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研究成果の概要（和文）：血管ネットワークの形成初期過程では、原始血管網が血管リモデリングと呼ばれる過
程を経て、最終的に明瞭なパターンを獲得する。血管リモデリングには血流刺激が必要なことは古くから知られ
ていたが、そのしくみはほとんどわかっていない。本研究では、血管リモデリングを支える細胞挙動とその制御
機構の理解に向けて、新規実験系を確立した。２次平面上でリモデリングが進行するトリ胚卵黄動脈をモデル系
として、血流速度が内皮細胞の挙動変化に密接に関係していることを見出した。そこで、生体内微小環境におけ
る血流の定量化法を開発したところ、血管リモデリングの過程で、微小環境血流が刻々と変化する様子を捉える
ことができた。

研究成果の概要（英文）：When the initial vascular network is formed during embryogenesis, primitive 
vascular plexus undergoes remodeling. Although it has been known that blood flow is important for 
the vascular remodeling, how the remodeling proceeds remained poorly known. In this study, toward 
understanding these mechanisms, we aimed at establishing a novel experimental system in which the 
blood flow and behaviors of endothelial cells were quantitatively measured in vivo. Using vitelline 
arteries that undergo massive remodeling in a 2-D structure of early chicken embryos, we succeeded 
in live imaging of remodeling vasculature. When we artificially stopped/attenuated the blood flow 
leaving the hear beat unaffected, the remodeling of vitelline artery was compromised. EGFP-labeled 
endothelial cells displayed dynamic behavior that was dependent on the blood flow. Dynamics of blood
 flow in micro-environment were also measured, providing a system in which vascular remodeling can 
be analyzed at the cellular level.

研究分野： 発生生物学、細胞生物学、分子生物学、血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
  血管リモデリングの過程では、ランダム
に作られた原始血管網から、明瞭な血管パタ
ーンを作り出すためのダイナミックな形態
変化が起こる。血管リモデリングは、個体発
生や臓器再生、またガン化にも密接に関わっ
ていることから、多くの研究者が注目してい
る課題である。血管リモデリングの進行には
血流刺激が必要であることは古くから知ら
れているが、それが分子・細胞レベルでどの
ような制御を受けているのかという問題は、
ほとんど手つかずのまま残されていた。また、
従来の血管リモデリング研究の多くは、培養
細胞を用いた in vitro 系の解析であり、実際
の生体内でのリモデリングを解析できるモ
デル系は非常に限定的だった。 
 我々はトリ胚を用いて、この問題解決にと
りくんでおり、血流と血管内皮細胞の挙動に
密接な関係があることなどを見出していた。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、血流と血管内皮細胞と
の関係を、細胞動態制御の視点から捉えるた
めに、トリ胚を用いた解析系を最適化し、(1)
胚内血流の局所的操作法、(2)胚内血管内皮細
胞の局所的遺伝子操作法、(3)胚内微小環境に
おける血流変化の定量化法、の開発を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 主にトリ胚を実験材料として用いた。トリ
胚の卵黄動脈は、２次平面上でリモデリング
を起こすために、リモデリング中の内皮細胞
の挙動が高解像度で観察できるなど、他のモ
デル動物にはない利点がある。 
 
４．研究成果 
(1)胚内血流の局所的操作 
 従来、主に哺乳類を用いて行われてきた生
体内血流操作は、主に心臓拍動の抑制等によ
るものであった。しかしこの方法だと、胚全
体の血流が変化するために、結果として血管
ネットワーク全体の形成が激しく損なわれ
るため、「どの血流がどの血管内皮細胞にど
のような影響を及ぼしているのか」という疑
問にはうまく答えることができなかった。 
 そこで本研究ではニワトリ胚を用いて、胚
の片側のみの血流を人工的に操作するなど、
血管や血流の居所操作法を探索した。粘度の
高いグリセロール液を片側の背側大動脈に
微小注入したところ、注入側の血流のみが有
意に低下した（ほぼ停止する例もあった）

（図）。 
 また並行して、目的とする血管のみを局所
的に破壊することで、その周囲の血流を停め
るという方法にも取り組んだ。レーザー照射
によって毒性を示す試薬を胚の片側に注入
し、レーザーを照射したところ、注入側の血
管ネットワーク形成が有意に低下した。 
 

 
(2)胚内血管内皮細胞の局所的遺伝子操作法 
 さまざまに血流操作したときの血管内皮
細胞の挙動を観察するためには、血管内皮細
胞をモザイク状に標識する必要がある（内皮
細胞すべてが一様に標識されると、個々の細
胞挙動の観察は困難である）。従来の血管内
皮細胞特異的なトランスジェニック法は、
Tie2 などの内皮細胞特異的プロモーターに
レポーター遺伝子をつないだトランスジェ
ニックマウスが主流であった。しかしそこで
は、胚内すべての血管がレポーターで標識さ
れるため、我々の目的にはそぐわない。 
 そこで、トリ胚血管を局所的に遺伝子操作
し、内皮細胞の EGFP—モザイク標識を試み
た。目的とする血管にのみ遺伝子を導入する
ために、トリ胚の血流を利用したトランスフ
ェクション法を用いた。他の研究室からのレ
ポートによると、市販の遺伝子導入試薬
（Lipofectamine など）は in vivo 遺伝子導入
には適さないということであったが、我々は
複数の遺伝子導入試薬について、それぞれ異
なる濃度を用いた検定を行った。結果として、
汎用性の高い Lipofectamine2000 が本研究
の目的に使用可能であることがわかった。 
 
(3)胚内微小環境における血流変化の定量化 
 発生中の胚では、血管ネットワークの様子
は刻々と変化する。このとき、血管中の血流
も激しく変化し、これらの変化が血管内皮細
胞の挙動変化を引き起こすと考えられる。し
かしながら、生体内における血流を定量的に



解析する技術はあまり発達していなかった。
そこで本研究では、トリ胚の卵黄動脈付近の
血管内血流の様子をビデオ撮影し、そこに流
れる赤血球細胞の移動速度を、画像操作ソフ
トなどを用いて計算するという方法を導入
した。並行して、蛍光標識したビーズを胚血
管内に注入し、それらの移動の様子のビデオ
撮影も試みた。現在、さまざまな画像ソフト
を試行中であり、今後さらに解像度の高い定
量化にむけた解析を行う予定である。 
 
今後の展望 
 時・空間的に変化する微小血流の速度を生
体内で測定できれば、その速度から “ずり
応力”が計算される。本研究で得られた成果
をさらに発展させることにより、ずり応力が
血管内皮細胞の挙動に与える影響を定量的
に解析できることが期待される。本研究によ
って、「血流の違いが内皮細胞の移動様式の
違いを生み出し、そしてその違いが後の血管
リモデリングという巨視的な形態変化を引
き起こす」というシナリオを、細胞動態とそ
の制御機構の実態をとおして理解する道筋
がつけられたと判断している。 
 このように、血流刺激によってコントロー
ルされる血管リモデリングの基本原理の解
明にむけた挑戦を行い、萌芽的成果が発展し
た本研究は、今後血管やリンパ管などの脈管
系の形成機構の理解や、それらの機能破綻に
よる病気の治療技術の開発に向けて、新たな
道筋を提供できることが期待される。 
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