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研究成果の概要（和文）：頭部の脈管形成を担う3つの血管芽細胞集団の，吻端のものはHey2を発現し，眼胞後方外側
のものはFlt4を発現する．一方，吻側と眼胞後方の細胞塊の正中部ではShhの発現が確認されたが，その発現部位は，H
ey2陽性細胞がFlt4陽性細胞に比較して近傍にあり，動静脈分化にShhの影響が示唆された．また，どの細胞塊からどの
血管が派生するかを追跡できるムービーを作成した結果，頭部の基本的血管系は，眼動脈，原始前脳動脈，中脳動脈，
原始内頚動脈の先端部分に派生する吻側の細胞塊と， PHBCを経て，脳底部の前方で原始動脈輪と後脳動脈を，後方で
脳底動脈を形成する後脳外側の細胞塊から構成されることが確認された． 

研究成果の概要（英文）：The cranial vascular system of zebrafish was composed of three clusters of the fli
1 positive angioblasts, of which the first cluster recognized as lateral dorsal artery or primitive intern
al carotid artery, and the second cluster assembling at the rostral-internal region to the optic capsule, 
and the third cluster arising among the lateral-ventral wall of hindbrain. The rostral and caudal clusters
 of arterial origins express the arterial maker hey 2, while the clusters arising among the lateral-ventra
l wall of hindbrain express the venous maker flt4. Shh was expressed in the adjacent region of arterial an
gioblast-clusters, which are suggested to determine arterial endothelial fate. Time-lapse movies imaging t
he arterial-venous differentiation also revealed that the branches of intercarotid artery are originated b
y arterial angioblast clusters at the rostral, and the branches of vertebral-basilar artery are derived fr
om the venous angioblast clusters arising among the  hindbrain. 
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１．研究開始当初の背景 

初期脈管系の形成過程は，長らく Evans

のネットワークモデル：「原始血管細胞によ

り網目が形成され，flow dynamics により複

数の血管路から本流が決定される」（Evans 

Manual of Human Embryology, 1912）が信

じられてきた．しかし，我々はゼブラフィッ

シュTg(fli1;EGFP)y1のライブイメージング

により，胚の体幹部分では大血管の脈管形成

（ vasculogensis ） 後 の 血 管 新 生

（angiogenesis）は，「網目を形成することな

く，遺伝的なプログラミングにより時間空間

的に規定されており，血流が生じる前に血管

路は形成される」との結論を得た(Isogai et al. 

Dev Biol.230:278-301, 2001； Development 

130:5281-5290, 2003）． 

一方，我々は，眼胞予定部位の吻側壁と後

脳の外側壁に，頭部の脈管形成の母地として

血管芽細胞の細胞塊が生じることを発見し

（図 1），吻側の細胞塊は，動脈性の cranial 

division of the internal carotid artery 

(CrDI) と caudal division of the internal 

carotid artery (CaDI))に成長するという知

見を得た．このことは，原始内頚動脈 

(primitive internal carotid artery (PICA)) 

が前脳に達する以前に頭部の動脈の発生母

地が存在すること意味し，現在の脈管形成の

常識を覆すものである．また，後方の細胞塊

は静脈性の primordial hindbrain channel 

(PHBC)に成長したが，その後，両側の PHBC

は，尾側に伸長しながら，脳幹底部の内側中

央に向かって，

はしご状に発

芽血管が伸長

し，それらが

中央で連結し

て，脳底動脈

(BA)を形成し

た． 

頭部の血液

循環は，内頚

動脈と椎骨動

脈から連なる

脳底動脈の二

系統から成り

立つが，両系

統が構成する

動脈輪の基本

構築は，魚類

から哺乳類ま

で種を超えて

広く脊椎動物

で保存されている．しかし，この保存的で恒

常的な脳血管系の発生過程の詳細は長らく

不明のままであり，その最も初期の血管発生

は，「脳表面に動静脈の区別のない血管内皮

のメッシュが広がる」とされている（Streeter 

Am J Anat 18, 1915）． 

ゼブラフィッシュをモデルにした観察か

らは，頭部の特異的な脈管形成と血管新生過

程の存在が示唆されており，且つ，計画的な

血管系構築の機構の存在が予想された．この

ような頭部の初期血管系の構築の階層的な

分子機構を明らかにすることで，脳を含めた

頭部形成研究分野に新たな領域を開く可能

性がある． 

 

２．研究の目的 

発生学の教科書では脈管形成は，胚の側板

の臓側中胚葉から血管芽細胞が生まれ，やが

てそれが，胚盤の全域に広がる血管芽細胞叢

と呼ばれる網状構造が形成されるまでをい

う．しかし，卵黄嚢以外で血管芽細胞叢の網

目の実体は捉えられていない．例えば，体幹

部の背側大動脈は，脊索の直下に血管芽細胞

の集団が発生し，融合することで形成される．

また，背側大動脈の形成にやや遅れて，その

腹側に後主静脈が形成されるが，この時，内

腔には胚性血球細胞も同時に発生する．この

ような体幹部の大動脈と大静脈の発生の分

子機構は，ゼブラフィッシュを用いた研究か

ら，Shh と Notch の関与が考えられている．

すなわち，脊索から分泌される Shh が体節の

細胞に vegf を誘導させ，その濃度勾配により，

血管芽細胞への Notch シグナルの有無が生

じ，動静脈決定がなされるとの説がある

（Lowson & Weinstain. Nature Rev Genet 

3, 2002）． 

一方，我々は，ゼブラフィッシュでこの背

側大動脈・主静脈の形成とは独立して，脳血

管系の脈管形成が起こることを発見した．す

なわち，原始内頸動脈が到達する以前に，少

なくとも二つの血管芽細胞集団が，頭部に発

生し，そこから規則性のある血管新生により，

統合され機能的な原始血管系が構築される． 

脳の最も初期の血管発生は，Streeter の

説；「脳表面に動静脈の区別のない血管内皮

のメッシュが広がる」が 90 年以上に亘って

信じられてきた． Sabin は，ニワトリ胚を対

象として，前脳と中脳に毛細血管網（叢）を

認め，菱形脳では 1 対の静脈性の Vena 

Capitis medialis (VCM)が前・中脳からの血

液の排出路として初めに生じるとしている

（Sabin Contrib Embryol 18, 1917）．一方， 



 

 

Pagdet は毛細血管網については記載してい

ないが，否定もしていない．吻-尾方向に並走

する PICA と PHBC が最初に認められ， 

PICA からは，前方循環を担う CrDI・CaDI

が出芽して前脳と中脳に枝を伸ばすとして

いる(PHBC の特徴は Sabin の言う VCM に

一致している)．我々の解析では，ゼブラフィ

ッシュのみならず，血流が生じた直後の最も

初期のラットの脳でも，初期脳血管系は

CrDI・CaDI と PHBC から構成され，その

vascular tree は非常に良く似ている．しかし，

同時期には血管芽細胞の網目構造は認めら

れない．したがって，少なくとも，ゼブラフ

ィッシュとラット，そして，Pagdet の説に

よれば，ヒトの解析からも，「初期の基本血

管系は CrDI・CaDI と PHBC から構成され

るが，これらは網目構造を経ずに構築され

る」との仮説に至る． 

本研究では，血管形成の研究に有用なゼブ

ラフィッシュをモデルとし，初期脳血管系の

構築過程を俯瞰し，その分子機構を明らかに

する．まず，脳特異的な脈管形成の本体とな

る二つの脳血管芽細胞塊の細胞特性を明ら

かにし，脈管形成の分子機構を解析する．ま

た，この細胞塊の動静脈の運命決定機構を明

らかにする．さらに，これら動・静脈が連結

し，初期血管系の基本的な構築がなされる階

層性の詳細な形態学的観察と分子機構につ

いて解析する． 

 

３．研究の方法 

血管内皮細胞特異的に EGFP を発現させた
二系統のトランスジェニック・ゼブラフィッ
シュ（Tg(fli1;EGFP)y1 ，Tg(flk1;EGFP)）
を用いて，受精後 72 時間までの初期脳血管
系構築の全過程を二光子顕微鏡でライブイ
メージングし，タイムラプスムービーを作成
した．同時に，走査電子顕微鏡撮影，組織標
本の再構成を行ない，初期血管系の基本的な
構築がなされる階層性の詳細と細胞特性を
解析した．また，in situ hybridazation 法に
より，脈管形成と血管新生の領域に一致して
発現する脈管マーカー遺伝子のスクリーニ
ングを行った．さらに morphorino を用いて
機能解析を行い，脳血管系構築の責任遺伝子
を同定した．  

 
４．研究成果 

ゼブラフィッシュの 12 体節期（受精後 15

時間）の胚の動脈と静脈のマーカー遺伝子の

発現を，in situ hybridazation 法により，確

認したところ，吻端と眼胞後方腹側の細胞塊

に一致して Hey2 の発現が確認され，眼胞後

方外側の細胞塊は Flt4 の発現が確認された．

また，これら細胞塊が発生する吻側と眼胞後

方の正中部では両側性に Shh の発現が確認

された．Shh の発現部位は，吻側に出現する

Hey2 陽性細胞の近傍であり，眼胞後方外側

の Flt4 陽性細胞からは離れていた． 

一方，血管内皮細胞の EGFP 発現トランス

ジェニック・ゼブラフィッシュのタイムラプ

スイメージングによって得られた画像を視

覚的に理解するため，観察時間中に完成され

た血管より，血管芽細胞塊に戻るまで，発生

過程の時間を遡りつつ，同一の細胞塊由来の

血管細胞を色分けした．これにより，それぞ

れどの細胞塊からどの血管が派生するかを

追跡できるムービーを作成した．その結果，

どの系統の血管が動脈になるのか，静脈にな

るかを判別できるようになり，当初，前脳と

後脳の腹側に認められた EGFP 陽性細胞塊

のうち，後脳の腹側の細胞塊は，眼胞後方の

外側の細胞塊と腹側の細胞塊との 2つの系統

の細胞に分けられることが明らかになった． 

すなわち，  頭部の血管形成は，受精後

14-16 時間に，胚の吻端と眼胞の後方と，後

脳の側腹部に EGFP 陽性の血管芽細胞塊が

出現することから始まるが，脳底動脈を除く

頭部の動脈系は吻端の細胞塊から，静脈系は

眼胞後方の外側の細胞塊に由来する． 

それぞれの細胞塊から血管芽細胞が遊走

伸展し，時間の経過とともに隣り合う細胞が

結合して管状の細胞索を形成し，24 時間まで

に，吻側の前脳の細胞塊からは眼動脈，原始

前脳動脈，中脳動脈，原始内頚動脈の先端部

分が形成された．一方，後脳の細胞塊からは，

PHBC を経て，脳底部の前方では原始動脈輪，

後脳動脈，後方では脳底動脈の形成過程が観

察された．眼胞後方の腹側に出現する動脈系

の細胞塊からは原始内頸動脈, 鰓弓動脈, 外

背側大動脈が発生した（図 2）． 

 
後脳の側腹部の血管芽細胞塊は，当初，静

脈性の遺伝子を発現しており，形態学的にも

静脈性のものが動脈性に転換することが明



 

 

らかになった．また，前脳および後脳の遺伝

子の血管芽細胞の出現領域に発現する血管

形成に関わる複数の遺伝子を特定できた．現

在，これらの遺伝子と脳の血管系の階層化に

ついて，関連を解析中である． 

Hey2 と flt4 を発現する二つの細胞塊と

Shh の発現する領域との位置関係は，体幹部

の大動脈と大静脈の関係に似ており，脊索の

直接的な作用を考えにくい前脳領域でも，ご

く初期の段階で，体幹部と同様な動・静脈の

運命決定がなされている可能性が疑われた．  
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