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研究成果の概要（和文）：内皮細胞は、酸素や栄養素などを全身へ循環させる補給路(＝血管)として、また、血
管作動性物質を産生し血管の活動性を調節しているが、内皮細胞を制御する作用分子とネットワーク機能はほと
んど理解されていない。我々は、タンパク質アルギニンメチル化反応を担う酵素・PRMT1が、培養内皮細胞の管
腔形成を制御する可能性を見出した。本研究では、内皮細胞特異的PRMT1欠損マウスを開発し、血管内皮細胞の
PRMT1が、胎仔期の血管形成を制御すること、胎仔の生存に必須であることなど、発生段階における栄養補給路
でのPRMT1の重要性を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis is important in embryonic development, and endothelial cells 
play a critical role in these processes. Protein arginine methyltransferase 1 (PRMT1) is involved in
 multiple cellular functions including proliferation and differentiation, and is expressed in 
vascular endothelial cells, which are responsible for angiogenesis during embryonic development. 
Since homozygous mutation of the Prmt1 gene results in early embryonic lethality in mice, little has
 been known about its physiological importance. In the present study, we found that the endothelial 
cell-specific PRMT1 deficient mice (PRMT1-ECKO) died within embryonic day 15. Macroscopic 
observation showed that the temporal arteries were poorly perfused with blood as compared with 
controls. Whole mount in vivo 3D imaging revealed the dilated and segmentalized luminal structures 
in PRMT1-ECKO fetuses. Our findings clearly provide evidence that PRMT1 is essential for normal 
vascular formation during embryogenesis.

研究分野：生化学　分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 内皮細胞は、酸素や栄養素（糖、脂質やア
ミノ酸等）を全身へ循環させる補給路(＝血
管)の形成とその働きに必須である。例えば、
発生・発達中には、内皮細胞が起点となって
血管を新生・進展させていく。血管は、成熟
しながら母胎間の栄養素を含めた物質交換
に大きな役割を果たすと共に、神経網に密着
して伴走しながらその形成を促進している。
一方、内皮細胞は、血管内腔を一層に覆うこ
とでバリアーとして作用するだけでなく、ア
ルギニンから合成される一酸化窒素（NO）な
どの血管作動性物質を産生することで、血管
の活動性を調節している。しかし、細胞増殖
と血管新生の医学的相互作用の解明は進ん
でいるものの、栄養補給路における内皮細胞
を制御する作用分子とネットワーク機能は
ほとんど理解されていない。 
 Protein Arginine methyltransferase
（PRMT）はタンパク質中のアルギニン残基に
メチル基を転移する酵素である。哺乳類の
PRMT は、11 個の遺伝子ファミリーから構成
され、発現の時期・組織や基質が異なる固有
の特異性を持ち、シグナル伝達や転写制御な
ど多岐に渡る細胞機能を制御する。さらに、
メチル化タンパク質の分解によって遊離す
る非対称型メチルアルギニン（ADMA）が内皮
細胞に対して強い障害作用を示す。PRMT1 は、
ファミリーの中でも最初に同定され、生体内
の 85％のアルギニンメチル化反応を触媒す
る。しかし、PRMT1 欠損マウスが胎生 6.5 日
で早期致死になるため、生体機能の研究は 10
年以上全く進展していなかった。 
 
２．研究の目的 
 これまでに申請者らは、非ヒストンタンパ
ク質のアルギニン残基に潜在する『メチル化
コード』が PRMT1 によって作動することを発
見し(Mol. Cell 2008, PNAS 2011, Cell Metab. 
2011)、寿命やストレス応答における修飾制
御の重要性を証明してきた。さらに、内皮細
胞のPRMT1をノックダウン法によって発現抑
制すると、管腔形成が著しく促進するという
重要な現象を見出してきた。現在、PRMT のヒ
ストンを介する癌細胞でのエピジェネティ
クスの分子機序は明らかにされつつあるも
のの、内皮細胞機能に対する生理的意義につ
いては不明である。そこで本研究は、PRMT と
栄養補給路の機能的ネットワークの解明を
目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、以下の 2点に焦点を絞り『ア
ルギニンメチル化酵素と栄養補給路の機能
的ネットワークの解明』を目指した。 
（1）内皮細胞特異的 PRMT1 ノックアウトマ
ウスの樹立 
① PRMT1 遺伝子を loxP 配列で挟んだマウス
と血管内皮細胞特異的にCre組換え酵素を発
現するマウスとを交配することで、内皮細胞

特異的 PRMT1 欠損マウスを作出した。 
② 内皮 PRMT1 欠損による生存率や形態への
影響を評価した。 
（2）マウスの組織血管の可視化による血管
構造のイメージング解析 
① 組織透明化試薬と2光子顕微鏡を用いた3
次元での構造評価システムを構築した。 
② 空間的な広がりをもつ血管の高次構造に
対する内皮 PRMT1 欠損の影響を観察した。 
 
４．研究成果 
（1）内皮細胞特異的 PRMT1 ノックアウトマ
ウスの樹立 
① 内皮 PRMT1 欠損マウスの作出： 
・PRMT1 の全身性欠損は早期胎生致死を示す。
そこで、栄養補給路での PRMT1 の機能を解明
するため、内皮細胞特異的に PRMT1 を欠損す
るマウスを作製することとした。PRMT1 遺伝
子の活性ドメインを loxP 配列で挟み込んだ
マウス（PRMT1-loxP マウス）を作製し、内皮
細胞特異的にCre組換え酵素を発現するマウ
ス（内皮細胞特異的プロモーター（Tie2）-Cre
マウス）と交配することで、血管内皮 PRMT1
欠損（PRMT1-ECKO）マウスを作出した（下図）。 

 
② 内皮 PRMT1 欠損による生存率や形態への
影響評価： 
・産仔の尾部ゲノムを用いた遺伝子型解析か
ら、PRMT1-ECKO マウスは産仔として得られな
いことが明らかとなった。そこで、
PRMT1-ECKO マウスの胎生致死の可能性を考
え、発生過程の胎仔の遺伝子型解析を行った
結果、PRMT1-ECKO マウスは胎生 15 日目まで
に致死となることが判明した（下図）。 

 
・PRMT1-ECKO 胎仔で、実際に血管内皮細胞の
PRMT1 が欠損しているのかについて、磁気ビ
ーズシステムを用いた胎仔の血管内皮細胞



単離法を確立し（上図）、胎生 14 日目の胎仔
から内皮細胞を回収、PRMT1 タンパク質の検
出することで確認した（下図）。また、胎仔

の大動脈と肺血管の組織切片を作製し、組織
免疫染色法で内皮細胞とPRMT1を共染色した
ところ、PRMT1-ECKO マウスの内皮細胞（赤色）
では、コントロールで主に核で緑色に染色さ
れていた PRMT1 のシグナルが消失しており、
血管内皮細胞特異的にPRMT1が欠損されてい
ることを確認した（下図）。 

 
・胎生 14 日目では、胎仔で血管の分岐が活
発に起こり、血管のネットワークが急速に発
達する。そこで、妊娠 14 日目の頭皮下の血
管形成に対する内皮PRMT1欠損の影響を検討
した。コントロール群では、浅側頭動脈を含
めた太い血管が明瞭に観察され、また、細い
血管が微細なネットワークを形成していた
のに対し（右上図：左パネル）、PRMT1-ECKO
マウスでは太い血管が不明瞭であり、細かい
血管が殆ど観察できなかった（右上図：右パ
ネル）。 
 

 
 
（2）マウスの組織血管の可視化による血管
構造のイメージング解析 
① 組織透明化試薬と2光子顕微鏡を用いた3
次元での構造評価システムの構築： 
・血管の形態評価には、血管の大きさや形、
分岐や伸長の程度などを検討し総合的に判
断する必要がある。そのため本研究では、従
来の組織切片を用いた評価に加え、「2光子顕
微鏡」と「Scale A2 による組織透明化技術」
（右図）を用い
た胎仔血管の 3
次元的な形態評
価法を確立した。
その際、胎仔血
管のみを可視化
するため、Cre
レポーターマウ
ス（R26GRR マウス、Hasegawa et al. Exp 
Anim.2013、筑波大学生命科学動物資源セン
ター 八神健一特任教授、杉山文博教授より
供与）を活用した。 
・R26GRR マウスでは、Cre 酵素による組換え
が起きていない細胞では緑色の蛍光を、組換
えが起こった細胞では赤色の蛍光を呈する
（下図）。そこで、R26GRRマウスとPRMT1-ECKO
マウスを交配し、胎仔血管を赤色蛍光で標識、
2 光子顕微鏡で三次元的に可視化することで、
胎仔血管の詳細なネットワーク構造を観察
した。 

 
② 空間的な広がりをもつ血管の高次構造に
対する内皮 PRMT1 欠損の影響の観察 
・PRMT1-ECKO/R26GRR マウスの胎仔サンプル



を 2光子顕微鏡で観察したところ、胎仔血管
を深部まで観察することが出来、緑色の蛍光
と赤色の蛍光が重なり合わず完全に分かれ
ていることが示された（下図：上段）。そこ
で、胎仔頭部皮下の血管網を拡大観察したと
ころ、PRMT1-ECKO マウスの胎仔では、コント
ロール胎仔と比較して、血管の網目構造が荒
くなり、血管が分断されたような構造をとっ
ている可能性が示された（下図：下段）。そ
こで、血管の長さや分岐を評価するために、
画像解析ソフトウェア（AngioTool および
WimTube ）を用いた定量解析の結果、
PRMT1-ECKO 胎仔の血管網では、血管の本数や
面積、総延長の低下に加えて、血管の接合点
の数が有意に減少していることが示され、
PRMT1-ECKO マウスでは血管の分岐に異常が

あり、血管形成が低下していることが明らか
になった。 
 
 本研究は、PRMT と栄養補給路の機能的ネッ
トワークについて、胎生期に PRMT1 の発現が
高い血管内皮細胞特異的にPRMT1を欠損する
マウスを樹立、解析した。R26GRR マウスを用
いたターゲット細胞の蛍光標識技術、Scale 
A2 による組織透明化技術、そして、2光子顕
微鏡を用いた観察技術を組み合わせること
によって、血管内皮細胞の PRMT1 が、マウス
胎仔期の血管網の構築を制御して胎仔の生
存に必須であり、発生段階における栄養補給
路でのPRMT1の重要性が初めて明らかとなっ
た。 
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