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研究成果の概要（和文）：血液循環の開始にあたり、赤血球の前駆細胞である赤芽球が、どのような仕組みで血
管内皮細胞と相互作用して移動するかを解析した。細胞接着に関わるインテグリンβ１因子を赤芽球で機能阻害
したゼブラフィッシュ胚では、顕著な異常は見られなかった。一方、血管内皮細胞での機能阻害で、血管形成の
異常や頭部での出血を観察した。本研究により、インテグリンβ1の機能の一端が明らかになると共に、研究に
有用なゼブラフィッシュ系統の開発に成功した。 

研究成果の概要（英文）：I investigated how erythroblasts migrate into vascular tubes prior to onset 
of blood circulation. There were no apparent phenotypes in the zebrafish embryo which lacks an 
integrin beta-1 activity in erythroblasts. On the other hands, I found blood vessel abnormalities 
and cephalic hemorrhage in the endothelial cell-specific integrin beta-1 inhibition zebrafish. I 
revealed the integrin beta-1 functions in zebrafish and generated useful transgenic zebrafish line 
for related studies.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトやマウスなどの哺乳類では、発生初期の母体内で進行する現象を観察することは容易ではない。生命活動に
必須の血液循環が開始する機構も、この例外ではない。この点に関して、体外受精で体づくりが進行する魚類
（ゼブラフィッシュ）を使うことで解決を試みた。特定の遺伝子の機能を任意の細胞で阻害できる技術を用い、
血管内皮細胞でのインテグリンβ１の機能が血管形成とその維持に関わることを明らかにした。本研究で開発し
たゼブラフィッシュ系統は、他の研究にも応用することが可能であるため、国内外の共同研究先に譲渡できるよ
うに体制を整える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 血液循環は酸素や栄養分を身体中に運搬する、生命維持に必須の機構である。だが、血管と

血球の前駆細胞がどのように振る舞い、管状構造の中を血球が流れる一連のシステムを形作る

かは分からないことが多かった。これは、マウスを始めとする哺乳類において、血液循環シス

テムの成立が母体内で起こる現象であり、自然状態での細胞の振る舞いを生きた状態で観察す

ることが難しかったことに起因する。研究代表者は体外受精で発生するゼブラフィッシュをモ

デルに用い、血液循環開始の瞬間を生きた個体で観察した。血管内皮細胞と赤芽球がそれぞれ

異なる蛍光タンパク質（GFP, RFP）で標識された遺伝子組み換えゼブラフィッシュを用い、血

管外で発生した赤芽球が血管内皮細胞と相互作用しながら血管内へと侵入する様子を観察した。

侵入の過程で赤芽球と血管内皮細胞は細胞接着を形成しており、それが血管内侵入の足場とな

っていると推測された。だが接着を担う責任因子と、移動に際し能動的に運動する細胞とその

メカニズムは不明であり、血液循環開始に伴う分子機構の全容解明には更なる検証が必要であ

った。そこで我々は、遺伝学的手法と光学的手法を組み合わせ、血液循環の成立に関わる細胞

間相互作用の解明を目指して本研究計画を提案した。 

 

２．研究の目的 

 注目している現象は、受精後 20-30 時間付近のゼブラフィッシュ胚で起こる赤芽球の血管内

侵入プロセスである。ライブイメージング観察では、運動能を持ちアメーバ状に変形した赤芽

球が主体となって細胞移動しているように見える。しかし可能性として、血管内皮細胞が運動

の主体となって赤芽球を内部に引き込んでいる可能性も考えられる。したがって本研究では、

全身の細胞で遺伝機能が欠損する突然変異個体の観察に加え、Gal4-UAS システムによる任意

の細胞での外来遺伝子発現システムを利用し、血管内皮細胞あるいは赤芽球のみで標的遺伝子

の機能阻害実験を設計した。本研究では細胞間相互作用のインターフェイスを構成する、細胞

表面の接着因子群および膜型プロテアーゼ因子群に着目した。接着因子は細胞間の相互作用に

正に働き、互いを足場にした移動の原動力となり得る。膜型プロテアーゼ因子は接着因子や細

胞外基質（ECM）の分解に関わることで、細胞の遊離と移動能の向上に関与し得る。本研究課

題では赤芽球の血管内移動に関わる分子機構の理解を通じ、脊椎動物の形態形成に寄与する細

胞間相互作用に関する知見を深める。 

 

３．研究の方法 

 細胞接着の責任因子としてインテグリン β１に注目した。本研究ではインテグリン β１変異

体ゼブラフィッシュを同定し、材料として用いた。また任意の細胞における遺伝学的操作のた

めに、Gal4-UAS システムを利用した実験系を構築した。血管内皮細胞で標的因子を発現させ

るために、fli1:Gal4系統を入手した。赤芽球で標的因子を発現させるために、gata1:Gal4系統を

作出した。Gal4存在下でインテグリンβ1の機能を阻害するために、UAS下流にインテグリン

ドミナントネガティブ分子を挿入した UAS:itgDN系統を作出した。インテグリンドミナントネ

ガティブは哺乳類や線虫における先行研究に倣い、インテグリン細胞外領域を欠失させた配列

を用いてデザインした。上記の Gal4系統と UAS系統を掛け合わせ、標的細胞におけるドミナ

ントネガティブ因子の発現を確認した。その後、血管と血球が蛍光タンパク質で可視化された

fli1:GFP および gata1:GFP 遺伝子組み換え系統との掛け合わせを行い、任意の細胞におけるイ

ンテグリン機能阻害が血管および血球の動態に与える影響を評価した。蛍光観察には共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いて、細胞レベルの蛍光観察を実施した。 



４．研究成果 

 赤芽球でインテグリン β1 の機能阻害を実施したゼブラフィッシュは、見た目上は正常に発

生し、少なくとも血液循環成立に伴う顕著な表現型は認められなかった。血管内皮細胞特異的

な機能阻害系統においても、当初の目的に掲げた赤芽球移動に関わる表現型は観察されなかっ

た。したがって、インテグリン β１は赤芽球の異動に関与してない、もしくは冗長的に機能す

る他の因子の存在することが示唆された。一方で、血管内皮細胞特異的なインテグリン β1 の

機能阻害では、脈管径の縮小や頭部における出血の表現型が観察された。上記の表現型は、イ

ンテグリン β1変異体においても再現された。このことから、インテグリン β１が血管内皮細胞

の成熟や安定性に関与していることが示唆された。以上の内容をまとめて論文発表を行った

（Iida et a;., 2018）。また、本研究課題に関連して開発したゼブラフィッシュ系統および実験手

法を活用し「ADAM12ノックアウトゼブラフィッシュの解析（Tokumasu et al., 2016）」「メダカ

受精卵における前核融合のライブイメージング（Inoue et al., 2016）」「乳癌細胞の転移メカニズ

ムの解明（Itou et al., 2017）」「心臓弁形成における接着斑の役割（Gunawan et al., 2019）」「造血

幹細胞の発生におけるインテグリンの役割（Rho et al., 2019）」の 5報の論文発表に寄与した。 
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