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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管内皮にかかる圧変動を可視化することで、血流に起因する圧変動が
どのように血管形態形成に寄与しているかを明らかにすることを目的とした。ゼブラフィッシュ（Danio 
rerio）を実験モデルとして、近年 開発が進んでいるFRETを利用した圧センサープローブを血管特異的に発現す
る遺伝子組み換えゼブラフィッシュを作成し、ライトシート顕微鏡でライブ・イメージングを行い、圧変動を可
視化した。その結果、正常胚、血流を停止した胚それぞれでFRET画像を取得することに成功したが、血流に起因
する圧変動を可視化するには至らなかった。今後改良を加えて圧変動の可視化を引き続き目指していく。

研究成果の概要（英文）：In this study, we visualized blood pressure fluctuation to analyze how blood
 flow contributes to vascular morphogenesis zebrafish. At first, we created a new transgenic 
zebrafish in which a pressure sensor probe using FRET system was specifically expressed in 
endothelial cells, and then observed the living embryo with light-sheet microscope to visualize the 
blood pressure fluctuation. As a result, we succeeded in obtaining the FRET images of the pressure 
probe both in embryos with and without blood flow. However, the pressure fluctuation due to blood 
flow could not be visualized. We will continue to aim for visualization of pressure fluctuations by 
making some improvements.

研究分野：解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、圧変動を可視化するFRETプローブを血管内皮特異的に発現する系統樹立に成功した。この系統で
は、Gal4-UASシステムを利用しており、Gal4の発現領域を変えることで血管系に限らず様々な組織の発生過程に
おいて圧プローブの発現が誘導可能であり、形態形成と圧負荷の関係解明に応用できる。現状では血圧の変動を
可視化するには至っていないが、今後目標を達成することで血管形成メカニズムの解明に寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

 血管系の発生過程は大まかに、脈管形成（vasculogenesis）と血管新生（angiogenesis）の二つのプロ

セスに分けて考えられているが（Risau et al, Nature, 1997）、初期の血管形態がどのようにして構築さ

れるのかは長らく不明のままであった。我々はこの問題を解決するためのモデル生物として、全発生過

程が顕微鏡下で観察可能なゼブラフィッシュ（Danio rerio）に着目し、血管内皮が特異的に蛍光を発

するトランスジェニック・ゼブラフィッシュと二光子顕微鏡によるタイムラプス・イメージング法を組み合わ

せることで、脳血管系の初期の形成過程の全容を解明することに成功した。初期の頭部血管形成は、

血流がなくともほぼ正常に進行することから遺伝的に制御されていることが示唆されたが、血流がまっ

たく血管系の形態形成に寄与しないわけではない。初期の形態形成に続くリモデリング過程において、

血流は一定の役割を果たすことが示唆されている。しかしながら 血流が、どのように血管形態形成に

寄与しているのかは、いまだ推測の域を出ない。この問題を解明するためには、in vivo で血管内皮細

胞にかかる圧負荷を可視化し、実際の血管形態形成過程における圧変動の影響を解析する必要があ

る。2010 年以降、細胞にかかる圧負荷を可視化することが可能となった（Grashoff et al., Nature， 

2010； Meng et al., JCS, 2010）。その際、細胞骨格に架橋する蛋白質内に、FRET 構造を挿入する手

法が多くの場合で用いられてきた。当初これらの圧プローブの応用は in vitro の系で進められ、その後

in vivo の系でも原腸形成などの初期発生過程で導入されてきたが、研究開始当時、血管にかかる圧

変動を in vivo で可視化したとの報告はなく、挑戦的萌芽研究としてスタートすることとなった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、血管内皮にかかる圧負荷を可視化することで、血流に起因する圧変動がどのように血

管形態形成に寄与しているかを明らかにすることを目的とした。現在、血管系の発生過程は大まかに、

脈管形成（vasculogenesis）と血管新生（angiogenesis）の二つのプロセスに分けて考えられており、100

年前に Thoma や Evans により提唱された、未分化な血管網の中から血流によって動･静脈が選択され

るというネットワークモデルが、長らく初期の血管形態と動静脈分化を決するメカニズムとして信じられ

てきた。しかし、この説明は 血管系の変異性の説明には適しているが、同時に血管系の示す規則性

や恒常性を説明し得ないことから血管系を構築する遺伝的に制御された形態形成システムの存在が

想定された。そして小型魚類 ゼブラフィッシュ（Danio rerio）を用いた体幹部の節間動静脈分化にお

いて、血流に依存しない初期の血管形態形成過程が明らかとなった（Isogai et al., Dev, 2002）。では

血流は、血管の形態形成にまったく寄与しないのか。磯貝らの報告では、血流は リモデリング過程で、

一定の割合を果たすことが示唆されている。しかしながら、実際に、血管を構成している内皮細胞にど

のような勾配で圧負荷がかかっているかを可視化することは長い間 不可能であった。そこで本研究で

は、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）を実験モデルとして、近年 開発が進んでいるFRETを利用した圧セ

ンサープローブを血管特異的に発現させ、血管の形態形成への影響を、圧変動をイメージングするこ

とで評価することを目的とした。特に、血管のリモデリング過程では、いったんつながって形成された血

管系が解離（disconnect）する現象への血流の関与を詳細に解析することを目的とした。すなわち、こ

れまでの観察から得た 血管系が二又に分岐している際、血流が優位に流れている血管が保持され、

血流の乏しい血管は解離していくという仮説を、圧負荷を可視化することで検証することが最終的な目

的である。 

 

３．研究の方法 

 血圧負荷を可視化するために、圧プローブ（ActTS-GR）を血管内皮で特異的に発現する遺伝子組

み換えゼブラフィッシュを作成する。ActTS-GR は、東京大学 坪井博士、早稲田大学 北口博士によ



り開発された細胞膜にかかる圧負荷を可視化する FRET を利用した新しい蛍光プローブで、培養細胞

や、アフリカツメガエルを用いた初期発生過程での張力の可視化に成功している（図 1 参照：

Yamashita, et al., Sci Rep, 2016; Wang, et al., J Biomech Sci Eng, inpress, 2016）。ActTS-GR では、

actin を架橋する actinin 分子の spectrin repeat 内に mCherry と EGFPの FRET構造を挿入している。

これが二量体を形成してactin filament間に架橋することで、actinにかかる張力に応じてFRET効率が

変化する。本研究では、血管特異的に遺伝子を発現させる flk1 遺伝子の発現調節領域（プロモータ

ー）の下流に、ActTS-GR の cDNA 配列をつなげて、血管内皮細胞での圧変動をリアルタイムで可視

化できる組み換え体を作成する。組み換え体作成後、まず正常胚での圧負荷がイメージングできるか

を検証する。心臓の収縮関連蛋白であ

る troponin T 2a(tnnt2a) の 発 現 を

Morpholino antisense oligo（MO）を受精

卵にインジェクションして発現を抑制した

（心拍を生じない）胚や、心筋細胞内カ

ル シ ウ ム 動 態 を 抑 制 す る 2, 

3-Butanedione monoxime(BDM)を使用

して一定時間心拍を経たのちに心拍を

停止した胚などを併せて解析して、血管

内皮での圧負荷の可視化を確認する。 

 

４．研究成果 

血圧負荷を可視化するために、圧プローブ（ActTS-GR）を血管内皮で特異的に発現する遺伝子組

み換えゼブラフィッシュの作成をまず行った。DNA コンストラクトとして、血管系で特異的に発現を誘導

する flk1 遺伝子のプロモーターを用いて ActTS-GR を直接発現させるもの（flk1:ActTS-GR）と、

Gal4-UAS の系を用いたもの（UAS:ActTS-GR）の 2 種類を作成し、1 細胞期の受精卵へインジェクショ

ンを行った。その結果、直接 ActTS-GR を発現誘導する系では、founder が得られなかったが、

Gal4-UAS 系を用いる系では、founder を得ることに成功した。そして既に作成してあった flk1:GFF

（GFF:Gal4 の改変体）の系統と新たに作成した UAS:ActTS-GR の系統を交配してダブルトランスジェ

ニック胚を作製することで、血管特異的に ActTS-GR を発現する系統を樹立に成功した。ライトシート

顕微鏡を用いて受精後 2-3 日目胚の体軸血管（DA：dorsal aorta と PCV：posterior cardinal vein）を対

象にまず観察を行った。正常胚での観察で得られた画像（励起波長 568nm で mCherry 画像取得、

488nm で GFP 画像取得、488nm で mcherry 画像取得）を Image J の FRET 用プラグイン（FRET and 

Colocalization Analyzer）を用いてFRET画像を作成した。その結果、FRET画像自体の作成には成功

したが、血管内皮での FRET 効率の差を血管内皮の領域に対応して明確に可視化するには至らなか

った。得られたFRET画像では、FRETプローブの発現がDAに優位に認められたが、FRET効率がプ



ローブの発現量自体に比例した形で確認され、血管の部位で特異的な変化は認められなかった（図 2

参照）。 

同時に BDM を使用して、血流を停止した胚（図３参照）でも同様の解析を行ったが、正常胚と比べ

て FRET 画像で圧負荷に対応した変化は認めらなかった。すなわち、正常胚と同様に、FRET プロー

ブの発現がDAに優位に認められたが、FRET効率がプローブの発現量自体に比例した形で確認され、

血管の部位で特異的な変化は認めらず、血流の有無による明確な差も認められなかった（図４参照）。

今回十分な結果が得られなかった原因としては、血管内皮での FRET プローブの発現量が十分では

ないこと、または使用した ActTS-GR が血管内皮にかかる圧負荷の変化を可視化するに足りるだけの

FRET 効率の変動を示さないことが、その原因として考えられた。そこで、FRET プローブのより発現量

が強い系統を得るために、ActTS-GRを direct に血管内皮でdriveできるコンストラクトの作成を改めて

試みた。すなわち通常血管特異的に遺伝子を発現させるために使用する flk1（kdrl）のプロモーターは

7kbpあるが、これをエンハンサー領域だけを抽出して5kbpまで短くして、より効率的にゲノム内にノック

インできるコンストラクトを作成した。新たに作成した kdrl_shortP:EGFP を 1 細胞期の受精卵にインジェ

クションしたところ非常に高効率でトランジェントでの EGFP の発現が確認でき、また F0 世代のスクリー

ニングでも 20-30%と非常に高確率で founder が得られることが確認できた。このプロモーターを用いて

ActTS-GRを発現させるコンストラクト（kdrl_shortP;ActTS-GR）を作成して、現在F0世代のスクリーニン

グを進めている。今後系統が樹立され次第ゼブラフィッシュ血管内皮での圧変動の可視化を引き続き

目指していく。またプローブ自体も問題に関しては、VE カドヘリンを用いた FRET プローブも近年報告

されており、新たなプローブの導入も検討していく。 
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