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研究成果の概要（和文）：本研究では、生きたまま内皮細胞と壁細胞（ペリサイト・血管平滑筋細胞）をライブで可視
化できるゼブラフィッシュを樹立し、壁細胞が内皮細胞を被覆し血管機能を制御する機構について解析した。その結果
、壁細胞は、動脈内皮細胞からのシグナルによって動脈血管周囲で発生し、その後、血管上を移動しながら活発に増殖
することで血管全体を被覆することが示された。また、壁細胞の遊走・増殖にはPlatelet-derived growth factorシグ
ナルが関与することが示唆された。さらに、系譜解析から頭部血管を被覆する壁細胞は神経堤細胞と中胚葉、体幹部の
血管を被覆する壁細胞は中胚葉に由来することが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism by which mural cells (MCs) such as 
pericytes and vascular smooth muscle cells develop and cover endothelial cells (ECs) to regulate vascular 
stability and homeostasis by generating transgenic zebrafish lines that allow live imaging of MCs and by 
lineage tracing in vivo. MCs developed around the preformed arterial EC tubes possibly by arterial 
EC-derived signal. Subsequently, these nascent MCs actively proliferated and migrated along the EC tubes 
to cover entire vessels in response to platelet-derived growth factor signaling. The MCs covering the 
cranial vessels were derived from either neural crest cells or mesoderm, while those covering the vessels 
in the trunk were derived from mesoderm. Thus, live imaging and lineage tracing successfully enabled us 
to clarify precisely how MCs cover the EC tubes and to identify the origins of MCs.

研究分野： 血管細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
血管は、内腔に一層のシートを形成する血管
内皮細胞とその内皮細胞シートを被覆する
壁細胞（ペリサイトや血管平滑筋細胞）によ
り構成されている。細動脈、毛細血管、細静
脈などの比較的細い血管では、ペリサイトが
血管内皮細胞に直接接着している。これら血
管では、血管内皮細胞とペリサイトが双方向
性にシグナルを伝達し（ペリサイト→内皮細
胞、内皮細胞→ペリサイト）、血管成熟化お
よび血管機能を制御している。しかし、ペリ
サイトがどこから発生し、如何に血管を被覆
するのか、また、内皮細胞とペリサイトの双
方向性シグナルが、如何に血管成熟化・血管
機能を制御しているのかという疑問につい
ては不明な点が数多く残されている。その主
な原因として、生体内における内皮細胞とペ
リサイトをライブで直接観察し、これら細胞
の動態を解析する手段が皆無であったこと
が挙げられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ゼブラフィッシュをモデル動物
として用い、蛍光イメージング技術を駆使し
て、生きたまま生体内の内皮細胞及び壁細胞
（ペリサイト・血管平滑筋細胞）の動態を観
察できる系を開発する。それにより、内皮細
胞とペリサイトの双方向性シグナルが血管
成熟化を誘導し、血管機能を制御する分子メ
カニズムの解明を目指す。また最近、血管新
生におけるペリサイトの役割が示唆されて
いる。そこで、内皮細胞とペリサイトの双方
向性シグナルが血管新生を制御するメカニ
ズムについても明らかにする。この研究目標
を達成するため、本研究では主に以下の 3 点
に焦点を当てて解析を行う。 
 
(1) 生体における血管内皮細胞と壁細胞（ペ

リサイト・血管平滑筋細胞）の挙動をラ
イブイメージングにより解析 

(2) ペリサイト由来シグナルが血管構造の
安定性及び血管新生を制御する分子機
序の解析 

(3) 内皮細胞由来シグナルがペリサイトの
機能を制御する分子機序の解析 

 
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。 

ペリサイトで GFP、mCherry および

Gal4FF（Gal4 の DNA 結合領域と Herpes 
simplex virus protein 16 由来転写活性
化ドメインの融合タンパク質）を発現す
るゼブラフィッシュを樹立するため、
pdgfr 遺伝子を含む BAC クローン
（CH1073-606I16）を BacPac resources
より入手し、BAC recombineering 技術を
用いて、pdgfr の ATG の下流に上記タン
パク質をコードした遺伝子を挿入した。
その後、ベクターにTol2配列を挿入後、
Tol2 トランスポゼース mRNA とともにゼ
ブラフィッシュの受精卵にインジェク
ションし、ペリサイトで GFP、mCherry、
Gal4FF を発現するトランスジェニック
ゼブラフィッシュ TgBAC(pdgfrb:GFP)、
TgBAC(pdgfrb:mCherry)、TgBAC(pdgfrb: 

Gal4FF)を樹立した（図１）。 
(2) 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/FV1200 共焦点蛍光顕微鏡を用い
てイメージング解析を行った。 

(3) モルフォリノオリゴによる遺伝子ノッ
クダウン 
下記モルフォリノオリゴ（MO）を、１細
胞期受精卵にインジェクションし、標的
遺伝子をノックダウンした。tnn2a (2 
ng)、foxd3 (4 ng)、tfap2a (4 ng)、tbx6 
(5 ng)、hand2 (5 ng)。 
 

(4) ペリサイトの系譜解析 
ペリサイトの起源を解析するため、神経
堤細胞でCreリコンビナーゼを発現する
Tg(sox10:Cre)、中胚葉細胞で Cre リコ
ンビナーゼを発現する Tg(tbx6:Cre)を
使 用 し た 。 具 体 的 に は 、 TgBAC 
(pdgfr:Gal4FF);Tg(UAS:loxP-mCherry-
loxP-mVenus)と上記Creリコンビナーゼ
発現ゼブラフィッシュを交配し、神経堤
細胞および中胚葉由来ペリサイトを同
定した（図２）。 



 
４．研究成果 
(1) ペリサイト・血管平滑筋細胞のライブイ
メージングを可能にするゼブラフィッシュ
の樹立 
これまでに Platelet-derived growth factor 
(Pdgf)の型受容体（Pdgfrb）がペリサイト
および血管平滑筋細胞に発現することが知
られている。そこで、pdgfrbプロモーター制
御下で GFP、mCherry、Gal4FF を発現する
TgBAC(pdgfrb:GFP)、TgBAC(pdgfrb:mCherry)、
TgBAC(pdgfrb:Gal4FF);Tg(UAS:GFP) ゼ ブ ラ
フィッシュを樹立した（図１）。これらゼブ
ラフィッシュの幼魚および稚魚の血管を観
察したところ、血管周囲で蛍光タンパク質を
発現する細胞が確認できた。また、これら蛍
光タンパク質発現細胞をFACSにより単離し、
RT-PCR 解析を行ったところ、これら細胞には
ペリサイトおよび血管平滑筋細胞のマーカ
ー遺伝子が発現していることが分かった。こ
れにより、生体内のペリサイトおよび血管平
滑筋細胞を蛍光タンパク質で可視化できる

ゼブラフィッシュの樹立に成功した。 
(2) ペリサイトが頭部血管を被覆するメカ
ニズム 
TgBAC(pdgfrb:GFP) と 血 管 内 皮 細 胞
Myr-mCherry を発現するトランスジェニック
ゼブラフィッシュのライブイメージングを
行い、頭部血管を被覆する壁細胞がどのよう
に発生し、どのように内皮細胞を被覆するの
かライブイメージングにより解析した。その
結果、36 hpf（hour post-fertilization）
の時期に、脳実質外に存在する脳底動脈周囲
で壁細胞が発生することが分かった。これら
GFP 陽性細胞は、血管平滑筋細胞を可視化す

る TgBAC(tagln:GFP)では観察できなかった
ことから、血管平滑筋細胞でなくペリサイト
であることが示された。また、脳底動脈周囲
で発生したペリサイトは、60 hpf の時期に内
皮細胞上を移動することで脳実質内に進入
し、また、その過程で活発に増殖することで
中脳動脈を被覆することが分かった。120 hpf
のステージでは、壁細胞は動きを停め、中脳
動脈全体を取り巻いていたことから、中脳動
脈を被覆するペリサイトの発生は 120 hpf ま
でに完了することが分かった。 
  血管内皮細胞から産生された Pdgf は、
ペリサイトに発現する Pdgfrb を活性化する
ことで、ペリサイトの血管周囲への動員に関
与することが示唆されている。そこで、
Pdgfrb の変異体ゼブラフィッシュ（sa16389）
を用いて、ペリサイトの頭部血管周囲への動
員にPdgf/Pdgfrbシグナルが関与するか検討
した。その結果、Pdgfrb 変異体ゼブラフィッ
シュでは、脳室外の脳底動脈周囲におけるペ
リサイトの発生は正常であったのに対し、そ
の後のペリサイトの脳室内への移動と増殖
が阻害されており、その結果として中脳動脈
を被覆するペリサイトの数が減少した。以上
の結果から、Pddf/Pdgfrb シグナルはペリサ
イトの発生には必要ないが、その後のペリサ
イトの遊走と増殖に関与することが分かっ
た。 
  内皮細胞で細胞間接着をマークする
Pecam1-GFP を発現し、ペリサイトで mCheery
を発現するゼブラフィッシュのライブイメ
ージングを行うことで、ペリサイトが頭部血
管上を移動するときの細胞動態を解析した。
その結果、ペリサイトが頭部血管上を移動す
る際、内皮細胞間接着上を移動することが分
かった。具体的には、ペリサイトは内皮細胞
の細胞間接着部位に沿って突起を伸ばすこ
と、また、その突起の一部が内皮細胞の細胞
間接着部位上で広がり足場となる接着構造
を形成すること、そして、ペリサイトはその
構造を足場に細胞体を移動させることが分
かった（図 4）。現在、ペリサイトが内皮細胞
の細胞間接着部位を移動するメカニズムと
意義について解析を進めている。 

(3) 血管平滑筋細胞が体幹部の大血管を被
覆するメカニズム 
壁細胞が体幹部の大血管（背側大動脈および
後主静脈）を被覆する様子を TgBAC(pdgfrb: 
GFP)ゼブラフィッシュのライブイメージン
グにより解析した。その結果、36 hpf の時期



に背側大動脈の腹側でGFP陽性の細胞が出現
すること、また、これら細胞はその後、活発
に増殖・遊走することで背側大動脈全体を被
覆することが分かった。また、これら細胞は、
血 管 平 滑 筋 細 胞 を 可 視 化 す る TgBAC 
(tagln:GFP) ゼブラフィッシュでもGFP陽性
として認められたことから血管平滑筋細胞
であることが分かった。しかし、少なくとも
7 dpf（7 day post-fertilization）までの
時点では、後主静脈周囲における壁細胞の発
生は観察されなかった。このことから、体幹
部の大血管を被覆する血管平滑筋細胞は、背
側大動脈周囲で発生することが示唆された。
また、Vegf の受容体である kdrl/kdr を MO に
よりノックダウンし背側大動脈の形成を阻
害すると大血管周囲における血管平滑筋細
胞の発生が抑制された。以上の結果から、背
側大動脈の動脈内皮細胞が背側大動脈周囲
における血管平滑筋細胞の発生を制御して
いることが示唆された。 
 
(4) 壁細胞が節間血管を被覆するメカニズ
ム 
TgBAC(pdgfrb:GFP);Tg(fli1a:Myr-mCherry)
(壁細胞で GFP、内皮細胞で Myr-mCherry を発
現するゼブラフィッシュ)を用いて、体幹部
の節間血管を壁細胞が被覆する様子を観察
した。その結果、節間血管を被覆する壁細胞
には、背側大動脈から移動してくる細胞と節
間血管周囲で発生する細胞の2種類があるこ
とが分かった。また、興味深いことに、節間
血管周囲における壁細胞の発生は、主に動脈
内皮細胞周囲で起こることが示された。これ
ら知見から、節間血管における壁細胞の発生
にも動脈内皮細胞が関与する可能性が示唆
された。 
 
(5) 壁細胞の系譜解析 
ゼブラフィッシュの血管を被覆する壁細胞
の origin を明らかにするため、神経堤細胞
で Cre リ コ ン ビ ナ ー ゼ を 発 現 す る
Tg(sox10:Cre)、中胚葉細胞で Cre リコンビ
ナーゼを発現する Tg(tbx6:Cre)を用いて系
譜解析を行った（図 2および「研究方法」の
項参照）。その結果、体幹部の壁細胞は中胚
葉に由来することが示された。また、頭部で
は、前脳の一部の血管を被覆するペリサイト、
網膜血管や下顎動脈、大動脈弓を被覆するペ
リサイトは神経堤細胞由来であり、それ以外
の血管の多くは中胚葉由来であることが示
唆された。 
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