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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞特異的に内腔膜および細胞間接着を可視化できるトランスジェニックゼブラフ
ィッシュを作製し、生体内ライブイメージングにより血管の管腔形成過程を観察した。その結果、同過程における血流
の役割を見出した。さらに我々は、Hippo pathwayの標的因子であるYAP1が、血管の管腔形成に伴って核外から核内に
移行することを見出し、最終的にはこれが管腔形成後の血流刺激によって制御されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We constructed transgenic zebrafish lines that can label apical membranes and 
cell-cell junctions specifically in endothelial cells. By using these lines, we have revealed that some 
processes of lumen formation are driven by blood flow. In addition, we found that YAP1, a target of the 
Hippo pathway, translocated into the nucleus just after lumen formation. Finally, we have demonstrated 
that YAP1 is regulated by blood flow after lumen formation.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 血管形成
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１．研究開始当初の背景 
血管の主要な役割は、『管』として血液（血

球、栄養因子、老廃物など）の運搬を担うこ
とである。それゆえ、酸素や栄養の需要に応
じて最適な径の内腔を形成することが、機能
的血管の構築には不可欠となる。血管内腔の
形成は、血管内皮細胞が内腔（Apical）側と
側底部側に極性化するところから始まり、続
いて内腔側の細胞外に腔を生成する。そして
最終的に血球が通過可能な大きさにまで内
腔が拡張する。一旦、形成された血管は、血
液が流れることにより、その管構造が維持さ
れると考えられている。しかしながら、生体
内でどのようにしてこの一連の現象が起こ
るのかについては、分子メカニズムは元より
現象自体についても知見が乏しいのが現状
である。さらに、管腔形成を制御するシグナ
ル伝達系や管腔形成に起因する血管内皮細
胞の応答についてもまだまだ不明な点が多
い。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ゼブラフィッシュを用いた生

体内ライブイメージングにより血管の管腔
化の過程を動的に理解することを目指す。さ
らに、それを制御するシグナル伝達系や、管
腔化に起因して内皮細胞がどのように応答
するのかを明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 胚が透明で生きたまま血管を可視化でき
るゼブラフィッシュをモデルとして用いて、
管腔形成の過程を共焦点顕微鏡や多光子励
起顕微鏡を用いて観察した。その前段階とし
て、内腔膜や細胞間接着を蛍光蛋白質で血管
内皮細胞特異的にラベルすることができる
トランスジェニックゼブラフィッシュの作
製を行った。内腔膜をラベルする目的で内腔
膜に局在することがわかっている
podocalyxin-like1 (pdxl1)の全長、および
phospholipase CPLCのPHドメインをクロ
ーニングし、これにmCherryやGFPを繋げて、
血管内皮細胞特異的なプロモーターである
fli1 プロモーターで発現させた。細胞間接着
をラベルする目的で、Claudin-5 および
Pecam-1 の全長をクローニングし、同様に血
管内皮細胞特異的に発現させた。血流の可視
化は量子ドットを心臓にインジェクション
することにより行った。 
 管腔形成に関与するシグナル分子の候補
として、上皮細胞の極性形成に関与する
Hippo 経路に注目し、血管の管腔形成との関
係性を検討した。Hippo pathway の標的因子で
ある転写共役因子 YAP1 は、細胞内での局在
の変化によって、その転写活性化能が制御さ
れていることがわかっている。そこで、
GFP-YAP1 を血管内皮細胞特異的に発現させ
るトランスジェニックゼブラフィッシュを
作製し、その局在（核内もしくは核外）を生
体で観察することで活性化状態をモニター

した。 
 
４．研究成果 
(1) 内腔膜および細胞間接着を可視化でき
るトランスジェニックゼブラフィッシュの
作製 

PLCの PHドメインを発現するトランスジ
ェニックゼブラフィッシュ Tg(fli1:PLC 
-PH-GFP)の発現を検討したところ、血管内皮
細胞の内腔膜が GFP で強くラベルされ、側底
部膜が弱くラベルされることが分かった。一
方で、Tg(fli1-GFP-pdxl1)（GFPはpdxl1の signal 
sequence 直後に付加）を作製し、局在を検討
したところ、血管内皮細胞の内腔膜のみが特
異的にラベルされることが分かった。 

Tg(fli1:Pecam1-GFP)、Tg(fli1:Claudin5-GFP)

を新たに作成し、両者が血管内皮細胞の内腔
膜を特異的にラベルすることを観察した。 
(2) 管腔形成過程の経時観察と、それにお
ける血流の役割 



二光子励起顕微鏡を用いて、管腔が形成さ
れる過程を動的に解析した結果、血管新生で
は最初に複数の両側盲端の管腔が自律的に
形成され、続いて血流と繋がった内腔（開放
端）が抹消（盲端側）に向かって伸長・融合
することで一続きの管腔を形成することを
明らかにした。後者の管腔の伸長および融合
は心拍に起因する血流に依存しており、血流
による方向性を持った力が管腔化の駆動力
となることがわかってきた。管腔形成におい
て、血管内皮細胞がどのようにして血流によ

るメカニカルストレスに応答するのかが今
後の課題である。 

 
 
 

(3) 管腔形成を介した YAP1 の局在制御 
Hippo 経路の標的因子である転写共役因子

YAP1 の活性制御をモニターする目的で、血
管内皮特異的に GFP-YAP1 を発現するトラン
スジェニックフィッシュ Tg(fli1:YAP1)を作
製して解析を行った。本研究では、GFP-YAP1
の局在を生体内で生きたまま観察すること
で、血管における YAP の活性状態を動的に捉
えることに成功した。その結果、GFP-YAP1
が血管管腔化に伴って核内に移行すること、
YAP1 の核局在に管腔形成が必要であること
を見出した。さらに一連の解析から、YAP の
核局在が、管腔化に伴う細胞形態の変化では
なく、血流によるシアストレスによって引き
起こされることを新たに見出した。 
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