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新しい機能性遺伝子同定技術の創出と成人病性血管障害関連遺伝子
探索への応用
●米倉秀人　◆山本博　◆渡辺琢夫　◆山本　靖彦　

金沢大学大学院医学系研究科

〈研究の目的と進め方〉
我々は、注目する表現形質を担う遺伝子を機能面から

系統的かつ簡便に同定する技術としてアンチセンスディ
スプレイ（Antisense Display）法（Yonekura, H. et al.,
Nucleic Acids Res. 27, 2591-2600, 1999; Ann. N.Y. Acad.
Sci. 947, 382-386, 2001）を独自に考案した。その原理は、
概ね全てのmRNA分子種をカバーしうるアンチセンスオ
リゴヌクレオチド（アンチセンスDNA）のレパートリー
の中から注目する細胞形質変化を引き起こす配列を同定
し、その配列をもとに当該形質を担う遺伝子を分離する
ことである。

本研究の目的は、本法を新しい機能性遺伝子スクリー
ニング技術として確立するとともに、医学・生物学上重
要な形質を担う遺伝子の分離に適用することである。予
定計画期間内に達成を目指す具体的目標は、成人病性血
管障害関連遺伝子、特に新規血管新生関連遺伝子を分離
することである。さらに、多くの成人病の発祥に重要な
血管の障害を引き起こす遺伝子の同定とその機構の解明
を行う。

〈研究開始時の研究計画〉
（1） アンチセンスディスプレイ法の検出感度、特異性を
向上させるための改良を行ない、ゲノム資源活用のため
の新規生命技術として当該技術を確立する。
（2） 多くの成人病の進展に重要な血管新生をモデル系と
して内皮細胞にアンチセンスディスプレイ法を適用し、
血管新生の制御に関わる新規遺伝子を分離する。
（3） 分離された遺伝子の構造・機能を明らかにして関連
する疾患の分子病態の解析を行なうとともに、これらを
利用あるいは標的とした成人病性血管障害の新しい予
防・治療原理開発の可能性を検討する。
（4） アンチセンス法を利用して、多くの成人病の発症に
重要な血管の障害を引き起こす遺伝子の同定とその機構
解明を行う。

〈研究期間の成果〉
（1） アンチセンスディスプレイ法の検出感度、特異性を
向上させるための改良を行ない、ゲノム資源活用のため
の新規生命技術として当該技術を確立する。
（i） 種々のホスホロチオエート型アンチセンスDNAプー
ルを調製して、ヒト初代培養微小血管内皮細胞の培養培
地に添加し細胞増殖変化を指標にスクリーニング条件の
検討を行なった結果、16種の配列を含む鎖長10塩基のア
ンチセンスDNAプールが最も良好に作用したことから、
このレパートリーをスクリーニングに用いることに決定
した。
（ii） １プールあたり16種のアンチセンスDNAからなる計
512のプールを各3mmolスケールで合成・精製し、スクリ
ーニング用の新規アンチセンスレパートリーの調製を完
了した。
（成果リスト: 4,11,16-18）

（2） 多くの成人病の進展に重要な血管新生をモデル系と
して内皮細胞にアンチセンスディスプレイ法を適用し、
血管新生の制御に関わる新規遺伝子を分離する。
（i） 改良アンチセンスディスプレイ法を初代培養ヒト微
小血管内皮細胞に適用し、内皮細胞の増殖促進を指標に
血管新生抑制性遺伝子のスクリーニングを行ない、１プ
ールあたり16種のASからなる計512のプールすべてのス
クリーニングを完了した。その結果、a） 増殖を促進す
るプール、b） 低酸素による増殖誘導を阻害するプール、
c） 増殖を阻害するプールがそれぞれ複数プール見出さ
れた。上記陽性プールのうち、a）は血管新生抑制性遺伝
子が、 b）は低酸素応答に関与する遺伝子が、c）は増殖
等に関わる遺伝子が、プール中のアンチセンス配列によ
り抑制されたと考えられる。
（ii） 数次の確認の後、上記3種のカテゴリーより、血管
新生抑制性遺伝子の探索に焦点を絞り、a）のカテゴリー
より最も顕著な変化を与えたプールをえらび、二次スク
リーニングを行った。具体的には、それぞれのプールに
含まれていた16種のアンチセンス配列を単独で調製して、
内皮細胞の増殖促進を指標にスクリーニングを行ない、
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上記の形質変化を引き起した10塩基の単一配列を同定し
た。
（iii） 同定した10塩基の配列を12塩基に延長して三次ス
クリーニングを行い、形質変化を引き起す12塩基の単一
配列を同定した。
（iv） 同定した12塩基の配列を14塩基に延長して四次スク
リーニングを行い、形質変化を引き起す14塩基の単一配
列を同定した。
（v） 以上のスクリーニングで同定された、血管内皮細胞
の増殖促進を示す単一の14塩基アンチセンス配列を用い
て、cDNA/ESTデータベースを検索し、対応する配列を
有する候補配列を５種得た。
（vi） ヒト血管内皮細胞での５種の候補配列の発現をRT-
PCR法とノーザン法で検討した結果、うち1種 （pICln）
の発現が確認され、アンチセンスDNAの標的がpICln遺
伝子であることが明らかとなった。
（成果リスト: 11,18）

（3） 分離された遺伝子の構造・機能を明らかにして関連
する疾患の分子病態の解析を行なうとともに、これらを
利用あるいは標的とした成人病性血管障害の新しい予
防・治療原理開発の可能性を検討する。
（i） pICln mRNAの別領域に対するアンチセンスDNAの
添加で、血管内皮細胞の増殖促進が再現され、さらに血
管内皮細胞の管腔形成が促進された。
（ii） アンチセンスDNA処理細胞での各種血管新生関連遺
伝子の発現を調べたところ、選択的スプライシングによ
って生じる２種の血管新生抑制性可溶型VEGF受容体
（soluble Flt-1, soluble neuropilin-1） mRNAの発現が特異
的に抑制されていることが示された。
（iii）逆にpICln を過剰発現させたヒト血管内皮細胞では、
soluble Flt-1, soluble neuropilin-1 mRNAの発現が亢進し細
胞増殖が抑制されることが示された。
（iv） 以上、今回同定された遺伝子は、選択的スプライシ
ングを制御し血管新生制御に関与するというこれまで知
られていなかった新しいタイプの血管新生抑制遺伝子で
あることが示された。
（成果リスト: 11,20）

（4） アンチセンス法を利用して、多くの成人病の発症に
重要な血管の障害を引き起こす遺伝子の同定とその機構
解明を行う。
アンチセンスDNAを用いた我々の研究により、糖尿病性
血管障害は高血糖状態でグルコースと蛋白質の非酵素的
な反応により生成される糖化蛋白advanced glycation
endproducts（AGE）が血管細胞上の受容体RAGE
（receptor for AGE）と結合することによって引き起こさ
れることが示唆された。そこで、RAGE遺伝子の血管障
害における役割について解析を行った。
（i） 血管細胞でRAGEを過剰発現するトランスジェニッ

クマウスを作製して糖尿病を誘発し、血管合併症を解析
した。その結果、RAGEの過剰発現は腎症を顕著に増悪
した。
（ii） RAGE遺伝子ノックアウトマウスを作製して糖尿病
血管合併症を解析した結果、RAGE過剰発現マウスとは
逆に、腎症の発症が顕著に抑制された。
（iii） 我々は、ヒトの血管内皮細胞が、それまでまった
く知られていなかった、分泌型のRAGEを発現している
ことを発見した。これは、RAGE遺伝子から選択的スプ
ライシングにより生成されるもので、イントロン９の一
部が残り、膜貫通領域をコードするエクソン１０が抜け
ることで、分泌性の可溶型RAGEをコードする。我々は
これをendogenous secretory RAGE （esRAGE） と命名
した。
（iv） 我々が発見した可溶型RAGE（esRAGE）は、血管
保護作用を持つことが示された。すなわち、可溶型
RAGE（esRAGE）は、AGEによる内皮細胞障害の指標で
あるERKリン酸化亢進とVEGF発現亢進を顕著に抑制し
た。
（v） さらに我々は、ヒトの血液中に可溶型RAGE
（esRAGE）が実際に存在していることを見出した。可溶
型RAGE（esRAGE）測定用ELISAシステムを開発し、血
中可溶型RAGE濃度と糖尿病合併症との関連を解析した
結果、合併症をもつ患者は有意に血中の可溶型RAGEの
濃度が低いこと示された。これは、可溶型RAGE
（esRAGE）が糖尿病血管合併症罹患リスクの予知因子と
なりうることを示している。可溶型RAGE（esRAGE）に
ついては、国内、米国、ヨーロッパで特許を出願した。
（vi） さらに、血中の可溶型RAGE濃度が低いと、動脈硬
化にもなりやすいということを示す結果を得た。すなわ
ち、動脈壁肥厚度と血中可溶型RAGE濃度は逆相関を示
した。
（vii） 以上、RAGEが合併症発症に関与していることが個
体レベルで証明された。さらに、膜結合型RAGEが優勢
になれば、合併症の危険性が増し、可溶型RAGE
（esRAGE）が優勢であれば危険性が下がるということが
示され、可溶型RAGE（esRAGE）が糖尿病血管合併症罹
患リスクの予知因子となりうることが考えられた。
（成果リスト: 1-3,5-11,12-15）

〈国内外での成果の位置づけ〉
我々のアンチセンスディスプレイ法は、機能抑制法に

よる大規模遺伝子スクリーニングの世界的に最初のもの
となった。最近では、数年前に動物細胞でもRNAiが機能
することが明らかになったことから、抑制効率のよさな
どの理由により、RNAiを用いた遺伝子スクリーニングが
行われ始めている。我々のアンチセンスディスプレイ法
は、こういった機能抑制法による大規模遺伝子スクリー
ニングの原理的基盤を提供し、先駆となった画期的な試
みであったと評価されている。近年、機能面からの哺乳



－ 611－

動物遺伝子同定に、国内外でマウスでの大規模変異導入
など行われている。このアプローチは有望であるが、非
常に大きな労力を要する、個体レベルでの形質解析が難
しい等の困難が存在する。我々が有効性を示した細胞レ
ベルでの機能抑制法による大規模遺伝子スクリーニング
は、個体レベルのアプローチの弱点を補いながら、遺伝
子機能解析に貢献できるものと期待される。また、我々
の研究により、RAGE遺伝子が糖尿病性血管障害に関わ
ることが個体レベルで初めて証明された。さらに、我々
が発見した、選択的スプライシングによって生成される
内在性の可溶型RAGE蛋白（esRAGE）は、各種血管障害
における防御的働きとこれを用いたリスク予知に関して、
大きな注目を集めている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
（1） 陽性プールの中には、高次スクリーニングで、形質
変化を引き起す単一配列を同定できなかったものがある。
一次スクリーニングでは効果の低い複数の配列による総
量効果が表れていた可能性が考えられた。また、２次構
造上アンチセンスDNAのアクセスが困難な、あるいは存
在量・半減期などからアンチセンス効果が低いmRNA分
子種が存在することが想定される。
（2） 今回遺伝子同定に用いた14塩基では、データベース
スクリーニングで複数の候補が現れた。遺伝子同定の特
異性をあげるために、より長い配列が必要と思われる。
（3） 今回同定した新しい血管新生抑制遺伝子pIClnの作
用機序については解明されたが、これを利用あるいは標
的とした成人病性血管障害の新しい予防・治療原理開発
には至らなかった。

〈今後の課題〉
（1） アンチセンスディスプレイ法と同じ原理で働き、標
的特異性および抑制効果が格段に高いRNAi法を利用した
機能性遺伝子スクリーニング法の開発につき検討する
（2） ２次構造上アンチセンスDNAのアクセスが困難なた
め、アンチセンス効果が低いmRNA分子種をも対象とす
るため、２次構造を破壊しながらmRNAに結合できるモ
ルフォリノ誘導体型アンチセンスを利用したアンチセン
スディスプレイ法の新バリエーションにつき検討する
（3） 可溶型VEGF受容体mRNAの選択的スプライシング
制御におけるpIClnの詳細な作用機序とこれを標的とした
血管新生制御法開発の可能性を検討する。
（3） RAGE/esRAGEを標的とした血管障害のリスク予知
法の開発につき検討する。
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