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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管内皮細胞に発現する２つの抗凝固蛋白質、トロンボモジュリン（TM）とプ
ロテインC受容体（EPCR）に着目し、これらを発現する細胞を異なる蛍光色素で可視化すると共に、細胞内で翻訳中のm
RNAのトランスクリプトーム解析を実施可能なTM-BacTRAPマウス（EGFP-L10aを発現）およびEPCR-BacTRAPマウス（mChe
rry-L10aを発現）を作製した。しかし、作製したBacTRAPマウスはEGFPおよびmCherryの発現量が予想に反して低かった
ため、詳細な解析は困難であると判断した。

研究成果の概要（英文）：Endothelia in the arterial and venous circulation are heterogeneous in nature. In 
order to understand their heterogeneity, we developed novel BAC transgenic mice with cDNA encoding fusion 
proteins of a fluorescent protein, EGFP or mCherry, and a ribosomal protein L10a under control of the 
endothelial cell-specific thrombomodulin (TM) or endothelial cell protein C receptor (EPCR) promoter. We 
compared the expression intensities of transcribing endothelial-specific markers before and after 
immunoprecipitation with anti-EGFP antibody or anti-mCherry antibody and found that those markers are 
increased merely 2-3 fold after immunoprecipitation. We further examined the immunofluorescence staining 
of the heart and lung of the transgenic mice using anti-EGFP antibody or anti-mCherry antibody but failed 
to detect the endothelia positive for the antibody staining. We concluded that novel BAC transgenic mice 
we established showed low expression of EGFP-L10a or mCherry-L10a in endothelia.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
血管内皮細胞には動静脈や組織部位による
不均一性が指摘されているが、その機能的意
義や疾患との関係についてはほとんど明ら
かにされていない。申請者は血液凝固の研究
に携わり、血管内皮細胞が持つ抗血栓性の重
要性を認識している。血管内皮細胞は２つの
抗凝固蛋白質、トロンボモジュリン（TM）と
プロテインC受容体（EPCR）を発現している。
そこで、この血管内皮細胞特異的なTMとEPCR
の発現を使い、血管内皮細胞のみが蛍光標識
され、同時に、血管内皮細胞のトランスクリ
プ ト ー ム 解 析 (Translating ribosome 
affinity purification, TRAP)を可能とする
マウスの作出を考えた。この目的を達成する
ため、ロックフェラー大学の Heintz 教授ら
が各種の細胞が複雑に存在する脳組織を
dissectする手法として開発したBAC-TRAP法 
(Cell, 135, 738-748, 2008)を用いることと
した。すなわち、蛍光タンパク質 Green 
fluorescent protein (GFP)とリボソームタ
ンパク質 L10a と の 融 合タンパク質
（EGFP-L10a）を Bac クローン上の TM 遺伝子
プロモーターおよび EPCR 遺伝子プロモータ
ーで発現するトランスジェニックマウス
（TM-Bac-Trap マウスおよび EPCR-Bac-Trap
マウス）を作製する。これにより、血管内皮
細胞だけが GFP を発現し、これをモニターす
ることにより、血管内皮細胞の動態のイメー
ジングが可能となる。また、このマウスの血
管内皮細胞では、 EGFP-L10a もしくは
mCherry-L10a という融合タンパク質が発現
する。L10a はリボソームの構成タンパク質な
ので、リボソームは EGFP-L10a もしくは
mCherry-L10a を取り込み、その結果リボソー
ムは EGFP もしくは mCherry で標識される。
EGFP もしくは mCherry 標識リボソームは
EGFP抗体もしくはmCherry抗体を使って回収
可能なので、翻訳中の mRNA を集めトランス
クリプトーム解析が可能となる。 
 
２．研究の目的 
２種の抗凝固蛋白質、TM と EPCR、は血管内
皮細胞に発現する。種々の刺激による両因子
の発現低下は、血栓傾向となる。本研究では、
血栓症を考える上で重要な機能を保持する
血管内皮細胞を EGFP で蛍光標識し、かつ細
胞内で翻訳中の mRNA のトランスクリプトー
ム解析を行うことが可能なシステムの確立
を目的とする。このため、蛍光タンパク質
EGFPもしくはmCherryとリボソームタンパク
質 L10a との融合タンパク質が、TM 遺伝子プ
ロモーターもしくは EPCR 遺伝子プロモータ
ーの制御で発現するトランスジェニックマ
ウスを作製する。このマウスは各種の血栓病
態時の解析に有用となる。 
 
３．研究の方法 
（１）TM-BacTRAP マウス（EGFP-L10a を発現）
および EPCR-BacTRAP マウス（mCherry-L10a

を発現）の作製 
① TM遺伝子のプロモーターの下流に蛍光タ
ンパク質 EGFP とリボソームタンパク質 L10a
の融合タンパク質 EGFP-L10a をコードする 
cDNA を組み入れた Bac ベクターを構築した。
EPCR遺伝子のプロモーターの下流に蛍光タン
パク質 mCherry とリボソームタンパク質 L10a
の融合タンパク質 mCherry-L10a をコードす
る cDNA を組み入れた Bac ベクターを構築し
た。ベクターの構築に必要な Bac 改変用プラ
スミド DNA(S296.EGFP-L10a, pSV1-RecA)はロ
ックフェラー大学 Heintz 教授から恵与を受
けた。129/SvEv マウス由来 TM 遺伝子および
EPCR遺伝子を含む Bacクローンを持つ大腸菌
はダナファーム社より購入した。 
② シャトルベクターであるS296.EGFP-L10a
の EGFP 上流にマウス TM プロモーター領域を
挿入し S296.TM-EGFP-L10a を作製した。同様
に、S296.EPCR-mCherry-L10a を作製した。 
③ Bac クローンの上にある TM 遺伝子に、
pSV1-RecA を用いて、S296.TM-EGFP-L10a プラ
スミドの EGFP-L10a 融合タンパク質コード領
域を挿入し、TM-Bac-TRAP を作製した。同様
に、EPCR-Bac-TRAP を作製した。 
④ トランスジェニックマウスの作製は、専
門の業者に依頼した。コピー数が多いと TM お
よび EPCRプロモーターで発現する EGFP-L10a
および mCherry-L10a 融合タンパク質が増え
て強い蛍光を発するので、多コピーが挿入さ
れたトランスジェニックマウスの作製を目指
した。TM-Bac-TRAP DNA および EPCR-Bac-TRAP 
DNA は約 500 個の受精卵に移植した。 
 
（２）TM-Bac-TRAP トランスジェニックマウ
スおよび EPCR-Bac-TRAP トランスジェニック
マウスの解析 
2 種類のトランスジェニックマウスの心臓お
よび肺での EGFP および mCherry と L10a 融合
タンパク質の発現をウエスタンブロットを
用いて調べた。TM 発現細胞および EPCR 発現
細胞での翻訳中RNAの網羅的解析を行うため
に、マイクロアレイ解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）TM-Bac-TRAP トランスジェニックマウ
スおよび EPCR-Bac-TRAP トランスジェニック
マウスの作製 
 本研究では、ロックフェラー大学の Heintz
教授らが開発した BAC-TRAP 法 (Cell, 2008)
を用いて、血管内皮細胞を蛍光標識し、かつ
細胞で翻訳中の mRNA のトランスクリプトー
ム解析を行った。Bac ベクターにある TM 遺伝
子および EPCR 遺伝子の ATG直前の配列を PCR
で増幅後、組換えベクターの EGFP-L10a 融合
タンパク質をコードする DNA の直前に挿入し、
組 換 え ベ ク タ ー （ S296.TM-EGFP-L10a, 
S296.EPCR-mCherry-L10a）を作製した。次い
で、Bac 含有大腸菌に組換え酵素 RecA 発現ベ
クターを CaCl2 法で導入し、この大腸菌に組



換えベクターをエレクトロポレーション法で
導入した。5’側および 3’側の組換え部位で
PCR を行うなどの方法で、マウス TM 遺伝子直
前にEGFP-L10aおよびマウスEPCR遺伝子の直
前に mCherry-L10a が挿入された Bac DNA
（ TM-EGFP-Bac-TRAP, 
EPCR-mCherry-Bac-TRAP）をもつ大腸菌をスク
リーニングし単離した。 
 約 500 個の受精卵に TM-Bac-TRAP DNA およ
び EPCR-Bac-TRAP DNA をマイクロインジェク
ションした。F0 で PCR 法を用いて遺伝子が挿
入されたことを確認後、F1 マウスを使ってサ
ザン解析を行いコピー数を算定した。その結
果、1ラインの TM-EGFP-Bac-TRAP トランスジ
ェニックマウス（６コピー挿入）および３ラ
インの EPCR-mCherry-Bac-TRAP トランスジェ
ニックマウス（15 コピー、2 コピー、1 コピ
ー挿入）の作製に成功した。これらのマウス
を Bac-TRAP マウスと呼ぶこととした。 
 
（２）TM-Bac-TRAP トランスジェニックマウ
スおよび EPCR-Bac-TRAP トランスジェニック
マウスの解析 
 2 種類のトランスジェニックマウスの心臓
および肺での EGFP および mCherry と L10a 融
合タンパク質の発現をウエスタンブロットに
て確認した。融合タンパクの発現が確認でき
た系統のマウスを用い、EGFP 抗体もしくは
mCherry 抗体を用いた免疫沈降を行い、心臓
および肺から翻訳中の RNA を抽出した。抽出
した RNA を用いて、目的分子のコピー数濃度
を直接算出できるデジタル PCR を行い、EGFP、
mCherry、TMおよび EPCRの発現量を確認した。
その結果、予想に反して、EGFP および mCherry
の発現量が少ないことが分かった。 
 次に、TM と EPCR 発現細胞での翻訳中 RNA
の網羅的解析を行うために、マイクロアレイ
解析を実施した。免疫沈降前(組織全体)に比
べて、免疫沈降後サンプルでの内皮細胞特異
的マーカー発現は約2-3倍しか増加していな
かった。組織学的に EGFP および mCherry 発
現細胞を観察するため、免疫組織化学染色を
試みたが、陽性染色像を確認することができ
なかった。今回作製した BacTRAP マウスは
EGFPおよびmCherryの発現量が予想に反して
低かったため、詳細な解析は困難であると判
断した。 
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