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研究成果の概要（和文）：マウス後根神経節由来神経細胞との共存培養で活性化されるヒト微小血管内

皮細胞(HMVEC)の遺伝子を同定した。低酸素状態により HMVEC の可溶型 VEGF 受容体 1 (可溶型 Flt-1, 

sFlt-1)産生が顕著に抑制され、それが mRNA 選択的 3’端プロセシングによる可溶型 mRNA 産生が減少

するためであることを明らかにした。内在性アミロイドベータ蛋白デコイ受容体(esRAGE)の発現がア

ルツハイマー病患者脳で低下していることを見出した。HMVEC では miR-21 を筆頭として約 20 種のミ

クロ RNA が発現していることを見出した。マウス胎児の脳と皮膚にレンチウイルスベクターでの遺伝

子導入を行った。esRAGE 定量法と esRAGE トランスジェニックマウスの特許出願を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： We identified genes which were reproducibly up-regulated in HMVEC by the 

co-culture with dorsal root ganglion neurons and human microvascular endothelial cells (HMVEC). We found 

that hypoxia down-regulated soluble VEGF receptor-1 (soluble Flt-1, sFlt-1) expression in HMVEC and 

identified cis-elements that regulated sFlt-1 mRNA 3’-end processing. We found significantly reduced 

expression of esRAGE, a decoy receptor for amyloid β, in the hippocampal tissues from Alzheimer’s disease 

brains by immunohistochemical analysis. We revealed that HMVEC expressed over 20 microRNAs including 

miR21. We injected lentiviral vectors into embryonic mouse skin and brain, and confirmed the expression of the 

introduced genes. We developed an assay method for esRAGE mRNA and an esRAGE transgenic mouse, and 

applied for patents for them. 
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１．研究開始当初の背景 

血管新生はがんの増殖・転移や糖尿病血管合

併症など多くの疾患の発生や進展に深く関連し

ている。また虚血性疾患を改善するための血管

新生療法が注目されている。したがって血管ネ

ットワーク形成を司る分子メカニズムを解明し

てその制御法を開発することは、医学的に極め

て重要な課題である。血管形成に関する最近の

研究の進展は目覚しいが、実際に全身で血管ネ

ットワークがどのように形成されていくのかに

関しては、依然として未解明な部分が多い。 

血管系と神経系は、血液/シグナルを遠隔に送

達するために全身ネットワークを形成するとい

う類似性を有しており、発生やリモデリングの

場で共通の分子やシグナル経路が用いられてい

る こ と が 最 近 示 さ れ つ つ あ る  (Nature 

436:193-200,2005)。また、多くの場合血管と神

経は併走しており、発生や病態の場でのクロス

トークの存在が強く考えられる。発生過程で血

管と相互作用を行う末梢神経は感覚神経とされ、

その相互作用には血管内皮増殖因子(VEGF)の関

与が示唆されている(Development 132: 941-952, 

2005)が、その詳細は未だ不明である。本研究は、

これまでほとんど明らかにされていない神経と

血管の相互作用の結果、血管で活性化される遺

伝子群を系統的に解明するものである。 

 

２．研究の目的 

本研究では、以下のように神経と血管の相

互作用の過程で働く遺伝子・ミクロRNAを明ら

かにする。 

(1)神経と血管内皮細胞の相互作用によって

血管内皮細胞で活性化される遺伝子を明

らかにする。 

(2)血管－神経相互作用に重要なVEGFの機能

を調節する可溶型VEGF受容体(sFlt-1)の

産生調節機構を明らかにする。 

(3)血管で発見された内在性アミロイドベー

タ蛋白デコイ受容体(esRAGE)の産生制御

と神経機能について明らかにする。 

(4)血管細胞で発現するミクロRNA種の実態を

明らかにする。  

(5)上記で重要性が示された遺伝子・ミクロ

RNAにつき、皮膚血管ネットワーク形成に

おける機能を個体レベルで検証する。 

(6)上記遺伝子・ミクロRNAを、血管および神

経疾患の診断・予防・治療法開発の新しい

分子標的として利用する可能性を検討す

る。 

 

３．研究の方法 

(1)①マウスの後根神経節(DRG)神経細胞とヒ

ト初代培養毛細血管内皮細胞(HMVEC)の共

存培養を行い、発現変化を引き起こす遺伝

子をDNAマイクロアレイにより同定する。 

②DNAミクロアレイにより同定した遺伝子の

血管ネットワーク形成過程での発現をリア

ルタイムRT-PCR法により確認する。 

③重要性が示唆された遺伝子の機能を過剰

発現系、RNAiによるノックダウン系を用い

て細胞レベルで明らかにする。 

 

(2)①生体内での主要な血管新生刺激である

低酸素状態がsFlt-1の賛成に及ぼす影響

を明らかにする。 

②sFlt-1 mRNAを産生するmRNA選択的3’端

プロセシングを制御しているmRNA前駆体上

の配列をヒトFlt-1ミニ遺伝子に変異を導

入して解析することにより同定する。 

 

(3)①内在性アミロイドベータ蛋白デコイ受

容体(esRAGE)のアルツハイマー病患者脳

での発現について明らかにする。 

②esRAGE mRNAを産生するmRNA選択的スプラ

イシングを制御しているmRNA前駆体上の配

列をミニ遺伝子解析により同定する。 

 

(4)①HMVECからミクロRNAをクローニングし

て塩基配列を決定する。 

②同定した血管ミクロRNAのin vitro 血管

管腔形成(tube formation)過程における発

現をノーザン法、RNAプロテクション法によ



り明らかにする。 

③同定したミクロRNAの機能を過剰発現系、

モルフォリノアンチセンスDNAによるノッ

クダウン系を用いて細胞レベルで明らかに

する。 

 

(5)上記で重要性が示された遺伝子・ミクロ

RNAの皮膚血管ネットワーク形成における

役割をマウス子宮外発生法にてレンチウ

イルスベクターによる過剰発現系および

ノックダウン系を用いて個体レベルで検

証する。 

 

(6)上記遺伝子・ミクロRNAを、血管および神

経疾患の診断・予防・治療法開発の新しい

分子標的として利用する可能性を検討す

る 

 

４．研究成果 

(1)①初代培養マウス後根神経節(DRG)由来の

神経突起伸長系を確立した(図)。 

②DRG 神経細胞と初代培養ヒト微小血管内皮

細胞(HMVEC)の共存培養が HMVEC 遺伝子発現

に及ぼす影響を、Affymetrix DNA ミクロアレ

イで解析した(図)。その結果、再現性をもっ

て 1.8 倍以上の発現誘導を受けた遺伝子を８

遺伝子同定した。 

③同定した８遺伝子の HMVEC での発現を

RT-PCR 法により確認したところ、うち７遺伝

子の発現が確認された。Real-time RT-PCR 法

での検証の結果、解析を行ったすべての遺伝

子が発現上昇を示していることが確認された。 

④上記遺伝子のうち、細胞内蛋白質(転写因

子)である JunB と細胞外蛋白質である HAR に

つき、過剰発現用のレンチウイルスベクター

を作製して HMVEC に感染させ、遺伝子発現変

化を解析した。その結果、血管分化や血管形

成 に 関 わ る こ と が 報 告 さ れ て い る

semaphorin、Neuropilin-1 などの発現変化を

確認した。 

 

(2)①生体での主要な血管新生刺激である低酸

素状態により血管内皮細胞でのsFlt-1の産

生が顕著に抑制され、それがmRNA 3’端プロ

セシングによる可溶型mRNA産生が減少する

ことによることを明らかにした(図)。 

 

 

②ヒト Flt-1 ミニ遺伝子(図)を用いた HMVEC で

の Flt-1 mRNA 3’端プロセシングの解析によ

り、膜型 mRNA と可溶型 mRNA の産生比率を制御

する配列を同定した。さらに、同定した制御配

列に結合する RNA 結合蛋白質を過剰発現させ

ると、膜型 mRNA の産生が抑制されることを明

らかにした。 

 

(3)①アルツハイマー病脳神経細胞でのesRAGE

の発現変化を免疫組織化学的に解析した結果、

海馬神経細胞の染色性が有意に低下している

ことが示された(図)。アストロサイトの染色

性はアルツハイマー病とコントロールで差が

認められなかった。 

 

  アルツハイマー患者脳神経細胞での esRAGE 発現低下 

 

②ミニ遺伝子(図)を用いた esRAGE  mRNA 選

択的スプライシングの解析により、esRAGE の

産生を制御している配列とそこに結合する

RNA 結合タンパク質 heterogenous nuclear 



ribonucleoprotein (hnRNP) H を明らかにし

た。 

 

(4)①大規模in vitro血管新生モデルを確立し、

さらに管腔を形成したヒト微小血管内皮細

胞(HMVEC)からRNAを分離する条件を確立し

た(図)。 

②管腔を形成した HMVEC と単層培養 HMVEC か

らそれぞれ分離した RNA より、ミクロ RNA を

クローニングし塩基配列を決定したところ、

miR-21 を筆頭として約 20 種のミクロ RNA が

発現していることが明らかとなった。 

③同定した血管ミクロ RNAの in vitro 血管管

腔形成(tube formation)過程における発現を、

ミクロRNAアレイ法、RNAプロテクション法、

ノーザン法、Real-time PCR 法により解析を

行った。現在、発現変動が確認された３種の

ミクロRNAに焦点を当てて機能解析を進めて

いる。 

 

(5) 同定した遺伝子・ミクロRNAの個体レベル

での機能検定に備えて、マウス胎児14日齢

マウス胎児の脳と皮膚にレンチウイルス

投与を行って遺伝子導入効率を検証し、マ

ーカーのGFPの発現を確認した。現在、遺

伝子導入と解析を続行中である。 

 

(6) 診断や病態モデル解析への応用を目指し

て開発した技術、「ＲＡＧＥ遺伝子の２種

類のスプライシングバリアントを区別して

増幅可能なプライマーセット及びプロー

ブ」、「esRAGE過剰発現マウス」の2件の特

許出願を行った。 
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