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研究成果の概要（和文）：成体において組織が虚血状態に陥った際に誘導される血管新生の多様性と普遍性を明
らかにするため、ゼブラフィッシュ成魚皮膚の創傷治癒に伴う血管新生における内皮細胞とペリサイトの動態を
ライブイメージングにより解析した。それにより、創傷治癒過程の血管新生において、内皮細胞・ペリサイトが
損傷部位に血管網を構築するプロセスの全貌を明らかにした。特に、血管新生誘導時にペリサイトが内皮細胞と
ともに増殖し、活性化した内皮細胞を被覆する現象を捉えた。これは、「ペリサイトが血管壁から剥離すること
で内皮細胞が出芽する」というこれまでの概念と矛盾しており、血管新生におけるペリサイトの新たな役割を示
唆している。

研究成果の概要（英文）：To investigate how endothelial cells (ECs) and pericytes (PCs) establish 
blood vessels during ischemia-induced angiogenesis, we developed a live-imaging system to analyze 
cutaneous angiogenesis in adult zebrafish. Cutaneous injury immediately induced angiogenesis. 
Tortuous and disorganized vessel networks formed within a few weeks after the injury and 
subsequently normalized through vessel regression in a few months. Upon injury, severed vessels 
elongated and anastomosed with each other. Thereafter, repaired vessels and adjacent uninjured 
vessels became tortuous by increasing the number of ECs. In parallel, PCs divided and migrated to 
cover the tortuous blood vessels. ECs sprouted from the PC-covered tortuous vessels, suggesting that
 EC sprouting does not require PC detachment from the vessel wall. Thus, live imaging of cutaneous 
angiogenesis in adult zebrafish enables us to clarify how ECs and PCs develop new blood vessels 
during cutaneous angiogenesis.

研究分野： 血管生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、創傷治癒に伴う血管新生において内皮細胞・ペリサイトが損傷部位に血管網を構築するプロセスの
全貌を明らかにした。特に、血管新生におけるペリサイトの役割に関して、これまでの概念と矛盾する現象を捉
え、血管新生におけるペリサイトの新たな役割を示した点で学術的な意義がある。また、癌や糖尿病網膜症で
は、病的な血管新生によってペリサイトの被覆が欠如した無秩序で機能的に未熟な血管が作られ病態を悪化させ
ることから、病的血管新生が関わる疾患の病態解明、さらには治療法開発につながることが期待される。さら
に、虚血性疾患などに対する効果的な血管再生療法の開発にも貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
組織が虚血状態に陥ると、それを解消するために血管新生が誘導され、虚血部位に新たな血管
網を構築する。血管新生では、血管新生因子が血管壁からペリサイト（周皮細胞）を剥離し、
内皮細胞の出芽・遊走・増殖を促進することで新生血管を形成する。その後、ペリサイトが新
生血管を被覆することで、最終的に安定した機能的な血管が構築される。内皮細胞を被覆する
ペリサイトは血管を安定化する働きがあることから、血管新生の誘導には血管壁からのペリサ
イトの剥離が必要と考えられている。 

血管新生は大きく分けて、生体にとって有益な生理的な血管新生と、逆に疾患の発症・進展
に関わる病的な血管新生に分類される。生理的血管新生は、個体の発生や成長、創傷治癒、子
宮内膜の発育や黄体形成、閉塞性動脈硬化症などの虚血性疾患において誘導され、生体恒常性
維持に寄与している。一方、固形腫瘍や糖尿病網膜症などの眼の疾患、慢性関節リュウマチな
どの炎症性疾患では、病的血管新生が誘導され、これら疾患の病態を悪化させる。病的な血管
新生では、ペリサイトの被覆を欠いた未熟で無秩序な血管が構築されることが知られている。
このように血管新生は様々な生理機能や病態と関連しており、一言で血管新生といっても、そ
の分子機序は多様であると考えられる。よって、生体の恒常性維持機構やその破綻に起因する
疾患の発症機序の理解には、血管新生の分子機序の多様性と普遍性の解明が重要である。しか
し、技術的な問題から、これまで生体における血管新生の分子機序を、“細胞・分子レベル”で
解析することが困難であったため、その理解は進んでいないのが現状である。 

我々はこれまでに、胚が透明なゼブラフィッシュの蛍光生体イメージングにより、生体内の
細胞や分子の機能をライブで解析する“in vivo 細胞生物学研究”を確立し、胎生期における血
管形成の分子機序を明らかにした。また、世界に先駆けてペリサイトの動態を生きた個体で観
察できるゼブラフィッシ
ュを樹立し、ペリサイトが
血管を被覆するメカニズ
ムの一端を明らかにして
きた。さらに、最近これま
で困難であった成魚を長
時間ライブイメージング
する技術を確立し、皮膚の
創傷治癒に伴う血管新生
を生きた個体で観察でき
るようにした（図１）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、成体において組織が虚血状態に陥った際に誘導される血管新生の多様性と普遍性
を明らかにするため、創傷治癒に伴う血管新生の制御機構を成魚の長時間ライブイメージング
技術を用いて解明する。特に、血管新生において血管ネットワークが構築されるときの、内皮
細胞・ペリサイトの動態を細胞生物学的（遊走、増殖、アポトーシスなど）および形態学的（既
存血管からの発芽、損傷血管の切断部位の伸長、動脈と静脈の関与など）な視点から解析し、
上記疑問を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）蛍光イメージング解析に使用したゼブラフィッシュライン 
ゼブラフィッシュを用いた動物実験は、日本医科大学の実験動物委員会での承認を受け、当大
学の動物実験の指針を順守して実験を遂行した。創傷治癒に伴う血管新生のライブイメージン
グを行うため、内皮細胞（Tg(kdrl:GFP)、Tg(flt1enh:mCherry)、Tg(fli1a:mCherry)）、ペリサ
イト（Tg(pdgfrb:mCherry)）、赤血球（Tg(gata1:DsRed)）で蛍光蛋白質を発現するゼブラフィ
ッシュを使用した。 
（２）成魚皮膚の創傷治癒に伴う血管新生のライブイメージング解析（図１） 
2-phenoxyethanol 含有飼育水を持続的に成魚の口から鰓にかけて還流させることで麻酔をか
け顕微鏡下にセットした。共焦点走査型レーザー顕微鏡下で皮膚の真皮層に至る傷害を加え、
その後の創傷治癒過程の血管新生における内皮細胞及びペリサイトの動態をライブで観察した。
取得したイメージングデータは、Volocity 3D Imaging analysis software（PerkinElmer）で
解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ゼブラフィッシュ成魚の正常皮膚組織における血管網の観察 
ゼブラフィッシュ成魚の皮膚は鱗で覆われているが、その内側の真皮層に血管網が存在した。
基本的には、一枚の鱗の下の真皮層に、細動脈 1本と細静脈 1-2 本が筋肉層から侵入している
こと、また、筋肉層から侵入した細動脈は、毛細血管を介して隣の鱗の細静脈へと繋がりネッ
トワークを構築していることが分かった。また、これら血管以外に赤血球が流れない脈管系が
存在することを示した（図１）。 
 創傷治癒に伴う血管新生の制御機構を理解するため、まず、正常皮膚組織の血管を構成する



内皮細胞とペリサイトを観察した。正常皮膚組織の毛細血管における内皮細胞に対するペリサ
イトの存在比率は、0.61±0.13 であり、一つのペリサイトがおおよそ 2個の内皮細胞を被覆し
ていた。また、正常皮膚組織の内皮細胞とペリサイトは、数ヶ月に渡って全く場所を変えず、
休止状態にあり、それにより安定な血管構造を維持していることが示唆された。 
（２）ゼブラフィッシュ成魚の皮膚創傷治癒に伴う血管新生のライブイメージング解析 
組織傷害によって誘導される血管新生を観察するため、ゼブラフィッシュ成魚の皮膚に真皮層
に至る傷害を加え、その後の創傷治癒に伴う血管新生を 10 日間に渡ってライブイメージングし
た。その結果、組織傷害によって内皮細胞は迅速に活性化し、血管新生が誘導されることが分
かった。また、創傷時血管新生では、非損傷血管からの血管の出芽に加え、損傷血管の活発な
伸長が観察された。そこで、創傷治癒における血管新生をさらに詳細に検討するため、同様に
成魚皮膚に真皮層に至る傷害を加え、その後の創傷治癒に伴う血管新生を 6ヶ月間経時的に観
察した。その結果、損傷後 2日目（2 dpi）から損傷血管の伸長と非損傷血管からの出芽が誘導
された。4 dpi には、血管の出芽・分岐・吻合が活発に起こり、多くの血管で蛇行が認められ、
6 dpi には、無秩序な高密度の血管網が形成された。また、全出芽の約 76％は、静脈血管から
起こり、主に動脈血管に吻合していた。その後、一部の血管が退縮することで正常化し、損傷
１～２ヶ月後には損傷前と同様な血管網が構築された。 

主要な血管新生因子である血管内皮増殖因子（VEGF）が、創傷時血管新生を制御しているか
知るため、VEGF 受容体阻害剤（Ki8751）の効果を検討した。傷害を加える前の成魚を Ki8751
で処理しても、血管構造は全く変化しなかったことから、正常皮膚血管の維持には VEGF シグナ
ルは必要ないことが分かった。しかし、Ki8751 存在下で成魚の皮膚に傷害を加えても、血管新
生は全く誘導されなかったが、処理後 7日目に阻害剤を除去すると血管新生が起こった。以上
の結果から、VEGF シグナルが成魚皮膚の創傷時血管新生を誘導していることが示された。 
 
（３）創傷治癒過程の血管新生における内皮細胞とペリサイトの動態解析 
創傷時血管新生において、内皮細胞及びペリサイトが新生血管を構築するプロセスを理解する
ため、真皮層毛細血管を 1本切断し、その修復過程を経時的に観察した。2～3 dpi で血管が吻
合し、損傷前とほぼ同数の内皮細胞が修復血管を構築していたが、その後も内皮細胞は増殖を
続け、7 dpi には損傷前の約 1.8 倍まで数を増加させ、血管を蛇行させた。その後、数ヶ月に
渡って内皮細胞が徐々に消失し、血管が正常化した。また、血管新生の誘導によって、ペリサ
イトは内皮細胞と同様な時間経過で数を増加させ、蛇行血管の内皮細胞を被覆したが、血管の
正常化に伴って数を減少させた（図２）。 
 「創傷時血管新生において、ペリサイトが内皮細胞とともに数を増加させ、蛇行血管を被覆
する」という現象は、「血管新生が誘導されると、血管新生因子がペリサイトを血管壁から剥離
し、内皮細胞の出芽・遊走・増殖を促す」というこれまでの概念と矛盾する（図２）。そこで、
血管壁からのペリサイトの剥離が内皮細胞の出芽に必要であるか知るために、内皮細胞の出芽
部位と近傍のペリサイトの位置関係を解析した。その結果、内皮細胞はペリサイトの位置に無
関係に出芽しており、内皮細胞の出芽にペリサイトの剥離が必ずしも必要ないことが示唆され
た。 
 
（４）創傷治癒過程の血管新生においてペリサイトが蛇行及び新生血管を被覆する機序の解析 
創傷時血管新生の誘導によって、ペリサイトが数を増加させ、新生血管及び蛇行血管を被覆す
るメカニズムを知るため、損傷後の血管新生におけるペリサイトの動態を 3時間毎に観察した。 
その結果、蛇行血管を被覆するペリサ
イトが分裂する様子を観察した。また、
出芽した血管の幹に存在するペリサ
イトが、伸長する出芽血管へと移動し、
その途中で細胞分裂する様子も捉え
た。これら結果から、ペリサイトは細
胞分裂によって数を増加させ、さらに
遊走することで新生血管及び蛇行血
管を被覆することが分かった。 
 
（５）まとめと考察 
以上の結果から、正常皮膚血管の内皮
細胞、ペリサイトは休止状態にあり、
安定した血管構造を維持するが、創傷
によってこれら細胞は迅速に活性化
し血管新生を誘導すること、また、損
傷後一週間程度で、密度が高く無秩序
な血管網が構築されるが、その後、過
剰な血管が徐々に退縮し、数ヶ月かけ
て血管が正常化することが示された。
さらに、血管新生では、ペリサイトが血管壁から剥離することで内皮細胞が出芽すると考えら



れてきたが、逆にペリサイトは血管新生の誘導によって増殖し、蛇行血管を被覆することが示
された。 

癌や糖尿病網膜症では、ペリサイトの被覆が欠如した無秩序で機能的に未熟な血管が作られ
病態を悪化させる。そのため、創傷治癒などで起こる生理的血管新生では、ペリサイトが増殖
し血管を被覆することで過剰な出芽を抑え、機能的な血管網を構築するが、病的血管新生では
何らかの原因でペリサイトの被覆が起こらず、それによって過剰な出芽が起こり、機能的に未
熟な血管網が形成されると考えられる。従って、本研究は、病的血管新生が関わる疾患の病態
解明、さらには治療法開発に繋がる成果である。 
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