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研究成果の概要：脊椎動物の初期発生過程において出現する体節中胚葉の分節化は、体節

以外の組織、たとえば神経系や血管系などの分節パターンをも規定する。本研究では、分

節パターンに沿って出現する血管前駆細胞に注目し、これらの細胞による血管形成の過程

と、それを制御する分子メカニズムの解析を行った。血管前駆細胞は各体節の後半部に出

現し、その後腹側方向に移動して背側大動脈の内皮組織を形成する。これらの細胞挙動は、

主に Notch とその下流で働くエフリンによって制御されていることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の発生初期過程にみられる血管
形成は、間充織−上皮転換を伴う内皮管形成

などの過程を経て形成され、その過程は成体
内にみられる血管形成（主に新生血管とよば
れる）とは異なる。胚発生期における血管の



基本的なパターンの形成は、血管以外の組織
や器官の形成にも重要であることから、その
機構を明らかにすることは重要である。初期
血管形成に関わる分子として、ノックアウト
マウスなどの解析から Notchやエフリンなど
の分子が必要であることが報告されていた。
しかしながら、これらの分子が胚発生段階の
「いつ、どこで、どのように」作用するのか
についてはほとんど明らかにされていなか
った。 
 発生中の胚内で最初に形成される血管に、
背側大動脈がある。背側大動脈は、体の中央
部を前後軸に沿って走る太い血管である。背
側大動脈が形成される際、異なる２種類の細
胞から構成されることがわかっていた。大動
脈は最初細い血管として形成され、このとき
血管細胞は側板中胚葉と呼ばれる組織に由
来する。胚発生がさらに進行すると、体節中
胚葉に由来する細胞が大動脈形成に加わり、
血管はさらに太くかつ安定した器官へと成
長する。 
 体節中胚葉は初期胚において出現する組
織であり、規則的な分節化をおこす。体節細
胞の多くは、後に脊椎骨や骨格筋として分化
し、それらの分化過程については比較的研究
が進んでいた。一方で、体節から背側大動脈
の血管細胞への分化の仕組みについてはほ
とんどわかっていなかった。 
 すでにのべた Notchなどのノックアウトマ
ウスでは、背側大動脈の形成に異常がみられ
ることが報告された。従って、体節中胚葉か
ら背側大動脈細胞への分化過程のどこかの
ステップで、Notch が重要な役割を担ってい
る可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 これらの背景を受け、本研究では体節中胚
葉に由来する細胞がどのような仕組みで背
側大動脈を形成するのかについて、その分子
機構を明らかにすることを目的とした。まず、
体節組織の中で Notch は活性化されるのか、
されるとしたらいつどの細胞で活性化され
るのかについて、Notch シグナル可視化レポ
ーターを用いて解析した。これらの解析から
体節内の限定された領域の細胞が Notch を
活性化されることがわかった。次にこれらの
観察結果に基づき、Notch シグナルが細胞の
どのような挙動を制御しているかについて
解析した。Notch 活性細胞は胚内を長距離移
動した後に背側大動脈に辿り着くなど、全く
新規な挙動を見いだした。これらの知見をさ
らに発展させ、Notch 細胞の移動の制御機構
や、Notch の下流で作用する可能性があるエ
フリンシグナルの役割を明らかにした。これ
らの解析をとおして、発生過程において形成
される初期血管パターンの仕組みに共通す
る機構の理解をめざした。 

３．研究の方法 
（１）モデル動物 
 主に、ニワトリ初期胚をモデル動物として
用いた。初期胚の予定体節中胚葉領域に、エ
レクトロポレーション法を用いて目的とす
る遺伝子を導入し、体節中胚葉特異的な遺伝
子操作を行った。また遺伝子操作と組織移植
操作などを組み合わせた解析を行った。 
（２）遺伝子導入に用いた plasmid など。 
Notch−レポーター、恒常活性型 Notch、恒常
抑制型 Notch、エフリン、GFP 遺伝子、Tet-on
誘導型発現 plasmid、Tol2-発現 plasmid。ア
ポトーシス抑制型 p35 遺伝子。 
（３）体節中胚葉細胞内に目的とする遺伝子
を導入・発現させ、細胞のその後の挙動を追
跡した。Notch 細胞の背側大動脈への移動に
関しては、背側大動脈による誘因効果をみる
ために、大動脈を異所的な場所に移植し、
Notch細胞を誘引する能力について評価した。
遺伝子操作されたトリ胚は、固定後組織切片
を作成して蛍光顕微鏡化で細胞の胚内局在
などを観察した。通常、孵卵後１〜２日目胚
に遺伝子導入し、３〜４日目胚を解析の対象
としてサンプリングした。後期胚内における
遺伝子導入細胞の局在については、それぞれ
の組織切片データをデジタル処理して３次
元再構築させ、立体画像解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Notch は各体節の後半部で活性化され
る 
内在性の Notch 活性に反応して GFP シグナル
を発するレポータプラスミドを用いて体節
内における Notch 活性を解析したところ、各
体節の後ろ半分でのみ Notch活性が認められ
た。これらの細胞をさらに後期の胚で観察し
たところ、背側大動脈内の内皮細胞で Notch
活性が認められた。 
 これらの結果を受け、恒常活性型 Notch を
体節細胞内で発現させたところ、やはり各体
節の後半部でのみ導入遺伝子の局在が認め
られた。 
 
（２）体節の前半部で Notch が活性化される
とアポトーシスをおこして死滅する 
体節の前領域と後領域で Notch活性細胞の局
在が異なる原因を探るにあたり、Notch 細胞
は体節前半部では生存できない可能性を考
え、この領域におけるアポトーシスを調べた。
結果、仮説どおりに体節前半部ではアポトー
シスをおこす細胞の数が後半部よりも有意
に多いことがわかった。Notch リガンドの
Delta1 が体節の後半部において発現してい
ることなどから、正常の発生過程においては、
体節の後半部内で Notch 活性細胞が出現し、
これらの細胞を後半部領域にのみ局在させ
るために、前半部では生存できない環境が作



られている可能性が考えられる。体節の前半
部は、末梢神経の前駆体である神経冠細胞が
増殖、移動する場所であることから、神経系
の細胞と血管系の細胞が一つの体節を「住み
分けている」という興味深い可能性も浮上し
た。 
 
（３）Notch 活性化細胞は背側大動脈方向に
移動する 
体節後半部に出現した Notch活性細胞のその
後の挙動を追跡したところ、これらの細胞は
積極的に移動し、胚体の腹側に存在する背側
大動脈まで辿り着くことがわかった。体節内
に抑制型 Notch遺伝子を発現させると細胞の
移動はみられないことから、Notch シグナル
が背側大動脈方向への移動に重要であるこ
とが伺える。 
 
（４）背側大動脈に辿り着いた Notch細胞は、
主に内皮細胞に分化する 
背側大動脈に辿り着いた Notch活性化細胞は、
主に大動脈の内皮組織を形成した。内皮細胞
に加えて、大動脈をとりまく平滑筋細胞にも
分化した。 
 
（５）Notch 細胞は、背側大動脈からの誘引
シグナルによって移動する 
体節から背側大動脈への移動の制御をさら
に詳しく解析するために、背側大動脈による
誘引能に注目した。一つ目のアプローチとし
て、一旦背側大動脈方向に移動した細胞を取
り出し、それらを別の胚の大動脈とは離れた
場所に移植した。結果、これらの細胞は再び
背側大動脈方向に積極的に移動した。２つ目
のアプローチとして、背側大動脈自身を異所
領域に移植し、そのときの Notch 細胞の挙動
を調べた。結果、Notch 細胞は本来の背側大
動脈に加えて、異所大動脈方向にも移動し、
内皮組織を形成した。これらの観察結果から、
背側大動脈は積極的に Notch活性細胞を誘引
している可能性が強く示唆された。背側大動
脈による誘引シグナルの分子実態は未解明
であるが、VEGF である可能性は低い。 
 
（６）体節の後半部を移動して辿り着いた細
胞は、背側大動脈の中で広範囲に拡がる 
 上記の解析結果から、背側大動脈をつくる
血管前駆細胞は、各体節の後半領域にそって
移動した後に、大動脈内に参入することが明
らかになった。それでは、分節パターンに沿
って参入する細胞群が、一体どのようにして
その後のスムーズな大動脈を構成するのだ
ろうか？この疑問に答えるために、背側大動
脈に到達後の Notch活性化細胞を発生後期の
段階まで追跡した。このような長期間にわた
る細胞の追跡には、安定的な細胞標識法を必
要とする。そこで、我々が近年開発した Tol2

トランスポゾン法を用いて Notch細胞を追跡
した。Tol2 トランスポゾン法を用いると、エ
レクトロポレーション法によって細胞内に
導入された遺伝子がゲノム内に安定的に組
み込まれるため、遺伝子操作された細胞の増
殖の有無に関わらず長期間にわたって半永
久的に標識できる。 
 Tol2発現ベクターに組み込んだNotch遺伝
子を体節内に導入し、それらの細胞を８日目
胚まで追跡した。結果、すでに述べたように
体節の後半部を移動して到達した細胞は、背
側大動脈内に侵入後、内皮組織内の位置をダ
イナミックに変化させることにより、最終的
には大動脈全体に広く分布することがわか
った。 
 
 本研究から、初期胚にみられる血管の形成
過程とその制御機構の一端が明らかになっ
た。特に、血管前駆細胞が長距離を移動した
後に血管内に侵入する現象はこれまで全く
知られていなかったものであり、これらの移
動機構のさらなる理解は、成体におけるがん
転移のメカニズムの解明に貢献することが
期待される。加えて、血管前駆細胞が体節の
後半領域のみを移動する現象は、体節の前半
領域に限局して移動する神経冠細胞と対照
的であり、神経系細胞と血管系細胞がみせる
移動経路の特異性の決定機構に関して、新規
コンセプトの提唱に道を開いた。本研究をさ
らに発展させてさまざまな組織間にはたら
く相互作用の分子実態を解明することによ
り、体作りやガン転移の仕組みの理解につな
げたい。 
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