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研究成果の概要（和文）：血管は全身の細胞や組織に酸素や栄養を供給する生命維持に必要なライフラインである。本
研究では、全身に血管ネットワークが構築される分子メカニズムを解明するため、臓器の発生や構造がヒトと類似した
ゼブラフィッシュをモデル動物として用い、多次元蛍光生体イメージング解析を行った。その結果、①血管新生過程の
内皮細胞の形態・運動を制御するシグナル伝達系、②血管形成における核転写調節因子&#61538;-cateninの役割、③血
管形成における内皮細胞増殖の役割とその制御機構について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Blood vessel networks running throughout the body carry blood to supply oxygen 
and nutrients to all the cells in the body. In this study, we have investigated the molecular mechanism 
of vascular network formation by performing multidimensional fluorescence live-imaging analyses using 
zebrafish as a model animal. Here, we have clarified 1) the signaling pathways underlying endothelial 
cell morphology and motility during angiogenesis, 2) the role of transcriptional regulator 
&#61538;-catenin in vascular development and 3) the regulatory mechanism of endothelial cell 
proliferation during vascular development.

研究分野：血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
全身に張り巡らされた血管は、胎生期に、血
球・血管前駆細胞から原始血管叢がつくられ
る脈管形成、次いで、既存の血管から内皮細
胞が発芽、分枝し、新たな血管網を構築する
血管新生のプロセスを経て形成される。また、
これらプロセスと平行して、血管の管腔形成、
内皮細胞の動・静脈分化が誘導され、さらに
最終的に壁細胞（ペリサイトや平滑筋細胞）
が血管周囲を被覆することで成熟した機能
的な血管が構築される。我々はこれまで、主
に培養内皮細胞を用いた解析により、血管新
生因子が血管形成を制御する細胞内シグナ
ル伝達系について新たな知見を明らかにし
てきた（Nat. Cell Biol. 2008, J. Biol. Chem. 
2009, J. Biol. Chem. 2011など）。しかし、培養
皿上の内皮細胞と生体内の内皮細胞の形態
は大きく異なっており、生体内で内皮細胞が
血管ネットワークを構築するメカニズムは、
依然として未知のままである。 
  生体では、個々の細胞がダイナミックに、
しかし秩序を持って振る舞うことで、血管系
を含む臓器、組織を形成する。よって、生き
た個体で、個々の細胞の振る舞いとその振る
舞いを司るシグナル伝達系を明らかにでき
れば、血管形成のダイナミズムを解明できる。
これを可能にするのは、近年飛躍的な進歩を
見せる蛍光イメージング技術である。最近、
これまで生化学的にしか知ることのできな
かった分子や細胞の機能情報を、生細胞で可
視化できるようになってきた。また、二光子
励起顕微鏡など顕微鏡技術の進歩により、生
体内の細胞の動きをリアルタイムで観察可
能となった。これら技術を集約し、生きた個
体における内皮細胞の振る舞いや、それを制
御するシグナル伝達経路を明らかにできれ
ば、血管形成のダイナミズムが理解できるだ
けでなく、生物という形がつくられる仕組み
の解明に繋がることが期待される。 
 
２．研究の目的 
血管ネットワークの形成には、血管内皮細胞
の“形態・運動”、“増殖”、“遺伝子発現”とい
った細胞機能が重要である。本研究では、多
次元生体蛍光イメージング技術を駆使して、
生きた個体における血管内皮細胞の“形態・運
動”、“増殖”、“遺伝子発現”を観察し、さらに
これら細胞機能を制御するシグナル分子活
性を可視化することで、血管ネットワーク形
成のダイナミズムの解明を目指した。具体的
には、以下の 3点について解析を行った。 
(1) 血管新生過程の内皮細胞の形態・運動を
制御するシグナル伝達系 

(2) 血管形成における核転写調節因子
-cateninの役割 

(3) 血管形成における内皮細胞増殖の役割
とその制御機構 

 
３．研究の方法 
(1) トランスジェニックゼブラフィッシュ

の樹立 
ゼブラフィッシュを用いた動物実験は、
独立行政法人国立循環器病研究センタ
ーの実験動物委員会での承認を受け、当
センターの動物実験の指針を順守して
実験を遂行した。トランスジェニック
（Tg）ゼブラフィッシュの樹立には、遺
伝研の川上浩一博士らが開発した Tol2
転移システムを用いて樹立した。 

(2) 血管内皮細胞の細胞形態を可視化する
ためのゼブラフィッシュの樹立 
内皮細胞の細胞形態および細胞核を可
視化するため、内皮特異的 flk1あるいは
kdrlプロモーター制御下で膜移行型蛍光
タンパク質（Myr-GFP、Myr-mCherry）
および核移行型蛍光タンパク質
（NLS-Eos、NLS-mCherry）を発現する
Tg フィッシュを樹立した。また、内皮
細胞のアクチン細胞骨格を可視化する
ため、fli1a プロモーター制御下でアクチ
ン可視化プローブ Lifeact-mCherry を発
現する Tgフィッシュを樹立した。 

(3) 内皮細胞における Cdc42 活性を可視化
するためのゼブラフィッシュの樹立 
Gal4/UAS システムを用いて、京都大学
松田道行博士らが開発した Cdc42 活性
を可視化する FRETバイオセンサーを内
皮細胞で発現する Tg フィッシュを樹立
した。具体的には、fli1a プロモーター制
御下で Gal4FF（酵母転写因子 Gal4 の
DNA結合ドメインとVP16由来転写活性
化ドメインの融合タンパク質）を発現し、
Gal4 認識配列である UAS の下流で
Cdc42 FRETバイオセンサーを発現する
Tg フィッシュを樹立した。また、fli1a
プロモーター制御下で Gal4FF を発現す
る Tg フィッシュ胚に、UAS 制御下で
GFP-N-WASP （Cdc42特異的エフェクタ
ーである N-WASP の Cdc42 結合領域と
GFPを融合したタンパク質）を発現する
プラスミドを導入し、内皮細胞における
Cdc42活性を可視化した。 

(4) 内皮細胞における-catenin の転写活性
を可視化するためのゼブラフィッシュ
の樹立 
Gal4 の DNA 結合領域と Tcf の-catenin
結合ドメインの融合タンパク質
Gal4db-TcfC を内皮細胞で特異的に発
現する Tg フィッシュを樹立し（fli1a プ
ロモーター）、さらに UASの下流で GFP
を発現するレポーターフィッシュと交
配することで、内皮細胞における
-catenin の転写活性を特異的に可視化
できるゼブラフィッシュ（EC-cat レポ
ーター）を樹立した。 

(5) 内皮細胞の細胞周期を可視化できるゼ
ブラフィッシュの樹立 
理化学研究所宮脇敦史博士らが開発し
た Fucciは、G1期及び S/G2/M期に特異
的に存在する Cdt1、Gemininを用いて開



発された、細胞周期蛍光バイオセンサー
である。内皮細胞の細胞周期を可視化す
るため、flk1 プロモーター制御下で、
mCherry-Cdt1（G1期細胞をラベル）及び
mVenus-Geminin（S/G2/M 期細胞をラベ
ル）を発現する Tgフィッシュ（EC-Fucci
フィッシュ）を樹立した。 

(6) ゼブラフィッシュ胚の in vivo イメージ
ング解析 
ゼブラフィッシュ胚を 0.016%トリカイ
ンで麻酔し、1%低融点アガロースの入っ
た 35 mm glass-baseディッシュにマウン
トした。ディッシュを 0.016%トリカイン
入り E3 胚培地で満たし、オリンパス
FV1000 共焦点蛍光顕微鏡を用いてイメ
ージング解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 血管新生過程の内皮細胞の形態・運動を
制御するシグナル伝達系（本研究成果は、
2015年 Developmental Cell誌に報告） 
既存の血管から血管枝が発芽・伸長し、新た
な血管網を構築するプロセスを血管新生と
いう。血管新生において、内皮細胞は互いの
接着を弱め、既存の血管から出芽し、さらに
活発に細胞形態を変化させながら遊走する
ことで新たな血管網を形成する。我々は、ゼ
ブラフィッシュの尾側静脈叢（caudal vein 
plexus, 以下 CVP と略す）の形成過程に着目
し、血管新生における内皮細胞の形態、運動
能を制御するシグナル伝達系を解析した。 
  細胞の形態、運動能の制御には、アクチ
ン細胞骨格系が重要である。そこで、まず、
内皮細胞でアクチン可視化プローブ
Lifeact-mCherry を発現する Tg フィッシュを
樹立し、血管新生過程の内皮細胞におけるア
クチン細胞骨格を観察した。CVP形成過程に
おいて血管の伸長端に位置する内皮細胞は、
先導端にアクチン繊維で満たされた糸状仮
足を活発に形成していた。また、アクチン重
合阻害剤の処理により糸状仮足形成を抑制
すると、内皮細胞遊走、CVP形成が阻害され
たことから血管新生における内皮細胞の遊
走には先導端における糸状仮足形成が重要
であることが示された。 
  これまでゼブラフィッシュの CVP の形
成には Bone morphogenetic protein（Bmp）シ
グナルが関与することが報告されている。そ
こで、Bmp シグナルが CVP 形成時における
内皮細胞の糸状仮足形成を制御しているか
検討した。熱ショックプロモーター制御下で
Bmp アンタゴニスト Noggin を全身で過剰発
現すると CVP 形成過程における内皮細胞の
糸状仮足形成が阻害された。逆に、逆に、Bmp2
を全身で過剰発現したところ、CVPより内皮
細胞が糸状仮足を伸ばしながら出芽・遊走し、
異所性の静脈血管が形成された。以上の結果
から、CVP形成における内皮細胞の糸状仮足
形成、血管新生には Bmpシグナルが重要であ
ることが示された。 

  Rhoファミリー低分子量 G蛋白質は、ア
クチン細胞骨格を調節することで細胞形
態・運動を制御する。特に、Rhoファミリー
メンバーのひとつ Cdc42は、糸状仮足の形成
に関与することが知られている。そこで、CVP
形成過程における内皮細胞の糸状仮足形成
に Cdc42が関与するか検討するため、CVP形
成過程の内皮細胞におけるCdc42活性を観察
した。その結果、内皮細胞の先導端に形成さ
れた糸状仮足でCdc42が活性化していること
が分かった。また、モルフォリノオリゴ（MO）
を用いたCdc42発現抑制や内皮細胞における
Cdc42阻害タンパク質 ACK42の発現により、
内皮細胞の糸状仮足、CVP形成が阻害された。
以上の結果から、Cdc42が CVP形成における
内皮細胞の糸状仮足形成を制御しているこ
とが示された。また、Bmpにより Cdc42の活
性化にCdc42グアニンヌクレオチド交換因子
Arhgef9bが関与することを明らかにした。 
  次にCdc42の下流で糸状仮足の形成を制
御するアクチン調節タンパク質の同定を試
みた。直線状のアクチン繊維の形成に関わる
フォルミンファミリータンパク質のひとつ
Formin-like 3（Fmnl3）がゼブラフィッシュ血
管に特異的に発現していること、またMOに
よる Fmnl3の発現抑制が内皮細胞の糸状仮足、
CVP形成を阻害することが分かった。さらに、
In vitro系を用いた解析から、Fmnl3は N末端
領域と C 末端領域の分子内相互作用により、
不活性化状態に維持されているが、Cdc42 が
活性化し Fmnl3の N末端領域に結合すると、
この分子内相互作用が解除され、アクチン重
合が誘導されることが分かった。これらの知
見より、Cdc42による Fmnl3の活性化が CVP
形成過程の内皮細胞の糸状仮足形成、血管新
生を制御していることが示された。 
  以上の結果から、ゼブラフィッシュの
CVP形成過程において、Bmp が Arhgef9b を
介して Cdc42を活性化すること、さらに活性
化したCdc42が Fmnl3を介して糸状仮足の形
成を惹起することで内皮細胞の遊走を亢進
し、血管新生を誘導することが明らかになっ
た（図 1）。 



(2) 血管形成における核転写調節因子
-catenin の役割（本研究成果は、2015 年
Development誌に報告） 
Wnt シグナルの下流で機能する-catenin は、
DNA 結合型核転写因子である T-cell factor
（Tcf）に結合し、細胞の分化、増殖、生存に
関わる遺伝子の発現を誘導することで、発生
や組織ホメオスターシス、癌化など様々な生
命現象を制御する。また、-cateninは、核転
写調節因子としての機能に加え、カドヘリン
に結合することで細胞間接着の制御にも関
与する。血管内皮細胞特異的-catenin欠損マ
ウスは胎生致死となることから、血管形成に
は-catenin が必須である。しかし、-catenin
による遺伝子発現制御と細胞間接着制御が、
それぞれ血管形成にどのように寄与してい
るかは不明である。そこで、我われは血管形
成における-catenin依存的な遺伝子発現の役
割を解明するため、内皮細胞における
-catenin の転写活性を可視化する Tg ゼブラ
フィッシュを樹立、解析した（EC-cat レポ
ーター）。胎生期の血管形成において、頭部
血管、心内膜、総主静脈、尾側静脈（caudal vein、
以下 CVと略す）で-cateninの転写活性が亢
進していることが分かった（図２）。 
そこで我々は、CV形成における-catenin
の役割について解析した。内皮細胞で特異的
に Tcf のドミナントネガティブ体を発現させ
-catenin/Tcf 依存的な遺伝子発現を抑制する
と、CV 形成過程の内皮細胞のアポトーシス
が誘導され、CV 形成が阻害された。また、
Bmp のアンタゴニスト Noggin の発現により
CV における-catenin 転写活性は抑制され、
Bmp の過剰発現によって形成された異所性
の静脈血管では-catenin転写活性の亢進が見
られた。以上の結果から、Bmpによる-catenin
依存的な転写が、CV 形成過程の内皮細胞の
生存を制御していることが示された。 
  Bmp が-catenin を活性化するメカニズ
ム、さらに CV形成に関わる-catenin標的遺
伝子を同定するため、EC-cat レポーターフ
ィッシュの尾側部位から-catenin転写活性の
高い内皮細胞と低い内皮細胞をセルソーテ
ィングにより単離し、RNA-seq解析を行った。
その結果、-catenin活性の亢進した内皮細胞
では、-catenin および Bmp シグナルの標的
遺伝子、さらには静脈内皮特異的な遺伝子の
発現が亢進していた。また、興味深いことに
静 脈 奇 形 を 呈 す る Klippel-Trenaunay 
Syndrome（ KTS）の原因遺伝子である
angiogenic factor with G patch and FHA domains 

1（aggf1）の発現が、-catenin 転写活性の高
い内皮細胞で亢進していた。ヒト大腸癌にお
いて AGGF1 は、クロマチンリモデリング因
子として-cateninの転写活性を正に制御する
ことが報告されている。そこで、Bmpによる
-cateninの活性化にAggf1が関与するか検討
した結果、CVには aggf1が発現しており、そ
の発現は Noggin の過剰発現で抑制されるこ
と、さらにMOによる aggf1の発現抑制によ
って CV の-catenin 活性が低下し、CV 形成
が阻害された。異常の結果から、Bmpは Aggf1
の発現誘導を介して-cateninを活性化し、CV
形成を制御していることが示された。 
  -catenin転写活性の高い内皮細胞では静
脈内皮遺伝子の発現が亢進していたが、中で
も静脈内皮細胞の分化に関わる核内受容体
Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2
（Nr2f2、Coup-TFII）の発現が顕著に高かっ
た。そこで、-cateninによる CV形成におけ
る Nr2f2 の役割を検討した。その結果、CV
に お け る Nr2f2 の 発 現 は 、
Bmp-Aggf1--catenin シグナルによって制御
されていること、さらに Nr2f2の発現抑制は、
内皮細胞の静脈分化を抑え CVの形成を阻害
することが分かった。以上の知見より、Nr2f2
は-catenin の標的遺伝子であり、CV におけ
る内皮細胞の静脈分化を制御していること
が示された。 
  以上の結果より、CV 形成には、Bmp に
よるAggf1発現を介した-cateninの活性化が
重要であり、-cateninは Nr2f2の発現を介し
て静脈内皮細胞の分化を誘導するとともに、
静脈内皮細胞の生存を支えることで CV形成
を制御していることが明らかになった。 
 
(3) 血管形成における内皮細胞増殖の役割と
その制御機構（本研究成果は、 2014 年
Developmental Biology誌に報告） 
血管形成における内皮細胞増殖の役割とそ
の制御機構を解析するため、内皮細胞の細胞
周期を可視化できる EC-Fucci ゼブラフィッ
シュを樹立し、解析した。 
  節間血管は、背側大動脈から内皮細胞が
出芽し、背側に向かって遊走することで、血
管新生により形成される。そこで、節間血管
形成における内皮細胞の細胞周期を解析し
た。節間血管形成において、細胞周期の進行
した S/G2/M 期の内皮細胞が背側大動脈から
出芽すること、さらにそれら細胞が背側に遊
走する過程で細胞分裂を起こすことが分か
った。そこで、節間血管形成における内皮細
胞増殖の重要性を知るために DNA 複製阻害
剤（ヒドロキシウレア/アフィジコリン）によ
り細胞周期を停止させ、細胞増殖を抑制した
ときの効果を検討した。その結果、内皮細胞
増殖を阻害すると、背側大動脈や節間血管に
おける内皮細胞数は減少し、節間血管の管腔
形成が阻害されたが、予想に反して節間血管
の基本骨格構造は形成された。このことから、
節間血管を形成する内皮細胞の一部は、細胞 



 
増殖により供給されるが、内皮細胞増殖が起
こらない状況でも、不足分の内皮細胞は背側
大動脈から供給されることが示された。即ち、
内皮細胞増殖は、機能的な節間血管の形成に
は必要であるが、内皮細胞の遊走や節間血管
の基本骨格の構築には必要ないことが示唆
された。 
  また、我々は尾側血管の形成における内
皮細胞増殖の役割について解析を行い、尾側
静脈の形成には形成初期に見られるアンジ
オブラストの発生と増殖、および後期の血管
内皮細胞の増殖と遊走が重要であることが
明らかにした。 
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