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緒　言

　血管は生体の隅々まで張り巡らされており、生命を維持するための基礎となる最大の組織である。そのため、血管構
造を理解して形成機構を解明する「血管研究」は組織再生や疾病治療の面から注目されている。これまでの血管研究に
より、VEGF（血管内皮細胞増殖因子）ファミリーをはじめとする多数の血管新生誘導因子が発見され、血管形成を開
始させるメカニズムが詳細に解明されている１）。これらの成果から、血管形成を制御することがある程度は可能となっ
ており、医薬品などの開発へと応用され実用化が進められている。しかしながら、現在の血管制御療法は血管の「数」
の増減だけに注目しており、処置後の血管の「質」の低さから導かれる、早期血管退縮や血管透過性亢進などの副作用
が重大な問題となっている。そのため近年の血管研究のトレンドは血管の「質」を改善する方向へと視点が移ってきて
おり、形成後の血管の成熟化や安定化、およびリモデリングに関する研究に注目が集まっている２）。
　我々もこれまでに、血管の「質」の制御という概念に基づいて血管成熟化へ関与する因子の探索を行い、血管径のサ
イズと安定化を制御する apelin-APJ 系を同定した３）。それまでに血管成熟化の分子機構はほとんど明らかになってお
らず、apelin は最初に同定された血管成熟化因子であるといえる。さらに、血管再生や、腫瘍血管に対する治療効果に
対して有効性を示すことを明らかにしてきた４,５）。しかしながら、血管系は動脈･静脈･毛細血管といった様々な管の立
体的な配置によって形成されている複雑な組織であり、真の血管形成制御を誘導する上では、血管をより高次的な「血
管組織」として捉える必要がある。そこで本研究では、血管系がどのような過程で階層性を構築し、秩序ある走行性を
獲得するかを、細胞および分子レベルにて解析を行う。このように対象を血管の「数」から「質」へ、さらには「構
造」へと対象を切り変えた新しい血管研究は、既存の血管新生制御法とは全く異なる概念の血管治療法の開発に繋がる
ものとして期待できる。
　血管組織の構造編成のメカニズム解明の糸口として我々が注目しているのは、血管形成を制御する血球系細胞群であ
る。我々は、マウス胎児の皮膚発生モデルの組織学的な解析を進め、その結果、好中球様の特殊な細胞群が形成過程の
血管周囲に蓄積することを発見した。腫瘍血管新生における好中球の関与については報告があるが、発生過程での血管
形成における好中球系細胞の役割は、これまでに全く報告されていない。本研究では、動脈･静脈･毛細血管から構成さ
れる高次的な「血管組織」が、どのようなメカニズムによって制御されているかを、好中球様細胞と血管の相互作用に
注目して解明する。まず、血管形成に関与する好中球様のサブセットがどのような特徴を持っているかを細胞表面マー
カーの解析から同定し、血管関連好中球として定義付けする。また、この細胞群がどのようなシグナル系によって血管
周囲にリクルートされてくるのか、さらにはどのような分子機構によって血管構造の編成を制御しているのかを検討す
る。加えて、多光子顕微鏡を用いた in vivo イメージングを駆使して、実際に生体内で好中球がどのように「血管組
織」の形成に関与しているかを詳細に検討を進める。これまで未知であった血管構造編成の制御機構を明らかにするこ
とは、新概念に基づいた血管制御法の開発に繋がるとして医療応用が期待できる。

方法および結果

　これまでの解析により、胎生 14.5 日目の胎児皮膚において血管周囲へ好中球様の細胞群がリクルートすることが確
認できていた（図 1A）。そこで、この好中球様細胞の血管形成への影響を検討するため、好中球に特異的な殺細胞機
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能がある中和抗体（クローン名 RB6-8C5）の投与によって好中球を除去し、血管形成への影響を検討した。妊娠 10 日
目および 13 日目の雌マウスに 0.2 mg の RB6-8C5 抗体を腹腔内投与したところ、胎児皮膚から好中球が減少すること
が確認できた（図 1B）。そこで、胎生 15.5 日目の胎児皮膚を回収し、血管を染色できる CD31 抗体を用いたホールマ
ウント免疫染色法を行い、共焦点顕微鏡にて写真を撮影することで、立体的な血管構造を解析した。その結果、血管の
走行性に大きな異常が認められ、特に通常では秩序だって併走するはずの動脈と静脈が、著しく解離していた（図 1C）。
このことから、血管周囲の好中球は正常な血管構造を編成するために重要な役割を果たすことが示唆された。

図 1． 好中球様細胞が血管の構造形成に関与する
（A）胎生 14.5 日目の胎児皮膚を免疫染色した。血管（青色）を CD31 抗体にて、好中球（緑）を Gr-1 抗体にて
染色している。血管の周囲に好中球系細胞が動員されている。（B）RB6-8C5 抗体を妊娠マウスに投与すること
によって、胎児皮膚における好中球の減少が確認できた。（C）RB6-8C5 抗体の投与にて好中球を減少させると、
胎児皮膚の静脈血管（水色）の走行性に大きな乱れが確認された（矢頭）。胎生 14.5 日目の胎児皮膚の血管（緑
色）を CD31 抗体にて、動脈（黄色）を SMA にて、静脈（水色）を APJ 抗体にて免疫染色している。

　血管形成に関与する好中球様細胞の存在が示されたため、続いて、この好中球の詳細な解析を進めることにした。ミ
エロイド系の細胞に対する各種抗体にて胎児皮膚を免疫染色したところ、血管周辺に蓄積しているのは Ly6B.2 を発現
している好中球である事が明らかとなった（図 2A）。そこで、この好中球画分の細胞表面マーカーによる詳細な定義
付けを行うため、胎生 14.5 日目の胎児皮膚から細胞を回収してフローサイトメトリー解析を行った。CD45 抗原を発現
している血球細胞の中から、Ly6B.2 陽性と陰性の細胞群について比較すると、Ly6B.2 陽性細胞は F4/80 を弱く発現し
ている特殊な細胞である事が明らかとなった。さらに、各種血球系マーカーにて解析すると、CD11b 陽性、Gr-1 陽性、
Ly6C 陽性、Ly6G 陰性の細胞群として同定された（図 2B）。このような細胞はマクロファージ系の細胞群とも考えら
れるため、Ly6B.2 陽性の細胞をフローサイトメーターにて単離回収し、サイトスピンを行ってメイ･ギムザ染色したと
ころ、好中球の特徴である分葉核が確認された（図 2C）。以上の結果から、Ly6B.2 陽性･F4/80 弱陽性･Ly6C 陽性･
Ly6G 陰性の血管関連好中球を、新たな細胞群として定義付けすることができた６）。
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図 2． 血管関連好中球の同定と解析
（A）胎生 14.5 日目の胎児皮膚の血管（青色）を CD31 抗体にて、血管関連好中球（緑）を Ly6B.2 抗体にて免
疫染色した。血管の周囲の好中球系細胞は Ly6B.2 が陽性である。（B）胎生 14.5 日目の胎児皮膚における Ly6B.
2 陽性細胞に対して、フローサイトメトリーによる細胞表面マーカーの解析を行った。CD45 陽性の血球細胞の
中で、Ly6B.2 陽性（P1）と陰性（P2）の細胞群について比較すると、Ly6B.2 陽性細胞は F4/8 が弱陽性であっ
た。また、CD11 陽性、Gr-1 陽性、Ly6C 陽性、Ly6G 陰性であった。（C）Ly6B.2 陽性の細胞を単離しメイ・ギ
ムザ染色した。比較として示した好中球と類似した分葉核が確認され、マクロファージとは形態が異なってい
た。

　血管形成過程における血管構造の動的な変化は、旧来の組織切片による解析では詳細に捉えることが困難である。血
管の構造編成と好中球との関連性をより明確にするため、多光子顕微鏡を用いた生体イメージング系の確立を目指すこ
とにした。血管を可視化できるマウス（Neovessel-tdTomato マウス）は既に樹立できているため（図 3A）、血管関連
好中球を可視化できるマウスの作製に着手した。遺伝子発現解析による検討にて、血管関連好中球は BVN1 遺伝子を
特異的に発現していることが確認できていたため、このプロモーター領域下で GFP を発現するマウスを作製した。転
写開始点から 4,000 bp 上流までのプロモーター領域をクローニングし、トランスジェニックマウスを作製した（図
3B）。

3



図 3． 血管と好中球の生体イメージング系の構築
（A）血管を可視化できるマウス（Neovessel-tdTomato マウス）の耳の血管を多光子顕微鏡で撮影した。血管は
赤色の蛍光を発している。（B）血管関連好中球に特異的に発現しているは BVN1 のプロモーター領域（4,000
bp）の制御下で GFP を発現するマウスを作製した。

考　察

　本研究成果から、胎児の発生過程において血管形成に関与する新規の血管関連好中球が同定された。今後は、血管関
連好中球の遺伝子発現プロファイリングを進めることで、より詳細な定義づけを進めるとともに、どのような分子機構
にて血管形成に関与しているか、また、どのようなシグナルによって血管周囲にリクルートされるのかを明らかにして
いきたい。また、作製中のイメージングマウスを用いた解析は、血管の構造編成がどのように制御されているのかを時
間･空間的に明らかにすることが可能であり、これまで予想もされなかった現象の発見に繋がると思われる。血管関連
好中球は、発生過程のみならず、腫瘍形成や各種病態にも関与している可能性を示唆するデータも得られており、新た
な概念に基づく創薬標的としても期待できる。
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