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研究成果の概要（和文）：マウスの網膜では出生直後に血管新生が始まることから、生理的な血管新生の最適な
モデルである。我々は、出生前後のマウス網膜を用いた網羅的発現解析により、これまでに報告のない複数の血
管新生関連候補遺伝子を獲得している。
　本研究では、独自に開発した高感度発現定量法（足立ら, Genes Cells, 2015）により網羅的発現解析の結果
が再現された細胞接着関連遺伝子について、この遺伝子が血管新生に及ぼす機能的な影響を検討した。その結
果、この遺伝子の発現を一過性に抑制した血管内皮細胞株では、血管新生の誘導が阻害された。
　本遺伝子を起点とした血管新生の新たな分子メカニズムの解明が期待される成果である。

研究成果の概要（英文）：As angiogenesis of mouse retina begins at right after birth, developing 
mouse retina has been serving as an ideal model for investigating angiogenesis. We previously 
performed a comprehensive gene expression analysis using pre- and postnatal mouse retina, and 
obtained several candidate genes that were differentially expressed during retinal development.
     We here analyzed whether these genes were functionally involved in the angiogenesis. After 
confirming the expression results by our highly sensitive qPCR system specialized for developmental 
retina (Adachi et al., Genes Cells, 2015), we analyzed the effect on angiogenesis of one gene 
encoding a cell adhesion molecule. When the expression of this gene was transiently suppressed in 
mouse endothelial cells, we found that the induction of angiogenesis was significantly inhibited.
     The angiogenesis-related gene identified in this study should be a promising tool for 
discovering a novel molecular mechanism of angiogenesis.

研究分野：ゲノム医科学
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１．研究開始当初の背景 
 1960年代にFolkmanによって癌の抗血管
新生治療が提唱されて以来（Folkman, N 
Engl J Med, 1971）、血管新生領域における
分子生物学研究が飛躍的に進展し、現在では
主要な血管新生関連分子である血管内皮細
胞増殖因子（VEGF）を標的とする抗血管新
生療法が様々な癌腫や眼内血管新生に対し
て臨床応用されるまでに至っている。一方、
2003年に網膜血管新生において血管内皮細
胞の伸長方向を決定するtip（先端）細胞の概
念が新たに提唱された（Gerhardtら, JCB, 
2003）ことを契機に、血管新生の過程で観察
される血管内皮細胞の分化や遊走に関連す
る詳細な分子メカニズムを解明する基礎研
究も急速に進展している。しかし、血管新生
においては、複数のシグナル伝達系が多様な
細胞を異なるタイミングで制御しており、依
然その分子メカニズムの全容の解明には至
っていない。 
研究代表者らは、マウスの網膜の血管が出
生直後に発達を開始することに着目し、出生
前後のマウス網膜では血管新生に関連する
シグナル伝達系を構成する遺伝子群の発現
が顕著に変動していると考えた。また、遺伝
的に均質な純系マウスの網膜は病的素因を
現有せず、外部環境からの影響も極小である
ことから理想的な生理的血管新生モデルで
ある。そこで本研究では、生理的血管新生に
関連する分子メカニズムの全容の解明を目
指し、出生前後のマウス網膜で生じている血
管組織の微小な遺伝子発現を捉えるために、
低発現の変動を高精度に検出できることに
定評のあるマイクロアレイ（3D-Gene, 東レ）
を用いて網羅的遺伝子発現解析を実施した。
その結果、これまでに血管新生との関連性が
報告されていないVEGF活性を制御する
Notchシグナルの転写因子やmicroRNAの合
成に関与する分子等の興味深い候補遺伝子
の抽出に成功した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、出生前後のマウス網膜を用い
た網羅的遺伝子発現解析により獲得した候
補遺伝子のうち，細胞接着に関連する遺伝子
についてマウス血管内皮細胞株に及ぼす機
能的な影響を解析することによって、生理的
血管新生に関連する新規分子ネットワーク
の同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
まず、出生前後のマウス網膜由来のマイク
ロアレイデータから抽出した候補遺伝子の
発現変動の再現性を検証するために、発生段
階のマウス網膜における高感度な定量PCR
法（Adachiら, Genes Cells, 2015）を独自に
開発した。次に、マウス血管内皮細胞株
（TKD2）において、これらの候補遺伝子の
発現をsiRNAにより一時的に抑制（ノックダ
ウン）することが血管新生に与える影響を評

価するためのイメージングサイトメーター
（IN CELL ANALYZER, GEヘルスケア）を
用いた定量系を構築した。最終的には、候補
遺伝子の一つである細胞接着関連遺伝子に
ついて、血管新生に与える機能的な影響を解
析した。 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
①発達段階のマウス網膜における高感度定
量PCR法の開発と再現性データの取得 
 定量PCR法では、目的遺伝子の測定値をサ
ンプル間で一定に発現しているリファレン
ス遺伝子の測定値で補正することによって
目的遺伝子の発現量を定量する。リファレン
ス遺伝子として-actin等のハウスキーピン
グ遺伝子が汎用されているが、発達段階のマ
ウス網膜ではこれらの遺伝子の発現が変動
している可能性があり、目的遺伝子の発現量
を誤測定することが危惧される。我々が複数
のリファレンス遺伝子を検討した結果にお
いては、例えば、網膜視細胞分化に関連する
遺伝子CrxをSdhaにより補正した場合、定量
性に優れたSAGE法による遺伝子発現値と近
似したが、-actinにより補正した場合には定
量結果が著しく異なることが判明した（図1）。
そこで本研究では、出生前後のマウス網膜に
おけるリファレンス遺伝子としてSdhaを採
用し、マイクロアレイデータから抽出した候
補遺伝子の発現変動の再現性を検証した。そ
の結果、定量PCR法による候補遺伝子の発現
値はマイクロアレイデータと一致すること
が明らかになり、再現された微小な発現変動
結果がマウスの網膜における血管新生に関
連していることが期待される結果を得るこ
とに成功した。 

図1. 出生前後のマウス網膜におけるCrx発
現値 

 
②マウス血管内皮細胞株を用いた血管新生
評価系の構築 
 まず、TKD2をコラーゲンゲル上にて培養
することで誘導された血管新生について、顕
微鏡画像から細胞の面積や伸長量といった
血管新生能を数値化するためのIN CELL 
ANALYZERのマクロを構築した。このマク
ロを用いた画像解析の結果、TKD2の細胞面
積は播種密度に依存して増加した（図2, 3）。
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また、細胞伸長量は播種密度が2.5×105 
cells/mL以上で飽和した（図3）ことから，
TKD2の血管新生の評価に最適な播種密度を
決定することができた。 
次に、Gapdhに対する siRNAを用いて

TKD2におけるsiRNAの導入条件の至適化を
試みた。その結果、1 MのAccell siRNA（GE
ヘルスケア）をTKD2に導入した時にGapdh
の発現が約80%抑制されることが明らかにな
り、候補遺伝子のノックダウン解析を実施す
る際にも本条件を採用することとした。これ
らの画像解析とsiRNAによるノックダウン
により、TKD2において候補遺伝子の発現が
血管新生に与える影響を評価するための定
量系を構築することに成功した。 

図2. 24時間コラーゲンゲル上で培養した
TKD2 

図3. 24時間コラーゲンゲル上で培養した
TKD2の伸長量および増殖量 

 
③候補遺伝子が血管新生に及ぼす影響 
 研究代表者らが取得した候補遺伝子の一
つである細胞接着に関連する遺伝子につい
て、血管新生に与える機能的な影響を評価し
た。まず、この候補遺伝子に対するsiRNAを
TKD2に導入し、遺伝子発現のノックダウン
効率を検討した。その結果、マウスの既知遺
伝子の配列とは一致しないsiRNA（コントロ
ールsiRNA）を導入したTKD2と比較して候
補遺伝子の発現量は約80％抑制された（図4）。 

図4. 細胞接着関連遺伝子の発現（コントロー
ルとの相対値） 

次に、候補遺伝子の発現が抑制された
TKD2をコラーゲンゲル上で24時間培養する
ことにより誘導された血管新生の増殖量と
伸長量を定量した。その結果、コントロール
siRNAを導入したTKD2と比較して候補遺伝
子の発現を抑制したTKD2では血管新生の増
殖量及び伸長量が共に有意に（P < 0.01）抑
制されることが明らかになった（図5）。従っ
て、本研究で同定された細胞接着に関連する
遺伝子はこれまでに報告されていない新規
血管新生関連遺伝子であると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図5. 候補遺伝子が抑制されたTKD2から誘
導された血管新生（下写真）の伸長量 

 
(2) 国内外における位置づけとインパクト 
 2007年に、VEGFに対するヒト化中和抗体
であるベバシズマブが本邦で認可されて以
来、複数の抗血管新生抗体薬が広く臨床応用
されている。一方、症例によっては治療効果
が低いことや重篤な有害事象も報告されて
いることから、血管新生を制御する分子標的
を新たに同定することは今後も重要な課題
である。本研究において初めて血管新生と関
連付けられた細胞接着関連遺伝子は、 VEGF
シグナルとは異なる経路から血管新生を制
御している可能性が考えられる。従って、本
遺伝子を起点とした血管新生における分子
メカニズムが明らかになれば、既存の抗血管
新生治療薬の課題を克服する新たな分子標
的薬の開発が期待される。 
 
(3) 今後の展望 
 血管新生では、血管内皮細胞が出芽・増
殖・伸長・分岐・管腔形成などのイベントを
繰り返しながら二次元・三次元のネットワー
ク構造を形成する。本研究では、血管内皮細
胞の増殖と伸長に焦点を当てて解析を行っ
たが、他のイベントにおける影響を評価する
ことでこの細胞接着関連遺伝子による血管
新生制御機序を明らかにしていきたい。さら
に、この遺伝子を起点とする遺伝子ネットワ
ークが血管新生に与える影響を詳細に解析
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することによって、生理的血管新生の分子メ
カニズムの全容を解明していきたいと考え
ている。 
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