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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゼブラフィッシュ頭部の血管形成において血流依存的に血管新生および
血管リモデリングが起こることを見出した。同部位では、血流依存的にカルシウム応答が起こっており、この応
答にVEGFA/VEGFR2シグナルが関与することも明らかにした。本研究では、高時間分解能かつ高精細なカルシウム
イメージングにより、血流に対する内皮細胞応答および応答の強さをリアルタイムに検出することで、血流依存
的な血管新生の一端を解明した。さらに、蛍光ライブイメージング観察により、血流依存的な血管形成過程にケ
モカインやマクロファージが関与することを見出しており、血流依存的な血管形成メカニズムの解明へと繋がる
成果を得た。

研究成果の概要（英文）：We examined where and how blood flow controls vascular formation and found 
that blood flow regulates angiogenesis and vascular remodeling especially in the head region of 
zebrafish. We found that intracellular Ca2+ oscillations occur in endothelial cells in response to 
flow. These Ca2+ responses are also regulated by VEGFA/VEGFR2 signaling. Our time-lapse Ca2+ imaging
 in high spatial and time resolution has succeeded in visualizing endothelial responses to blood 
flow thereby revealed the mode of angiogenesis regulated by blood flow. In addition, we have 
visualized the involvement of chemokine signaling and macrophages in vascular development in the 
brain central arteries. Thus, our results will lead to understanding the mechanisms how blood flow 
regulates vascular formation in vivo.

研究分野：血管生物学

キーワード： 血管形成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血流による機械的刺激が生体の血管形成をどのように制御しているのかについては未解明な部分が多い。本研究
では血流に対する応答を生きたまま観察することに成功しており、血流依存的な血管新生および血管リモデリン
グに際して、内皮細胞がいつ、どこで、血流に応答しているのかを明らかにした点で、高い学術的意義を有す
る。また、血流によるメカニカルファクターは、動脈硬化をはじめとする成人病の種々の病態とも深く関わるこ
とから、様々なパターンの血流に対する血管内皮細胞の応答を理解することは、血管を主因とする様々な疾患機
序の解明や治療に繋がる社会的意義のある研究と言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

血管の主要な役割は、管として酸素や栄養分をくまなく組織に送り届け、廃要物を回収する

ことである。このための血管ネットワークの形成は、主に既存の血管から新たな血管が出芽す

る血管新生と至適構造形成のためのリモデリングにより担われている。後者は、できるだけ最

小限の血管で酸素や栄養の供給を行うため、形成後の余剰な血管が剪定され、血管内腔の増減

まで調節する機構である (Lucitti et al, Development 134: 3317-3326 (2007), Chen et al, PLoS. Biol. 10: 

e1001374 (2012))。これらの血管新生やリモデリングには、血流による機械的刺激に内皮細胞が

応答することが重要であると考えられている。血流による機械的刺激は、流れと平行の向きに

働く摩擦力であるシアストレス’と、心臓の拍動に応じて法線方向に働く力である’進展刺激’に

大別される。これらの力のうちシアストレスについては、主に培養細胞を使った研究により分

子メカニズムまで詳細に調べられているが(Ando and Yamamoto, Cardiovasc. Res. 99: 260-268 

(2013))、生体の血管で流れ刺激がどのように血管新生やリモデリングを制御しているのかにつ

いては、未解明な点が多かった。 

血管新生やリモデリングの制御機構として血管内皮増殖因子VEGFA (vascular endothelial growth 

factor A)と、その受容体であるVEGFR2を介したシグナルが重要であることがよく知られている。特

に血管新生では、VEGFAに応答したVEGFR2シグナルは血管内皮細胞の出芽や移動、増殖などの生

体反応を惹起することで、血管新生で中心的な役割を果たすことがわかっている(Gerhardt et al, J. Cell 

Biol. 161: 1163-1177 (2003))。一方で、血管形成後の血管では、VEGFAが細胞間接着の弛緩などを介し

て血管透過性の亢進を引き起すことが知られていることから、リモデリングでも同シグナルが機能し

ていることが考えられる(Olsson et al, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 7: 359-371 (2006))。しかし、管化した血管

での血流による機械的刺激とVEGFR2シグナルの関係性については、あまりよくわかっていない。

加えて、血流依存的な生体応答（血管新生・リモデリングなど）において VEGFR2がどのよう

な役割を持つのかについては、ほとんど理解が進んでいないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ゼブラフィッシュをモデルとした生体蛍光イメージング技術を用いることで、

血流によるメカニカルストレスが、血管新生や血管のリモデリングをどのように制御している

のかを明らかにすることを目的としている。特に、血流によるメカニカルストレスが、

VEGF/VEGFR2シグナルとどのように協調して細胞動態を制御するのかに着目して研究を進め

ている。 

 

３．研究の方法 

血流依存的な血管新生・リモデリングを動的なまま捉えるためには高い時空間分解能での観察が必要

となる。そのために、血管動態や血行動態を生きたまま可視化することができるゼブラフィッシュをモ

デル動物として用いた。血管の観察には、内皮細胞を EGFPでラベルするトランスジェニックゼブ

ラフィッシュ(TG)である Tg(kdrl:EGFP)を、血行動態の観察には赤血球をラベルできる

Tg(gata1:DsRed)を用い、スピニングディスク型およびライトシート型共焦点顕微鏡を用いた高

速度でのタイムラプス解析を行った。さらに必要に応じて内皮細胞特異的に細胞内構造・細胞

応答を可視化できるトランスジェニックゼブラフィッシュを適宜樹立している。本研究では、

最先端のプローブ技術と顕微鏡を用いた高い時空間分解能での観察を行うことにより、血流、内皮細胞

応答（細胞内Ca2+変動）、内皮細胞の形態変化の三者を生きた状態で観察している。そのために、蛍光

Ca2+プローブであるGCaMP7a(GFP-based Ca calmodulin probe)を内皮細胞特異的に発現するトランスジェ



ニックフィッシュを新たに樹立し、細胞内シグナル伝達のセカンドメッセンジャーでもある細胞内Ca2+

上昇を機械的刺激の入力を検出するための手段として用いた。 

 

４．研究成果 

本研究ではまず、血流依存的な血管新生・血管リモデリング過程が再現的に観察される部位

の同定を試みた。ゼブラフィッシュ胚は、心拍および血流が停止している状態でも、外から酸

素を取り込むことで長時間生存できるという特徴を持っている。そこで、この特徴を生かして

発生途中で薬剤処理により心拍を停止させ、血流を止めた際の影響を解析したところ、頭部の

血管形成過程において血流依存的に血管新生およびリモデリングが起こることを見出した。 

ここで観察された血流依存的な血管新生は、VEGF受容体の阻害剤によって抑制されたこと

から、この過程がVEGF受容体の活性に依存することが明らかになった。以前我々は、細胞内

カルシウムの上昇が、血管新生過程でのVEGFR2活性化の間接的な指標となることを見出した

(*Yokota and *Nakajima et al, (*equal first author) Elife 4: e08817 (2015))。そこで、GCaMP7aを内皮細胞

特異的に発現させ、低ノイズで内皮細胞内の細胞内Ca2+変動を可視化できるトランスジェニック

ゼブラフィッシュであるTg(kdrl:GCaMP7a)を新たに樹立し、スピニングディスク型共焦点顕微

鏡およびライトシート顕微鏡もちいた高時間分解能での観察を行ったところ、血流依存的な血

管新生部位で細胞内カルシウム（濃度）の持続的なオシレーションが起こることが分かった。

このカルシウム応答は、血流を停止させると起きなくなったことから、血管新生部位における

内皮細胞が実際に血流に応答していることを突き止めた。さらに、検出されたカルシウムのオ

シレーションがVEGFR2の活性化を反映しているのかどうかを検討するために、VEGFR2の阻

害剤で処理したところ、細胞内カルシウムの上昇が顕著に抑制されることから、カルシウム濃

度の上昇がVEGFR2の活性化を反映している可能性が強く示唆された。現在、TALENによるゲ

ノム編集を用いてVEGFR2を内皮細胞特異的に任意の時期に機能阻害するためのコンディショ

ナルノックアウト(cKO)フィッシュの作製や、光によって部位特異的かつ時期特異的にVEGFR2

を活性化できるランスジェニックゼブラフィッシュの作製に着手しており、それらを用いて今

後、VEGFR2の役割をさらに詳細に検討する。さらに、血流依存的な血管新生・血管リモデリ

ング過程をVEGFA/VEGFR2シグナルがどのように時空間的に制御するのか解析するため、

VEGFAの発現細胞を生きたまま可視化できるBACトランスジェニックTgBAC(vegfaa:dEGFP)の

作製に成功した。それにより血管内皮細胞の近傍に存在する極性上皮細胞がVEGFAを発現して

いることを新たに見出した。これらの結果は、VEGFAと血流による機械的刺激が、協調的に血

管新生を制御することを示唆しており、細胞内カルシウムの上昇がその制御下で働くことが明

らかになった。さらに、血管内皮細胞と極性上皮細胞の同時イメージングを実施したところ、

両細胞の協調的作用によって、血管新生と組織構築が連動して起こるという新たな現象を見出

しており、今後のさらなる解析により、血管研究の新たなブレイクスルーに繋がる研究へと発

展することが期待される。 

血管のリモデリングについては、ゼブラフィッシュ脳底動脈の血管ネットワーク形成に着目

した。同血管のネットワーク形成時には、血管新生と血管剪定が共に観察されており、血流に応

じた血管リモデリングの検出に適していることがわかった。本研究では、血流依存的な血管リモ

デリングに重要なファクターを探索するために、阻害剤処理を網羅的に行ったところ、VEGFR2

シグナルに加え、ケモカインシグナルが関与することを新たに見出した。さらに、血管リモデリ

ングにおけるカルシウムイメージングを行うことで、血管リモデリングの際にマクロファージ

を介して特徴的なカルシウム応答が起きることを新たに見出しており、血流に応答してマクロ



ファージが血管内皮細胞動態を制御する可能性が示唆された。 

 このように本研究では、血流依存的な血管新生と血管リモデリングを血管内皮細胞の応答と

共に生きたまま動的に捉えることで、これまで明らかにされていなかった新たな現象やメカニ

ズムの解明に至っており、更に新たな展開に繋がる新規知見も得ることができた。 
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