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研究成果の概要（和文）：血管新生抑制作用をもつ可溶型Flt-1産生が特異的に抑制されるメカニズムを明らかにした
。RNA結合タンパク質であるhnRNP DがFlt-1 pre-mRNAのイントロン13にある制御配列に結合することによって、可溶型
Flt-1産生を抑制していることが明らかとなった。レンチウイルスを精巣に打ち、精原細胞に感染させてトランスジェ
ニックマウスを作製する方法では、精原細胞にレンチウイルスが感染できないことから方法として難しいことが明らか
となったことから、従来の方法を用いて作製したトランスジェニックマウスを解析することで、最終的に眼内血管形成
における可溶型Flt-1の生体での役割を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：Here, we showed the mechanisms for regulating alternative 3'-end processing of sol
uble Flt-1, a potential antiangiogenic factor. We found that hnRNP D down-regulated soluble Flt-1 expressi
on by binding to the regulatory sequence on intron 13 of Flt-1 pre-mRNA. Furthermore, we carried out the l
entiviral mediated transgenesis by in vivo manipulation of spermatogonical stem cell. It was suggested tha
t the method was not effective because lentiviral particle couldn't infect to spermatogonical stem cell. T
herefore, we are going to create a transgenic mouse conventionally and show the roles of soluble Flt-1 on 
angiogenesis of eye in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
 血管新生の主要促進因子である VEGF は血 
管内皮細胞膜に結合した受容体(KDR)を介し
て血管新生を促進する。VEGF はさらに、もう
１つの細胞膜受容体であるFlt-1にも結合す
るが、Flt-1 を介したシグナルは血管新生に
対してあまり積極的に関与していないと考
えられている。ところが、Flt-1 は膜型だけ
でなく、mRNA 選択的 3’端プロセシングによ
って細胞外ドメインのみからなる可溶型 
(可溶型 Flt-1)も産生されており、この可溶
型 Flt-1 が KDR 受容体と拮抗的に働くことに
よって血管新生を抑制する作用があること
が知られている。 
 我々は、血管内皮細胞における可溶型
Flt-1産生が、低酸素刺激によって選択的3’
端プロセシングを介して抑制されることを
明らかにした（発表論文②）。さらに、選択
的3’端プロセシングを制御するmRNA前駆体
上の制御配列（cis-element）を同定したこ
とから、可溶型 Flt-１の産生を特異的に制御
することが可能になった。 
 網膜では放射状の血管ネットワークが形
成される一方、角膜、水晶体、硝子体が無血
管であることは周知であるが、これまでの研
究で、可溶型 Flt-1 が角膜の無血管状態を維
持していることが示され、眼形成およびその
機能維持における可溶型Flt-1の重要性が明
らかになってきた。しかしながら、眼内血管
形成および病的血管新生における可溶型
Flt-1 の役割はまだよくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 低酸素による可溶型Flt-1産生抑制の分子
メカニズムを解明するとともに、レンチウイ
ルスベクターによる受精卵感染法を用いる
ことによって、可溶型 Flt-1 を選択的に過剰
発現およびノックダウンしたマウスを作製
し、眼内血管形成における可溶型 Flt-1 の役
割を in vivo で解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)可溶型 Flt-1 産生制御機構を明らかにす
るために以下の方法を用いて解析を行った。 
①可溶型 Flt-1 mRNA 安定性の解析 
 通常酸素濃度と低酸素濃度下でRNA合成阻
害剤であるアクチノマイシンDを含む培地で
ヒト微小血管内皮細胞（HMVEC）を 6 時間培
養する。RNA を単離し、Flt-1 mRNA 量を qPCR
で定量した。 
②DNA マイクロアレイ解析 
 通常酸素濃度と低酸素濃度下で培養した
HMVEC細胞から RNAを単離し、Affymetrix DNA 
microarray により発現変動を解析した。 
③レンチウイルスを用いたタンパク質過剰
発現およびノックダウン 
 HMVEC 細胞に効率的に遺伝子を導入するた
め、SBI 社のレンチウイルス過剰発現系
（pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP vector）および
shRNA ノックダウン系（pSIH-H1-copGFP 

vector）を用いた。目的の遺伝子をHMVEC cDNA
からクローニングし pCDH ベクターに挿入し
て過剰発現ベクターとした。目的の遺伝子に
結合する shRNA を設計し、pSIH に挿入してノ
ックダウンベクターとした。 
④RNA immunoprecipitaion法によるタンパク
-PNA 相互作用の解析 
 通常酸素濃度と低酸素濃度下で培養した
HMVEC 細胞から核タンパク質を抽出し、抗
hnRNP D 抗体（CST）を用いた免疫沈降法によ
り hnRNP D タンパク質を濃縮した。hnRNP D
に結合している RNA を精製し、共沈してきた
Flt-1 pre-mRNA 量を qPCRを用いて定量した。 
⑤リン酸化 hnRNP D の解析 
 通常酸素濃度と低酸素濃度下で培養した
HMVEC 細胞からタンパク質を抽出し、リン酸
化タンパク質をゲル中で検出できる
Phos-Tag (Wako)と抗リン酸化 hnRNP D 抗体
（Sigma）を用いてリン酸化を解析した。 
⑥部位特異的突然変異誘発 
 hnRNP D のメチル化部位であるアルギニン
をアラニン、ヒスチジン、リジンに変異させ
た発現ベクターを作製した。変異 hnRNP D と
Flt-1 minigene を HMVEC 細胞に導入し、
minigene の可溶型と膜型の割合を解析した。 
 
(2)レンチウイルスを用いたトランスジェニ
ックマウスの作製 
 Sehgal ら（PLoS ONE 6(7):e21975）の方法
によりレンチウイルスをマウスの精巣に感
染させた。正常マウスと交配させ生まれてき
たマウスがトランスジェニックマウスであ
ることを PCR で確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 可溶型 Flt-1 産生制御機構の解明 
 低酸素刺激によって可溶型Flt-1の発現が
特異的に抑制されることを明らかにしたが、
可溶型 Flt-1 mRNA 分解の亢進によるものか
どうかが不明であった。そこで、アクチノマ
イシン D により RNA 合成を阻害した状態で
HMVEC 細胞を低酸素下で培養し、膜型および
可溶型 Flt-1 mRNA の量を定量したところ、
両者とも通常酸素濃度と低酸素濃度下での
分解速度に違いは見られなかった。したがっ
て、低酸素濃度下で可溶型 Flt-1 が特異的に
分解されているわけではないことから、可溶
型 Flt-1 量は選択的 3’端プロセシングによ
って積極的に調節されていることが明らか
となった。 
 Flt-1 選択的 3’端プロセシングメカニズ
ムを明らかにするため、通常酸素濃度と低酸
素濃度で発現量に違いのある遺伝子を
Affymetrix DNA microarray により網羅的に
解析した。RNA 結合タンパク質に注目し、低
酸素濃度で発現上昇していた 5 遺伝子を
HMVEC 細胞に過剰発現させ、Flt-1 の発現を
定量したが、全ての遺伝子で可溶型 Flt-1 の
特異的な抑制は認められなかった。 
 選択的 3’端プロセシングを制御するmRNA



前駆体上の制御配列（cis-element）を同定
していることから、制御配列および 3’端切
断部位周辺に結合しうるタンパク質から制
御タンパク質を同定することを試みた。９種
類のタンパク質をそれぞれHMVEC細胞に過剰
発現させ、Flt-1 の発現を解析したところ、
RNA 結合タンパク質である hnRNP D を過剰発
現させた時にのみ可溶型Flt-1の抑制が観察
された（図１）。さらに、hnRNP D 遺伝子の
shRNA をデザインし HMVEC 細胞でノックダウ
ンしたところ、可溶型 Flt-1 の発現は増加し
過剰発現とは逆の結果が得られた（図１）こ
とから、hnRNP D が可溶型 Flt-1 産生を制御
しているタンパク質である可能性が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 hnRNP D が可溶型 Flt-1 の発現を制御して
いることが示唆されたことから、hnRNP D が
Flt-1 pre-mRNAに結合しているかどうかを明
らかにするため、RNA immunoprecipitation
を行った。HMVEC細胞の核抽出液から抗hnRNP 
D 抗体を用いて免疫沈降すると、Flt-1 
pre-mRNA の共沈が認められた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、RNA 結合タンパク質であ
る hnRNP D が Flt-1 pre-mRNA に結合するこ
とによって特異的に可溶型Flt-1の発現を抑
制していると考えられた。 
 DNA マイクロアレイと qPCR の結果から、通
常酸素濃度と低酸素濃度で hnRNP D の発現量
は変わらないことが明らかとなっていた。そ
こで、翻訳後修飾によって hnRNP D の活性が
制御されている可能性が考えられることか
ら、hnRNP D のリン酸化とメチル化について
検討した。通常酸素濃度と低酸素濃度で培養
した HMVEC 細胞からタンパク質を抽出し

Phos-Tag ゲルで電気泳動したところ、タンパ
ク質がリン酸化していることを示す移動度
変化は確認されなかった。また, 
抗リン酸化 hnRNP D 抗体で検出しても、通常
酸素濃度と低酸素濃度で違いは認められな
かったことから、リン酸化による制御ではな
いことが明らかとなった。次に、hnRNP D は
特徴的なアミノ酸配列RGGのアルギニン残基
がメチル化されることが知られていること
から、アルギニン残基をアラニン、ヒスチジ
ン、リジンに変異させた hnRNP D タンパク質
を発現するベクターを作製した。Flt-1 
minigene と一緒に HMVEC 細胞に導入し、
minigene の発現パターンを比較すると、
hnRNP D によって減少した可溶型が、変異
hNRNP D では減少しないことが明らかとなっ
た（図 3）。したがって、hnRNP D はメチル化
されることによって、可溶型 Flt-1 産生を制
御していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)レンチウイルスによるトランスジェニッ
クマウスの作製 
 レンチウイルスを用いたトランスジェニ
ックマウスの作製は、受精卵に感染させる方
法（Singer et al. Nature Protocols 1, 
286-292, 2006）と、精原細胞に感染される
方法（Sehgal et al. PLoS ONE 6(7): e21975）
の二種類が報告されている。後者のほうがよ
り簡便に、より安全に作製することが可能な
ことから、精原細胞感染法によって可溶型
Flt-1 を特異的にノックダウンしたトランス
ジェニックマウスの作製を試みた。Sehgal ら
の方法に従い、４週齢のオスマウスの精巣に
レンチウイルスを感染させ、生まれてきたマ
ウスのゲノミック DNA にウイルス由来の DNA
が挿入されているかどうかを調べた。合計
165匹のマウスを調べたところ、ウイルスDNA
が検出されたマウスは 0匹であった。Sehgal
らの報告では約６割のマウスがトランスジ
ェニックマウスとして生まれていたが、我々
の実験ではトランスジェニックマウスは１
匹も得られなかった。次に、４週齢より若い
方が精巣も小さく、より効率的にウイルスが
感染できるのではないかと考え、生後２日の
マウスを用いて同様の実験を行った。150 匹
のマウスを調べたが、トランスジェニックマ
ウスを得ることはできなかった。レンチウイ
ルスを感染させたマウスの精巣を観察する
と、レンチウイルスが感染したことを示す
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GFP 陽性の精原細胞の存在を確認することが
できなかったことから、ウイルスは精細管内
に進入することができない可能性が示唆さ
れた。したがって、Sehgal らの方法ではトラ
ンスジェニックマウスを作製することは難
しいことが明らかとなった。現在、従来の方
法でトランスジェニックマウスの作製にと
りかかっており、眼内血管形成における可溶
型 Flt-1 の役割を明らかにしていきたい。 
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