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研究成果の概要（和文）：腎臓血管の由来は長く論議されたが、定説は明らかになっていない。これまでangiogenesis
説（血管侵入）とvasculogenesis説(現地形成)があるが、どちらも初期血管の形成に確実な結論を出していない。本研
究は新方法を開発し、発生初期のマウスはE12.375期に背側大血管から後腎への侵入写真を捉らえ、腎血管形成初期にa
ngiogenesisはvasculogenesisより先行したことを明らかにした。また生体外培養と移植実験により、大血管のangioge
nesisにより血管網の完全構築を実証した。これらに成果を生かし血管再生の応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：How blood vessel originated in metanephros is a question discussed for a long time
. Angiogenesis and vasculogenesis are two main hypotheses. The former is related to blood vessel invasion,
 and the latter differentiation of progenitors from mesenchymal cells. However, which one is prerequisite 
to the very early stage has not been clarified.  We developed a method to elucidate temporal angiogenesis 
originated from dorsal aorta and established a method to constitute the blood vessel network by applying t
he angiogenesis.
Using resin combined with ink-template method to inject into umbilical cord, we succeeded in the identific
ation of occurrence time of angiogenesis. In vivo transplantation subsequent to in vitro culture, we succe
eded in generation of a full blood vessel network in kidney. These techniques are useful to both kidney an
d other organs. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

腎臓は再生医学においてやや出遅れて

いる印象のある臓器である。血管網に絡んで

いる腎臓糸球体や尿細管は ES、iPS 細胞に

よる再生医療も及ばない複雑な臓器であり、

その再生に必要なキーファクターの一つは

複雑な血管系の構築・再生である。ゆえに腎

組織の再生には、血管ネットワーク形成過程

の論理立てが必要である。腎血管系は大血管

と糸球体毛細血管及び尿細管周囲毛細血管

から構成される。腎血管の発生機構には二つ

の論説がある。一つは背側大動脈である外部

血管が発生期腎臓（後腎）に侵入し腎血管を

形成していく angiogenesis 説(外因説)である。

もう一つは糸球体原基周囲の間葉系細胞内

に分化・成熟により腎血管が形成される

vasculogenesis 説(内因説)である。近年の研

究では vasculogenesis は主に糸球体毛細血

管網を作る経路であると報告されていたが、

発生腎の大血管形成に関する報告は少ない。

その理由は大血管形成に関連する血管侵入

―angiogenesis―を証明する方法は開発され

ず、直接観測が困 難である。 また、

angiogenesis と vasculogenesis 両者とも染

色データに基づいて報告されたが、決定的な

根拠は明らかになっていない。 

 

２． 研究の目的 

本研究は後腎発生期の血管網形成は

angiogenesis と vasculogenesis の協調的な

作用ではないかと推測し、マウス発生期後腎

を用い、発生初期未解明の angiogenesis の発

生を調べ、特に初期腎臓髄質に生まれた血管

がいつ、どのように分岐、成熟化するのかを

時 空 間 的 に 解 析 し 、 angiogenesis と

vasculogenesisの関連性を明らかにするとと

もに、後腎の血管網構築法を開発することを

目的とする。  

 

３． 研究の方法 

本研究の具体的な実験は下記のステッ

プを踏まえて行われた。 

(1) 新生血管を可視化する方法の開発； 

(2) 後腎発生期における angiogenesis と

vasculogenesis の発生順序の解明； 

(3) angiogenesis の自発性および後腎発生に

及ばす影響の解明； 

(4) angiogenesis を利用する血管網ネットワ

―ク構築法の開発 。 

(1) 新生血管の可視化方法については、①

明視野観察法、②墨注入法、③血管鋳型法、

④蛍光樹脂鋳型法、⑤墨樹脂鋳型法を試みた。

その中、特に血管鋳型法を中核として実験を

繰り返しながら、改良法を考案した。元々、

微小循環系の研究方法は、循環量やその変動

を検討する生理学的方法と脈管の微細構造

などを追究する形態学的方法に大別され、血

管の微細構築に関する研究は後者に属する

ものである。臓器の血管系を立体的に再現す

るために合成樹脂を用いた鋳型法が開発さ

れ、種々の臓器でこれが利用された。本実験

はマウス胎児血管を鋳型にするために、樹脂

(Mercox)と走査型電子顕微鏡を用いて実験

を行った。しかし、血管鋳型樹脂の注入場所

は定められていないため、我々は胎仔心臓、

眼底血管と臍帯血管を検討した。その結果、

一番適切な場所は臍帯血管であることを明

らかにした。本研究は発生腎鋳型血管の作成

は臍帯血管からのアプローチを採用した。ま

た鋳型の確立を実現するため、マウスの発生

期後期を遡って、鋳型形成しやすい後期

E18.5 から中期 E16.5、 E15.5、 E15.0、前期



E13.5、E13.0、E12.5 の血管鋳型を作成・観察

した。 

(2) 後腎発生期における angiogenesis と

vasculogenesisの発生順序の解明の必要性で

は、上記開発した墨樹脂法により背側大血管

が後腎に侵入する時期を明らかにしたが、こ

の angiogenesis は 後 腎 内 部 の

vasculogenesis より早く進行しているか、そ

れとも同時に、あるいは遅く進行しているか

はまだ解明されていないのである。本実験は、

後 腎 発 生 期 に お け る angiogenesis と

vasculogenesisの発生順序を解明することを

重点に置く。実験方法としては、血管細胞を

形成する各時期の遺伝子マーカーを用い、

RT-PCR 法 で 解 析 し た 。 本 実 験 は 、

hemangioblast血管芽細胞期マーカーである

brachyury、血管内皮前駆細胞のマーカー

c-kit を血管内皮細胞形成前の初期マーカー

として使用した。血管内皮新生の初期、中期、

後期マーカーとして Flk1、Flt1、Tie2 を其々

使用した。また、PECAM-1 を成熟血管組織

マーカーとして使用した。使用後腎組織は

E10.5, E11.5, E12.5, E13.5 の後腎である。 

(3) angiogenesis の自発性および後腎発

生に及ばす影響の解明の必要性では、上記背

側大血管が発生初期に後腎内部に侵入する

ことを明らかにしたものの、angiogenesis は

果たして生体内で自然に発生するかどうか

はまだはっきりされていないからである。実

験は E11.5 のマウス胎児後腎を用い、アダル

トマウスの大腿血管に移植した。また、胎盤

膜を用い、後腎の上にカーバーし、後腎を固

定した。移植 9 日後、大腿血管から後腎への

新たな血管を形成し、後腎内部への侵入を明

視野顕微鏡で観察した。 

(4) angiogenesis を利用する血管網ネッ

トワーク構築法の開発については、まず in 

vitro の血管新生培養系の構築を試みた。培養

条件は高価な外的因子（サイトカイン）等の

添加を避け、安価な物理条件を中心とする設

計に工夫した。試行錯誤した結果、網状グリ

ッドとポリカボンネット膜の併用および気

液相の培養条件のみで、7-９日間の培養期間

後、後腎内の微小血管の出現を観察した。 

 

４． 研究成果 

(1)の結果において、E18.5からE13.0までの

血管網は明白に観察された。発生後期のE18.5

は血管網の形成や糸球体の形成過程や糸球体

の成熟の確認が得られた。派生中期のE16.5、

E15.5、E15.0では分岐した血管の伸展および

さらなる分岐が観察された 。発生前期E13.5

の血管は後腎を覆うように形成されが、発生

初期E13.0の鋳型では、一本の血管から三本に

分岐したことを確認した。しかし、その前の

時期E12.5の後腎血管がSEMにて観測できな

かった。その理由は血管鋳型樹脂の粘性

(15~20cp)が血液粘性の3cpより５倍以上高い

ため、腎内に侵入入した小血管への樹脂注入

は不可能であった。そこで試行錯誤で改良法

を試みた。見出した方法は低い粘性かつ観察

しやすいFITC蛍光色素と鋳型剤を混ぜ、臍帯

血管から注入した方法である。また、３次元

立体臓器の深部を観察しやいため、生体試料

を透明化するscaleAを導入し、１週間浸した

後、蛍光顕微鏡にて観測を行った。その結果、

E12.625の胎児の全体の蛍光イメージングが

捉えた。しかし、後腎内部の微小血管の観測

ができなかった。その理由は、肝臓に重なる

部位が観察し難いだけではなく、鋳型血管も

脆いことが分かった。次の改良法としては、

強い蛍光色素の代わりに、明視野顕微鏡でも



観察できる墨を使用して、鋳型樹脂の粘性を

下げながらscaleAを併用する方法を開発した。

この方法により、E12.375の胎児腎臓に背側大

血管の最初侵入様子の観察に成功した。

Angiogenesisにより胎盤からの栄養、酸素や成

長因子が早期に流入することにより後腎全体

の成長を早期に促すことができることが示唆

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 墨樹脂鋳型の血管侵入観察 

(2) RT-PCR の結果では、血管芽細胞マーカ

ーであるbrachyuryがE13.5期に顕著に上昇

したが、血管内皮前駆細胞マーカーの c-kit

はまだ弱く発現されている。一方、血管成熟

マーカーであるPECAM-1はE12.5期に強く

発現した。これは発生初期の後腎内部のメサ

ンカイマーが血管前駆細胞に分化する前、既

に成熟血管が後腎に存在することを示唆し

た。また、血管内皮細胞新生因子の Flk1、

Flt1、Tie2 の発現は E12.5 期ではなく、一日

遅れてE13.5期になってからようやく観察で

きる程度で発現したことも分かった。これら

の遺伝子発現解析結果から、E10.5~E12.5 期

間における腎血管形成は angiogenesis の働

きを中心に起き、E13.5 からは angiogenesis

と vasculogenesis 両方が協調しながら起き

ることが示唆された。E12.5 期で強発現した

PECAM-1 は、E12.5 期に背側大血管は既に

後腎に侵入したことを示唆した。このことは

墨樹脂法で観察した現象を裏つけた。また、

angiogenesis の起源は背側大血管から後腎

内部への侵入を解明しただけではなく、

angiogenesis は vasculogenesis より早期に

進行することも示唆された。  

 

 

 

 

図２ RT-PCR による angiogenesis 

と vasculogenesis の比較 

(3) 移植結果では、移植された後腎部位に、

大腿血管が顕著に伸展・分岐だけではなく、

後腎内部に小血管が現れたことも確認した。

また、移植前の腎臓に比べ、移植後の後腎は

数倍も大きくなったことが明らかになった。

一方、何も移植していない大腿血管は新たな

伸展・分岐が観察されていない。また、大腿

部位から摘出した後腎では管腔が繋がって

いることも観察された。これらの結果により、

大血管は近辺に存在する後腎に向かって自

発的に angiogenesis を生じることが明らか

になった。また angiogenesis 由来の大血管侵

入は後腎小血管の派生と管腔形成に関与す

ることが明らかになった。 

 

 

 

図３ Angiogenesis の自発性の証明 

背側大血管 

後腎 



 (4) in vitro の培養結果では、試料のホール

マウト及び切片の免疫染色にて微小血管網

の新生が認められた。しかし、殆どの微小血

管は無秩序に配列し、大血管の形成が認めら

れなかった。そこで、上記 (3)で得られた

angiogenesis の知見を導入し、生体内の大血

管を利用して、上記の in vitro 条件で３日間

培養した後腎をマウス大腿血管に移植した。

9 日後移植腎を明視野顕微鏡と共焦点顕微鏡

を用い、大小血管を包括する複雑系血管ネッ

トワークが認められた。また、大血管は

angiogenesis 由来するものも実証した。in 

vitro 培養系で vasculogenesis により生じた

微小血管網に比べ、angiogenesis を導入した

後腎の血管数がはるかに多いし、腎臓も赤色

を呈した。これらの結果により、複雑血管網

の構築は angiogenesis の利用でようやく実

現されると考えられる。 

 

図４ 血管ネットワークの構築 

 

以上(1), (2), (3), (4)の結果をまとめると、

発生期腎臓において vasculogenesis と

angiogenesis の血管形成によって血管網が

構築される。vasculogenesis の研究は世界で

多くの報告があるが、angiogenesis に対する

報告は僅かである。本研究は、腎臓外に存在

する背側大動脈から腎血管網が形成される

か(angiogenesis)という血管の由来に関する

研究とそれらによって後腎内部の血管変化

および実用的な血管構築に関する研究に焦

点を当てた。本研究の結果から下記の知見が

得られた。 

明視野及び墨注入法の結果では、マウス

E13.0 までの後腎血管を観察できたが、それ

以前の時期の angiogenesis が実証できない

ため、血管鋳型法で検証し、さらに、粘性の

低い蛍光色素と墨を採用し、新たな鋳型剤を

作成し、簡易な観察法を開発した。その結果、

マウスに背側大血管が後腎へ侵入するイメ

ージングを初めて捉えた。また、angiogenesis

と vasculogenesis の発生時期の前後におい

て、血管発生各期のマーカーを活用し RT- 

PCR で解析したところ、vasculogenesis 説の

血管発生初期段階で、成熟血管のマーカーが

既に大量発現したことを突き止め、単純な内

因説の vasculogenesis が成り立たないと共

に、背側大血管からの血管侵入（外因説

angiogenesis）が先導的に発生することを実

証した。また移植実験により、大血管が自発

的に周辺の発生臓器に侵入・分岐する

angiogenesis を起こす知見をえられた。これ

らの知見に基づき、in vitro 培養法と in vivo

移植法の併用により、通常構築できていない

大小血管網を包括的な構築法を実現した。本

研究で開発した新生血管のイメージング法

と後腎内血管ネットワークの構築法は、腎臓

のみならず、他臓器の血管新生・再生にも有

用になると考えられる。 
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