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ARID5B は、マウス多能性神経堤細胞株（ MONC-1）を血管平滑筋細胞に分

化誘導する過程において、血管平滑筋細胞の分化を制御する遺伝子として同

定された。しかし、 ARID5B 変異型ホモ接合体マウスの表現型は、線維芽細

胞、脂肪細胞などの細胞の機能、骨格形成、腎臓・脾臓などの様々な臓器に

及ぶ。また、ヒトでは、 ARID5B の遺伝子多型が小児リンパ性白血病の発症

やメソトレキセートによる治療効果に関与したり、冠動脈疾患や糖尿病と負

の相関があると報告されており、疾患に関連した遺伝子である。私は、ARID5B

変異型ホモ接合体マウスの表現型の中でも、腎糸球体においてα平滑筋アク

チン（α SMA）陽性の血管平滑筋細胞の遊走が低下していることに着目した。

α SMA 陽性細胞の遊走が重要である生体現象として血管新生があるが、血管

新生は生体の維持に必要不可欠である一方で、炎症反応の惹起や不適切・過

剰な血管の再構築による疾患（動脈硬化性疾患）、悪性腫瘍の進展にも寄与す

る。血管新生を適切にコントロールすることが疾患のコントロールに重要で

あるが、その究明は未だ十分とは言い難い。本論文では、創傷治癒の過程、

動脈硬化性疾患における慢性炎症の進展、悪性腫瘍の進展などの疾患メカニ

ズム解明の一端として、血管新生において ARID5B が重要な役割を果たすと

いう仮説を検証することを目的とした。  

血 管 新 生 の in vivo モ デ ル と し て マ ト リ ゲ ル ア ッ セ イ を 行 っ た 結 果 、

ARID5B の Small  interfering RNA（ si  RNA）を含むマトリゲルでは、コントロ

ールと比較してマトリゲルへの血管新生が有意に低下していた。また、採取

したマトリゲルプラグの免疫組織化学染色では、 ARID5B 変異型ホモ接合体

マウスの腎糸球体同様、α SMA 陽性細胞（血管平滑筋細胞）の浸潤が低下し

ており、加えて血管を構築する血管内皮細胞の遊走も低下していた。一方、

血管内皮細胞や血管平滑筋細胞をリクルートする役割を持つマクロファージ

の浸潤には有意差を認めなかった。これより、 ARID5B の欠乏により血管内

皮細胞や血管平滑筋細胞の遊走に異常を来した可能性、あるいは、それらの

細胞をリクルートするマクロファージに異常を来した可能性を考え、次に in  

v ivo モデルとして、骨髄移植を行った骨髄キメラマウスを用いてマトリゲル



アッセイを行った。その結果、 ARID5B 変異型ホモ接合体マウスの骨髄を持

つキメラマウスにおいて、同様にマトリゲルへの血管新生が有意に低下した。

また、 in vi tro モデルとしてヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（ HUVECs）を用

いた遊走試験を行ったところ、HUVECs の ARID5B 遺伝子ノックダウンでは、

細胞の遊走低下は見られなかったが、 ARID5B 変異型ホモ接合体マウスの骨

髄由来マクロファージ培養上澄を用いた遊走試験では、 HUVECs の遊走が有

意に低下していた。以上の実験により、骨髄細胞由来の免疫細胞における

ARID5B が血管新生に重要であり、さらに ARID5B の欠乏によりマクロファ

ージから産生される血管新生因子に異常を来すと考えた。  

これを検証する目的で、まずは末梢血および骨髄の細胞分画を調べ、単球

系細胞数に差異がないことを確認した後、 ARID5B 変異型マウスの骨髄由来

マクロファージにおける血管新生関連遺伝子およびサイトカイン・サイトカ

イン受容体関連遺伝子の発現をみる目的で、 cDNA アレイシステムを用いて

遺伝子発現を網羅的に調べた。その結果、血管新生関連遺伝子の中では、血

管内皮細胞由来増殖因子 A（ VEGF-A）、塩基性線維芽細胞由来増殖因子（ bFGF）

といった遺伝子の発現が有意に低下していた。また、サイトカイン・サイト

カイン受容体関連遺伝子では、M1/M2 刺激を行った骨髄由来マクロファージ

を用いて、刺激後の経過時間による変動を調べた結果、野生型マウスの骨髄

由来マクロファージでは Spp1（ Osteopontin）の発現が刺激に反応し経時的に

増加し、その後鎮静化したのに対し、変異型では刺激に対する反応が完全に

消失していた。このことから、マクロファージにおける ARID5B の遺伝子変

異により、血管新生因子が低下していることが確認でき、さらに、マクロフ

ァージの M1/M2 への分化にも関与し、炎症性サイトカインの分泌も低下して

いる可能性が示された。  

マクロファージは刺激を受けると、炎症性サイトカインを分泌し細菌や腫

瘍に対する免疫を担う M1 マクロファージと、 IL4 により刺激を受けスカベ

ンジャーレセプターやマンノースレセプターを発現し、創傷治癒や抗炎症作

用を持つ M2 マクロファージの 2 つの極性に分化する。マクロファージにお

ける ARID5B の欠乏が、それぞれの極性への分化の異常に寄与している可能

性について調べる目的で、骨髄由来マクロファージを刺激し、 M1 マーカー

および M2 マーカーの発現を調べた。M1 マーカーとして TNFαや IL1βの発

現、また M2 マーカーとして Arginase-1 の発現を調べた結果、野生型に比べ

ARID5B 変異型ホモ接合体では有意な発現低下を認め、 M1/M2 両極性への分

化能の低下が疑われた。  

マクロファージにおいて、ARID5B が VEGF-A や Spp1 の発現調整をするメ

カニズムの探求をするにあたり、 ARID5B 変異型ホモ接合体マウスの骨髄由



来マクロファージで M1 マーカーの発現が有意に低下していた一方で、同じ

M1 マーカーとして知られている誘導型 NO 合成酵素（ iNOS）のみ変異型骨

髄由来マクロファージで有意な発現の上昇を認めたことに着目した。  

マクロファージにおいて、 LPS および IFNγによる M1 刺激は、主に核内

因子κ B（ NFκ B）パスウェイを介し、炎症反応に関与する TNFαや IL1βの

発現に寄与することが知られている。一方、iNOS についてはこの経路に加え

AP-1 を介した negative な発現調節を受ける。AP-1 は JUN、FOS、ATF、MAF

といったサブファミリーを持ち、それらの 2 量体を形成し DNA に結合する

転写因子の総称である。血管新生、炎症反応、細胞増殖あるいは腫瘍増殖に

関係することが知られているおり、さらに、AP-1 ファミリーの中でも c-FOS

ノックアウトマウスでは骨格異常を呈し、骨髄細胞特異的な JUN-B ノックア

ウトマウスでは白血病を来すといった、ARID5B と同様の表現型を持つ。iNOS

の発現上昇が他の M1 マーカーである TNFαや IL1βの結果と乖離する点か

ら、 iNOS 発現上昇は ARID5B に特異的なものである可能性を考えた。  

ARID5B 変異型ホモ接合体骨髄由来マクロファージにおいて発現低下を認

めた VEGF-A および Spp1 には、それらのプロモーター上に AP-1 結合モチー

フがあることが知られている。そこで、 ARID5B si  RNA により ARID5B 遺伝

子をノックダウンした NIH Swiss マウス胎仔皮膚由来線維芽細胞株（ NIH/3T3）

において、AP-1 結合モチーフを組み込んだプラスミドを用いたルシフェラー

ゼアッセイを行った結果、ルシフェラーゼ活性が有意に低下した。以上の結

果から、 ARID5B が 1) AP-1 の発現に関与している、 2) AP-1 の活性化に関与

している、あるいは 3) AP-1 の結合に関与しているといった 3 つの可能性が

考えられた。これを検証するために、 ARID5B 変異型ホモ接合体マウスの骨

髄由来マクロファージにおける AP-1（ c-JUN、 c-FOS）の発現を調べたとこ

ろ、野生型に比べ有意な低下を認めた。  

 以上の検討により、マクロファージにおける ARID5 が、AP-1（ c-JUN、c-FOS）

の発現を制御して、VEGF-A および Spp1 の発現を調節していること、そして

マクロファージにおける ARID5B の欠乏により血管新生が低下することが示

された。  

 以上の結果が異なる in vivo モデルで再現可能であることを確認する目的

で、血管新生が関与するモデルとして創傷治癒モデルおよびマウスルイス肺

癌細胞株（ LL/2）皮下移植モデルを行った。創傷治癒モデルでは、背部皮膚

欠損孔の皮膚および皮下組織を回収し組織標本を観察すると、 ARID5B 変異

型ホモ接合体マウスにおいて、新生血管が少なく、また肉芽組織が退縮せず

に大きく残存しており、上皮化の遅延を認めた。血管新生の低下は VEGF-A

や bFGF の低下により説明可能である。また、肉芽の退縮遅延については、



線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化が関与しており。これにはマクロファー

ジからの刺激が関与しているとされていることから、マクロファージにおけ

る機能異常がもたらす表現型として矛盾しなかった。一方、LL/2 皮下移植モ

デルにおいては、当初は ARID5B 変異型ホモ接合体マウスの腫瘍では、マク

ロファージの産生する VEGF-A の低下により、腫瘍径が縮小することを予想

していたが、結果として腫瘍の大きさは変異型マウスで有意に大きく、肺転

移の時期も早かった。  

腫瘍の進展には血管新生・血管網の発達が必要であり、これらを促進させ

るものとして、腫瘍細胞あるいは周囲の細胞や組織からの VEGF-A が報告さ

れている。そして、既に臨床の場において、 VEGF を標的とした抗腫瘍薬が

使用され、一定の成績も得られているが低・無反応症例も多く、抗 VEGF-A

抗体単剤での長期予後の改善は得られていない。最近の報告によると、骨髄

由来の免疫細胞特異的な VEGF-A ノックアウトマウスにおいて腫瘍皮下移植

を行った結果、腫瘍内の全 VEGF-A 量は変化しないものの、 VEGF 受容体

（ VEGFR2 ） の 活 性 化 を 抑 制 し 、 腫 瘍 に 形 成 さ れ る 新 生 血 管 の 正 常 化

（ normalizat ion）を促進することで、結果として腫瘍増大が加速するという

ことが示されている。 ARID5B 変異型ホモ接合体の骨髄を持つキメラマウス

においては、骨髄由来の免疫細胞で VEGF-A の低下を来しているため、この

報告と同様の機序で腫瘍増大が加速した可能性があり、腫瘍増大の加速によ

り肺転移の時期も早まった可能性がある。  

 創傷治癒および腫瘍移植の両方の in vivo モデルにいて、私の実験結果を支

える結果が得られた。今回の研究により、血管新生、創傷治癒および腫瘍増

殖において、マクロファージでの VEGF-A の発現を調節する機構として、新

た に ARID5B に よ る 調 節 の 可 能 性 が 加 え ら れ た 。 今 後 、 ど の よ う に し て

ARID5B が AP-1（ c-JUN、 c-FOS）を介して VEGF-A および Spp1 を調節する

のか、そのメカニズムを解明するために研究を継続する所存である。  


