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研究成果の概要（和文）：血管系は決まったタイムコースに従い、安定した形態を構築するが、関与する遺伝子群は十
分に明らかになっていない。我々は、ETSrp遺伝子の発現を抑制したゼブラフィッシュ胚を用いて、遺伝子発現変動を
マイクロアレイ法で解析し、結果1.5倍以上の発現上昇を示した165遺伝子の同定に成功した。32遺伝子に関しては詳細
な発現パターンをZFINデータベース上で確認し、血管形成領域で特異的に発現している11遺伝子を同定した。ほか新た
に68遺伝子を選定し発現パターンを確認し、新規の発現パターンを3遺伝子で得ることに成功した。上記の14遺伝子に
対しては、今後 遺伝子破壊体を作成し、血管形成との関連を解析していく。

研究成果の概要（英文）：Vascular formation progressed with a regular time course to form a uniform structu
re. However the associated genes of vascular morphogenesis are still poorly uncovered. To address this iss
ue, we performed microarray analysis of etsrp/etv2 deficient zebrafish embryos. As a result, we identified
 165 genes that were up-regulated greater than 1.5 fold by silencing etsrp/etv2 expression. Furthermore, w
e analyzed their expression patterns to evaluate whether these genes were associated with the cranial and/
or truncal vascular formation by in silico analysis using ZFIN database, and selected 11 genes which were 
expressed in the specific region associated with the vascular formation. We also performed in situ hybridi
zation for 68 selected genes which precise expression patterns were not obtained, and succeeded to demonst
rate three new expression patterns. We are now planning to knock out these genes using CRISPR/Cas9 system 
to analyze their function for the vascular formation.
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１．研究開始当初の背景 
 
血管系の発生過程は大まかに、脈管形成

(vasculogenesis）と血管新生（angiogenesis）
の二つのプロセスに分けて考えられている
（Risau et al, Nat 386:671-4, 1997）。そして
100 年前に Thoma や Evans により提唱され
た、未分化な血管網の中から血流によって
動･静脈が選択されるというネットワークモ
デルが、初期の動静脈分化を決するメカニズ
ムとして信じられてきた。しかしながら、こ
の説明は 血管系の変異性の説明には適して
いるが、同時に血管系の示す規則性や恒常性
を説明し得ない。このことから 我々は、血
管系を構築する遺伝的に制御されたシステ
ムの存在を想定した。 
 この問題を解決するための材料として、
我々は 全発生過程が顕微鏡下で観察可能な
ゼブラフィッシュ（Danio rerio）に着目した。 
そして Microangiography 法で血管系アトラ
スを完成させ（ Isogai et al. Dev Biol 
230:278-301, 2001）、血管内皮が特異的に蛍
光を発するトランスジェニック・ゼブラフィ
ッシュの系統 Tg(fli1:EGFP)y1 と二光子顕
微鏡によるタイムラプス・イメージング法を
組み合わせて、体幹部での血管系の形成過程
を 明 ら か に し た 。（ Isogai et al. Dev 
130:5281-5290, 2003）。 
そして同様の方法を用い、体幹部とは独立

した脳血管系の初期形成過程に解析を行い、
新しい知見を得ることに成功した。では い
かなるメカニズムによって、血管芽細胞は間
葉系の細胞から分化して機能的な血管系を
構築していくのか。この過程に関与する遺伝
子群の解析は十分に行われていない。そこで
我々は、この初期の血管が細胞分化・動静脈
分化に関与する遺伝子群の同定を目指して、
本研究課題を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 
いかなるメカニズムによって、血管芽細胞

は間葉系の細胞から分化し、動静脈へと分化
し、そして機能的な血管系を構築していくの
か。この問題を解明するために、我々は 血
管芽細胞分化の上流に位置すると考えられ
ている ETSrp/etv2 遺伝子に注目した。この
遺伝子は、2005 年にヘマンジオブラスト（血
球血管芽細胞）を欠失する cloche 遺伝子突然
変異体のマイクロアレイ解析から同定され
た（ Sumanas et al. blood 106:534-541, 
2005）。ETSrp/etv2 遺伝子の morpholino 
antisense oligo（MO）を受精卵に注入し 発
現を抑制して血管系形成への影響を評価し
た結果、12 体節期において fli1 陽性細胞の出
現が一部を除き認められなくなった。すなわ
ち、鰓弓の軟骨を形成する細胞群では fli1 の
発現が維持されていたが、頭部と体幹部で血
管芽細胞へ分化する細胞群では、その発現が

著しく阻害されていた。一方 18体節期では、
頭部・体幹部で血管芽細胞へ分化した細胞が
一部 確認された。すなわち血管芽細胞への
分化は、ETSrp/etv2 遺伝子の発現抑制によ
り著しく阻害されるが、発生がすすむにつれ
て緩やかではあるが再開していることが判
明した。この結果は、ETSrp/etv2 遺伝子が
血管芽細胞の分化に重要な役割を果たして
おり、かつ機能的に補完する因子、あるいは
何らかのフィードバック機構を有している
可能性を示唆していた。 
以上の点を踏まえて、我々は ETSrp/etv2

遺伝子の発現を抑制したゼブラフィッシュ
胚での遺伝子発現変動をマイクロアレイ法
で、血管形成が開始される 12 体節期の胚を
用いて解析した。その結果、1.5 倍以上変動
し再現性（n=2）を示した 466 プローブ配列
（上昇：191、下降：275）の同定に成功した。
発現が下降した遺伝子群には、血管芽細胞で
有意に発現する ETSrp/etv2 の下流に位置す
る遺伝子群が含まれていることが想定され
る。一方、発現の上昇した遺伝子群では、血
管芽細胞への分化を促す血管周囲組織から
の分化誘導因子や、血管芽細胞への分化を阻
害された間葉系の細胞で有意に発現してい
る遺伝子、あるいは ETSrp/etv2 遺伝子の発
現を誘導するフィードバック機構に関与す
る遺伝子が含まれていることが想定された。
これまでETSrp/etv2遺伝子のmRNAを注入
し発現の上昇した遺伝子群（ETSrp/etv2 の
下流遺伝子）の同定を試みた研究結果はいく
つか報告されているが（Wong et al. Dev Dyn 
238:1836-50, 2009：Gomez et al. Plos one 
4:e4994, 2009）、ETSrp/etv2 遺伝子の誘導に
関与するような遺伝子群の解析研究の報告
はいまだなされていない。 
そ こ で 本 研 究 課 題 で は 、 こ れ ら の

ETSrp/etv2 遺伝子の抑制より発現が上昇し
た191プローブ配列を対象に機能解析を行い、
血管芽細胞の in vivo での分化メカニズムに
おいて重要な役割を担う遺伝子の同定、すな
わち血管芽細胞へ分化する手前の間葉系細
胞や血管周囲組織で発現し、ETSrp/etv2 遺
伝子の発現に関与する遺伝子群の探索を行
った。また血管形成関連遺伝子を同定したの
ち、個体内において 1細胞レベルで血管内皮
細胞での遺伝子発現制御を行うことで詳細
な機能解析が可能となる。赤外レーザーを利
用して、個体内において 1 細胞レベルでその
発現を制御可能な方法の開発も併せて行っ
た。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、血管芽細胞の分化メカニズム

の鍵となる遺伝子を発見することを目的と
している。その出発点として、血管芽細胞分
化の上流に位置する ETSrp/etv2 遺伝子の発
現を抑制した際の遺伝子の発現変動をマイ



クロアレイ解析（アジレント社・Agilent 
Zebrafish 44k・1 色蛍光法）した結果、1.5
倍以上 変動し再現性（n=2）を示した 466 プ
ローブ配列（上昇：191、下降：275）を同定
した。これらの遺伝子リストでは、過去に血
管系での発現が報告された遺伝子群（fli1a, 
kdrl, tie1, tie2, scl/tal1, lmo2, itgb1b）
の発現は低下しており、血管系関連遺伝子の
発現変動は的確に評価されていることが確
認された。DNA プローブの塩基配列（60塩基）
や Accession 番号が付記されているこのプ
ローブリストを出発点とし以降の解析を進
めた。 
 
（１）ゼブラフィッシュの Refseq データベ
ースを用いた Blast 解析による annotation
の確定ならびにデータベース上の発現パタ
ーンの取得 

ゼブラフィッシュの Refseq データベース
を用いて Blast 解析（e value:1xe-17）する
ことで、1.5 倍以上の発現上昇を示した 191
のプローブ配列の annotation を確定した。
研究室内のコンピューターにゼブラフィッ
シュの遺伝子情報のデータベースを構築し、
Local blast システムを利用し集約的に解析
した。Annotation が確定した遺伝子に関して
は、ゼブラフィッシュのデータベースである
ZFIN(http://zfin.org/cgi-bin/webdriver?
MIval=aa-ZDB_ home.apg）上に、詳細な発現
パターンの情報があるかを確認した。詳細な
発現パターンが得られた遺伝子に関しては、
すべての画像を取得し、血管形成との関連を、
その発現領域を比較することで検討した。 
 
（２）whole-mount in situ hybridization
法による発現部位の同定 

in silico 解析で annotation が確定し、
ZFIN データベース上に発現パターンを認め
なかった遺伝子を対象に、その遺伝子が血管
で発現しているのか、血管周囲組織で発現し
ているのかを、12 体節期の胚を用いて in 
situ hybridization 法で解析した。解析対象
遺伝子を絞り込む目的でヒト・マウス・メダ
カの遺伝子データベースを用いてtblastx解
析を行い、種間での保存性を検討した。保存
性が確認された遺伝子に対して、その一部を
サブクローニング後、DIG 標識したアンチセ
ンス RNA を合成し、in situ hybridization
法を行い、発現パターンを取得し血管形成と
の関連を検討した。 
 
（３）個体内における 1細胞レベルの遺伝子
発現制御法の開発 
 赤外レーザー照射により局所的に熱応答
を誘導する IR-LEGO 顕微鏡を用いて、内皮細
胞での伝子発現誘導を試みた。内皮細胞を効
率的に同定するために、血管内皮細胞で特異
的 に 蛍光を 発 する遺 伝 子組み 換 え 体
Tg(fli1:nEGFP)y7 を用いた。Heat shock 
protein の発現制御領域に、赤色蛍光

（mCherry）の塩基配列をつなげた遺伝子組
み換え体 Tg(hsp:mCherry)k2を作成し、赤外
レーザーを照射し、熱応答を誘導した。遺伝
子発現の成否は、赤色蛍光の観察により判定
した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）ゼブラフィッシュの Refseq データベ
ースを用いて Blast 解析し annotation を確
定した結果、重複遺伝子が除外され 165 遺伝
子が解析対象として同定された。これらのう
ち 32 遺伝子で、ZFIN データベースに詳細な
発生過程での発現パターンの報告を認めた。
発現パターンと血管形成領域を比較検討し
た結果、血管形成との関連が想定された 11
遺伝子を抽出することに成功した。 
これらの遺伝子群は、１）頭部の血管形成

領域の神経組織や間質に特異的に発現して
いる遺伝子（Tag-7, 339, 366, 206）、２）
脳動脈の形成領域で発現を示す遺伝子
（Tag-260）、３）脳静脈の形成領域に近接し
た神経組織で発現を示す遺伝子（Tag-22, 57）、
４）伸展する血管が接触する脳幹-脊髄の腹
側 領 域 で 特 異 的 な 発 現 を 示 す 遺 伝 子
（Tag-255, 304, 488）、５）脊索で特異的な
発現を示す遺伝子（Tag-352）の 5 パターン
に大きく分類することができた。 

血管形成との関連が想定された発現パターンを示した
遺伝子群の例（画像データは ZFIN より引用）：頭部での
発現（A,B）、動脈（C,D）や静脈（E,F）に一致した発現、
脊髄の腹側に限局した発現（G,H）。 
 
（２）詳細な発現パターンが得られなかった
遺伝子群に対しては、種間の保存性なども考
慮したうえで 68 遺伝子を選定し、遺伝子断
片をベクターにクローニングして、DIG 標識
の RNA プローブを合成した。12 体節期の胚を



用いて whole-mount in situ hybridization
法を行い、発現パターンを確認した。その結
果、前腎管や体節での発現を認めたゼブラフ
ィシュにおける新規の遺伝子発現パターン
を 3 つの遺伝子（Tag-128, 159, 305）で得
ることに成功した。 
 
以上の結果を踏まえて、現在 上記 14 遺伝

子を対象に TALEN 法、あるいは CRISPR/Cas9
法を用いて、遺伝子破壊体の作製を進めてお
り、血管形成との関連の解析を進めている。
これにより、新たな関連遺伝子の同定と動静
脈分化メカニズムの解明へとつながってい
くことが期待される。 
 
（３）IR-LEGO 顕微鏡による 1 細胞レベルで
の血管内皮細胞における遺伝子発現誘導に
成功した。照射条件を最適化することで約
60%の細胞で遺伝子発現が 1 細胞レベルで誘
導された。血管周囲の非特異的な誘導が問題
点として残っており、この改善を進めている。 
また応用例として、標識した細胞の追跡実験
や破壊実験を行い、脳と脊髄をつなぐ第一節
間動脈の役割を明らかにした。以上の結果を、
ATVB に投稿し発表した。 

赤外レーザーによる1細胞レベルでの血管内皮細胞にお
ける遺伝子発現誘導：（A）EGFP、（B）mCherry（赤外レ
ーザー照射により誘導）、（C） 重ね合わせ 
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