lines containing mutant promoters, and demonstrated that cell-type-specific DNA 
methylation of the 11 CpG sites in the proximal promoter regulates EC-specific Robo4 gene 
expression. 
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１．研究開始当初の背景 
生物を構成するひとつひとつの細胞は、全

ての遺伝子がコードされた同じゲノム配列
を持っている。しかし、いくつかの遺伝子は、
特定の細胞にのみ特異的に発現し、他の細胞
には発現しない。この組織特異的な遺伝子発
現が生み出されるメカニズムの詳細は未だ

不明である。我々は、組織特異的遺伝子発現
のうち、血管内皮細胞特異的に遺伝子が発現
するメカニズムを明らかにするために、2002
年に血管内皮細胞特異的遺伝子としてクロ
ーニングされた Robo4遺伝子の発現制御メカ
ニズムの解析を行ってき。これまでに、SP1、
GABPなどの転写因子がRobo4遺伝子の発現に
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必須であることを証明した。しかし、これら
の因子は血管内皮細胞に特異的に発現する
転写因子ではなかったため、これら因子のみ
で血管内皮細胞特異的な遺伝子発現が生み
出されるメカニズムを説明することはでき
なかった。 
そこで我々は発想を転換し、転写因子を介

さない遺伝子発現制御メカニズムであるエ
ピジェネティクスが血管内皮細胞特異性を
生み出す』可能性を考えた。エピジェネティ
クスと Robo4 遺伝子発現との関連を調べるに
あたり、まずプロモーターの DNA メチル化状
態の解析を行った。その結果、プロモーター
の DNA メチル化パターンは、Robo4 遺伝子を
発現する血管内皮細胞と、発現しない非血管
内皮細胞で大きく異なり、特に転写開始点上
流 11 個のメチル化サイト（CpG 配列）が、血
管内皮細胞では全くメチル化されていない
のに対し、非血管内皮細胞では高メチル化さ
れているという組織特異的なパターンをと
ることが明らかになった。この結果から、DNA
メチル化が Robo4遺伝子の発現を制御し組織
特異性が生み出されることが示唆されたた
め、さらに詳細な解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 血管内皮細胞と非血管内皮細胞における
Robo4 プロモーターの DNA メチル化パターン
の相違が、プロモーターの組織特異性を生み
出すのかを検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 血管内皮細胞と非血管内皮細胞中のゲ
ノムを DNA メチル化酵素阻害剤（5-アザデオ
キシシチジン）で脱メチル化した時の Robo4
遺伝子発現の変動をリアルタイム PCRにより
評価する。 
 
(2) DNA メチル化酵素（SssI）を用いたレポ
ータージーンアッセイによりプロモーター
の転写開始点付近のメチル化がプロモータ
ー活性に与える影響を評価する。 
 
(3) 血管内皮細胞と非血管内皮細胞におい
て相違がみられる 11 個の CpG 配列を、メチ
ル化を受けない CpT に変換した変異プロモー
ターが血管内皮細胞特異性を維持するかを
in vitro ES 細胞分化系で評価する。また、
組織特異性が変化したプロモーターを用い
てトランスジェニックマウスを作製する。 
 
４．研究成果 
(1) 血管内皮細胞と非血管内皮細胞を 5-ア
ザデオキシシチジンで処理し、Robo4 遺伝子
の発現変動を解析したところ、血管内皮細胞
ではその発現に変化はなかったが（図１A）、
3 種の非血管内皮細胞すべてにおいて、Robo4

遺伝子の発現の上昇が見られた（図１B-D）。
これらの結果から、ゲノム中の Robo4 プロモ
ーターの脱メチル化が Robo4 遺伝子の発現を
促進することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Robo4 プロモーターの転写開始点上流 14
個の CpG 配列を SssI でメチル化したプロモ
ーターもしくは、全くメチル化していないプ
ロモーターを含むレポータープラスミドを
血管内皮細胞に導入し、両プロモーターの活
性を比較した。その結果、メチル化したプロ
モーターは、バックグラウンドレベルの活性
しか持たないことが明らかになった(図２)。
この結果から、Robo4 プロモーターの転写開
始点付近のメチル化は Robo4 プロモーター活
性を抑制することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 5-AC 処理が各細胞の Robo4遺伝子の発現

に及ぼす影響 

 

 
図2 転写開始点付近のDNAメチル化がRobo4

プロモーター活性に及ぼす影響の評価 

 



 

 

 
(3) Robo4 プロモーターの転写開始点上流 1
～11個のCpG配列に変異を導入した非メチル
化プロモーターを作製した。得られた変異プ
ロモーターに LacZ 遺伝子を連結した配列１
コピーを、マウス ES 細胞の Hprt 遺伝子上流
に相同組み換えにより挿入した。得られた ES
細胞を in vitro で胚様体へと分化させたと
ころ、１～７個の CpG 配列への変異導入では
プロモーターの組織特異性に変化がなかっ
たものの、11 個の CpG 配列への変異導入でプ
ロモーターの組織特異性が失われ、LacZ 遺伝
子が非血管内皮細胞にも発現するようにな
った（図３）。この結果から、Robo4 プロモー
ターの転写開始点付近の DNA メチル化が血管
内皮細胞特異的な遺伝子発現制御を担って
いることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 

 

図３ メチル化サイトへの変異はプロモー

ターの組織特異性を破壊する 

 
以上(1)～（３）の結果から、Robo4 プロモ

ーターの DNA メチル化が、非血管内皮細胞に
おけるプロモーター活性抑制を誘導し、血管
内皮細胞特異的に Robo4遺伝子を発現させる
ことが明らかになった。 
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