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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管が新生される際の細胞動態におけるHLH型転写因子IdとNotchシグナルのク
ロストークの重要性を検討した。培養モデルを用いた4次元動態解析から、VEGF誘導性に血管が新生される際にみられ
る個々の内皮細胞の運動スピードや方向性の変換の制御に、IdとNotchシグナルのクロストークが関連する可能性が示
唆されてきた。しかし、その制御機序として細胞選別現象の関与は否定的であった。さらに、その制御機序を今後検討
する際に有用となる、血管伸長時の細胞動態を表す数理モデルの基礎を構築した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to examine whether or not or how a signal crosstalk between HLH t
ranscriptional factor Id and Notch contributes to the spatio-temporal control of endothelial cell behavior
s during angiogenesis. A 4D analysis using an in vitro angiogenesis model suggested that the crosstalk pos
sibly related to the dynamic regulation of moving speed and direction in individual endothelial cells. How
ever, "cell sorting" phenomenon did not seem to explain the regulatory mechanism. Furthermore, we construc
ted a mathematical model for endothelial cell dynamics driving VEGF-induced vessel elongation, which enabl
es us to further dissect the mechanisms systemically.
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１．研究開始当初の背景 
 血管新生は、個体発生時における血管網の
構築のみならず、成体における生理的・病的
な組織再構築の際にも観察される極めて重
要な生命現象の一つである。近年、血管新生
を標的とした治療が提案され一定程度の成
果は納めている。しかしその成果は十分と言
えず、更なる展開のためには血管新生現象を
より深く理解していく必要がある。 
 
 これまで我々は、血管新生がいかに生じる
か を 検討す る 分子的 切 り口と し て 、
Helix-loop-helix（HLH）型転写因子である
Id に着目して検討を行ってきた。その中で、 
特に Id1 においては、内皮細胞の遊走能や増
殖能を亢進させることで、血管新生促進的に
働くことを見出してきた。しかし、Id1 が血
管新生という一連の多細胞現象の中でどの
ように作用しているのかという詳細は不明
であった。最近、培養細胞を用いた検討によ
り、Id は血管の形態形成や細胞運動に関与す
る Notch シグナルとクロストークすること、
さらに新生血管では、Id の発現レベルは空間
的に様々であることから、血管新生の過程に
おいて Id1 は、Notch シグナルを時空間的に制
御することで樹状構造といった高次形態形成に
関与していることが推測された。 
  
 さらに、最近我々は in vitro の血管新生モデル
において、血管のかたちを作る際の内皮細胞の
4 次元動態を捉えることが出来るようになってき
た。この技術により、血管新生が成立するには、
多細胞運動が重要であり、個々の細胞運動は
非常に動的でかつ不均一であることが見えてき
た。これらのことから、Id と Notch シグナルとのク
ロストークは、血管新生現象の中の個々の細胞
運動を時空間的に制御しているメカニズムの一
つである可能性が想定された。 
 
２．研究の目的 
 in vitro モデルにおけるライブイメージン
グと定量的解析を用いて、血管新生の際の内
皮細胞動態特性を見出す。その特性における
Id-Notch シグナルクロストークとその下流
分子の時空間的な関わりを多細胞運動とい
う観点から解析する。それにより、血管新生
が制御されるメカニズムの一端をこれまで
にない視点から明らかにすることで、血管新
生を包括的に理解するための研究起点を作
ることを目的とする。それを通して、新しい
血管新生療法の開発のための基盤を作る。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro 血管新生モデルにおける内
皮細胞動態解析： マウス胸部大動脈組織片
をタイプ１コラーゲン内で VEGF 存在下に３
次元培養する。培養後４〜６日において、出
芽的に成長し血管様形態を形成する内皮細
胞動態を 4次元イメージングにて捉える。コ
ンピュータ上で細胞を徒手的に追尾後、得ら

れたデータを基に細胞動態の特徴付け、定量
化を行う。また、同解析において分子生物学
的もしくは薬理学的な撹乱を行うことで細
胞動態を制御する分子メカニズムを解析す
る。 
 
（２）培養内皮細胞による細胞選別現象の検
討： アデノウイルスベクターによる遺伝子
過剰発現系や RNAi による遺伝子ノックダウ
ン系を用いて、Id1 を過剰発現させたヒト臍
帯静脈内皮細胞（HUVEC）、Id1 をノックダウ
ンした HUVEC およびそれぞれの対照となる
HUVEC の３群を準備する。それぞれを、様々
な組み合わせで１：１の細胞比でコンフルエ
ントになるように培養皿に播種する。２種の
細胞はそれぞれ Q−dot でマーキングする。２
種の細胞の培養皿上における配置パターン
の時間変化をタイムラプスイメージングで
取得し、細胞選別現象の有無を定量的に解析
する。 
 
（３）数理モデルの構築： in vitro 血管
新生モデルにて得られてくる細胞動態情報
を基に、そこに存在する規則性を抽出し、エ
ージェント・ベース・モデルの枠組みを用い
て数理モデルを構築する。数理モデルによる
シミュレーションとそれに相当する実験結
果を定量的に比較し、構築した数理モデルの
妥当性を検証する。これらの比較の後、必要
であればモデルの再構築や微調整を行い、実
験結果と最も整合性のとれるモデルを得る。
この過程を通して、血管新生を担う多細胞運
動を制御するシステムを解析する。 
 
４．研究成果 
（１）出芽的血管新生により血管構造をつく
る内皮細胞動態と分子の作用点の同定： 血
管新生を担う多細胞運動を様々な指標で定
量評価し、枝が伸びる際に必要な多細胞運動
の特徴とそれを駆動させる分子の作用点を
同定した（図１）。 

 
①

VEGF の作用点 
 最も重要な血管新生因子である VEGF は、
血管構造が伸長する際に、枝の先端を構成す
る血管内皮細胞（チップ細胞）およびその他
の細胞（ストーク細胞）共に血管伸長方向へ
の方向性運動と運動スピードを向上させ、さ
らにチップ細胞においては、細胞外基質内へ
の侵入能も亢進させることで、結果、枝の伸
長を実現していることが統計解析を併用す
ることで分かった。 
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②Dll4/Notch シグナルの作用点 
 Dll4/Notch シグナルは、結果として細胞の
分岐形成を調整し秩序だった合理的な血管
網を構築するために重要であることが知ら
れている。今回、その形態形成の元となる多
細胞動態制御にける重要性を検討した。同シ
グナルを、Dll4 の中和抗体を用いて、また、
γセクレターゼインヒビターによる薬理学
的介入により機能阻害を行った。結果、
Dll4/Notch シグナルは、内皮細胞の運動スピ
ードを抑制し、ストーク細胞の枝の伸長方向
とは反対方向への細胞運動を増加させ、また、
チップ細胞のマトリックスへの侵入能を低
下させる作用を介して、枝の伸長に対しては
抑制的に働いていることが分かった。 
 
 このように分子—細胞−形態レベルと階層
を超えて血管新生メカニズムを解析した例
はなく、血管新生過程を包括的に理解するた
めの重要な一歩となる。これらの結果から、
VEGF の下流分子の一つであると考えられて
いる Id と Notch シグナルのクロストークに
より、血管内皮細胞の運動性（スピードと方
向性）が多細胞集団として時空間的に巧妙に
制御され、秩序ある血管の形がつくられてい
る可能性が高まり、今後その仮説をさらに検
討していく予定である。 
 
（２）Id-Notch クロストークによる内皮細胞
動態制御メカニズムとしての細胞選別現象
の関与の否定： これまでの検討にて、Id1
と Noctch シグナルのクロストークの結果と
して生じる機能下流分子の一つとして
EphrinB2 を同定している（Id1 発現が高いと
EprhinB2 発現は抑制される）。また、Id1 は
内皮細胞の運動方向性の時空間的制御に関
与している可能性があることから、その制御
様式として細胞選別現象を想定しその可能
性を培養細胞のタイムラプスイメージグに
よる動態解析とコンピュータ上の定量解析
にて検討した。Id1 の過剰発現とノックダウ
ンにてId1の発現レベルを恒常的に変化させ
ても、内皮細胞の配置パターンの変化はみら
れなかった。このことから、Id1 と Notch シ
グナルのクロストークによる多細胞動態制
御機構として、細胞選別現象は少なくとも主
たるものではないことが分かった。 
 
 今後、他の方向からのメカニズム解析が必
要となってきた。 
 
（３）多細胞動態に基づく血管伸長の数理モ
デルの構築： 多細胞動態を組織的に制御す
るメカニズムを解析するためには、数理生物
学的手法は有効である。したがって、
Id-Notch シグナルクロストークによる制御
機構を異なる視点で解析するための基礎と
なる、血管新生過程の細胞動態を記述する数
理モデルを構築した。実験で得た細胞動態の

特徴を基に、個々の内皮細胞の運動性（方向
性とスピード）が確率的に変化するモデルを
エージョント・ベース・モデルの枠組みを使
って構築した（図２）。その結果、血管伸長
の際の細胞動態の特徴（チップ細胞の追い越
し現象、細胞の混ざり合い現象、細胞の移動
パターンなど）と血管伸長の程度、さらに
VEGF によるそれらの変化パターンをある一
定程度再現することが出来た。このことから、
血管新生の様式で血管のかたちをつくる際
に見られた一見複雑な細胞動態は、個々の細
胞運動性の確率的変化にてその大枠は説明
できる可能性が出てきた。 
 
 今後、確率論では説明し難い要素を抽出し、
Id1 と Notch シグナルのクロストークによる
決定論的メカニズムの関与について研究を
発展させていく予定である。血管生物学の分
野において、このような分析枠組みで解析し
た例はほぼなく、世界に先駆けた成果である。 
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