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緒緒  言言  

 
血管は全身の細胞に酸素や栄養を供給する生命維持に必須のライフラインであり、その異常は多岐に渡る疾患と関連

する。全血管の 90％以上を占める毛細血管の血管壁にはペリサイトが被覆している［1］。ペリサイトは、血液脳関門

の形成・維持に重要であり、これまで中枢神経系におけるペリサイトの機能が精力的に研究されてきた。しかし、末梢

組織の毛細血管を被覆するペリサイトの機能に関しては、ほとんど研究が進んでいない。一方、組織が虚血状態に陥る

と血管新生が誘導され、虚血組織に新たな血管網を構築する。これまで血管新生では、血管新生因子が血管壁からペリ

サイトを剥離し、血管の出芽・伸長を促すと考えられてきた［2］。また、癌や糖尿病網膜症などの疾患で起こる病的血

管新生では、ペリサイトが新生血管に動員されず、それにより機能的に未熟な血管が形成され、これら疾患の病態を悪

化させると考えられている［2］。しかし、血管新生におけるペリサイトの機能とその制御メカニズムに関しては、未だ

不明な点が多いのが現状である。 
我々はこれまで、医学研究に有用なゼブラフィッシュをモデル脊椎動物として用い、蛍光イメージング技術を駆使す

ることで、血管形成の制御機構を研究し、その一端を解明した［3，4］。また、生体内のペリサイトの動態を高解像度

でイメージング可能なゼブラフィッシュを世界ではじめて樹立し、ペリサイトが血管を被覆する機序を示した［5，6］。 
さらに最近、これまで技術的に困難であったゼブラフィッシュ成魚の長時間ライブイメージング法を独自に確立し、

成魚皮膚の創傷治癒過程の血管新生における内皮細胞・ペリサイトの動態を数ヶ月に渡って詳細に観察した［7］。その

結果、損傷後2日目から損傷血管の伸長と非損傷血管からの出芽が誘導された。さらに、損傷後4日目には、血管の出

芽・分岐・吻合が活発に起こり、血管内皮細胞の増殖により多くの血管が蛇行し、損傷後7日目には、無秩序な高密度

の血管網が形成された。興味深いことに、創傷による血管新生の誘導によって、ペリサイトの血管壁からの乖離は認め

られず、逆にペリサイトは血管内皮細胞とともに増殖し、蛇行血管を構築する内皮細胞を被覆することが分かった。そ

の後、数ヶ月に渡って血管内皮細胞、ペリサイトが徐々に消失し、血管が正常化することが示された。これら知見は、

「血管新生の誘導によってペリサイトは血管壁から乖離し内皮細胞の出芽を促す」という従来から信じられてきた血管

新生におけるペリサイトの機能とは明らかに矛盾する。そこで我々は、「生理的血管新生において、ペリサイトは増殖

し血管壁を被覆することで、過剰な内皮細胞の出芽を抑え、機能的な血管網の形成に寄与する一方、病的血管新生では、

ペリサイトによる血管壁の被覆が起こらず、それにより過剰な内皮細胞の出芽が起こり、未熟な血管が形成される」と

の仮説を立てた。本研究では、本仮説の検証を通して、血管新生におけるペリサイトの真の機能とその制御機構の解明

を目的とした。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．ペペリリササイイトトををココンンデディィシショョナナルルにに除除去去可可能能ななゼゼブブララフフィィッッシシュュのの樹樹立立 
生理的及び病的な血管新生におけるペリサイトの真の機能を明らかにするため、ニトロ還元酵素（Nitroreductase：

NTR）／メトロニダゾール（Metronidazole：MTZ）システムを利用してペリサイトをコンディショナルに除去可能な

トランスジェニック（Tg）ゼブラフィッシュを樹立した。NTR は MTZ をアポトーシス誘導物質へと変換する酵素で
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ある。ペリサイトを含む壁細胞でアクティブな pdgfrb プロモーター制御下で Gal4FF を発現する TgBAC
（pdgfrb:Gal4FF）フィッシュとGal4の認識配列UASの下流でNTR-mCherryを発現するTg（UAS:NTR-mCherry）
フィッシュを樹立し、血管内皮細胞を可視化するTg（kdrl:EGFP）フィッシュと交配した（図1）。同フィッシュ成魚

の皮膚の観察により、kdrl:EGFP陽性の内皮細胞を被覆するペリサイトにおけるNTR-mCherryの発現が認められた。

さらに、同Tg フィッシュ成魚をMTZ で処理したところ、処理後2 日目には、皮膚血管を被覆するペリサイトのほと

んどが消失していた（図1）。以上により、ペリサイトをコンディショナルに除去可能なゼブラフィッシュの樹立に成功

した。 
 

 
図1．ペリサイトをコンディショナルに除去可能なゼブラフィッシュの樹立 

a） ペリサイトで NTR-mCherry を発現するゼブラフィッシュを MTZ で処理すると、

MTZがDNA損傷物質に変換され、ペリサイトがアポトーシスにより除去される。 
b） TgBAC(pdgfrb:Gal4FF);(UAS:NTR-mCherry);(kdrl:EGFP)ゼブラフィッシュ成魚を

MTZで48時間処理することによりペリサイトを除去した。 
上：ペリサイト（赤）、下：ペリサイト（赤）及び血管内皮細胞（緑）（スケールバー：

100μm）。 
 
22．．ペペリリササイイトト非非存存在在下下ににおおいいてて創創傷傷にによよりり血血管管新新生生をを誘誘導導ししたた際際のの内内皮皮細細胞胞動動態態のの解解析析 

1 で開発したシステムを用いて、MTZ 処理により成魚のペリサイトを除去したのち、皮膚に損傷を加え、血管新生

を誘導した。その結果、コントロールフィッシュと同様に、損傷血管の伸長と非損傷血管からの出芽が起こり、損傷後

1～2週間目には、密度の高い血管網が構築された。その後、血管の退縮・リモデリングが徐々に起こり、1～2ヵ月後

には秩序だった血管網が形成された。血管新生誘導時の内皮細胞動態を詳細に解析したところ、コントロールに比べ、

ペリサイトを除去した群では血管枝の出芽数が優位に多いことが分かった（図2）。さらに、コントロールでは、損傷血

管は一直線状に伸長し、損傷前と同様に走行する血管を再生したのに対し、ペリサイトを除去した損傷血管は蛇行して

伸長し、損傷前と異なる血管ネットワークを形成した。以上の結果から、ペリサイトは血管新生における過剰な出芽を

制限するとともに、血管の伸長方向を制御していることが示された。 
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図2．ペリサイト非存在下における創傷治癒過程の血管新生の解析 

a） TgBAC(pdgfrb:Gal4FF);(UAS:NTR-mCherry);(kdrl:EGFP)ゼブラフィッシュ成

魚をMTZで2日間処理することでペリサイトを除去し、その3日後に皮膚に創傷

を加え血管新生を誘導した。損傷後5日目の血管を観察した。 
b） コントロールフィッシュ（上）及びペリサイトを除去したフィッシュ（下）におい

て創傷による血管新生により形成された血管の観察。赤：ペリサイト、緑：血管内

皮細胞（スケールバー：100μm）。 
c） ペリサイト存在下（コントロール、n＝3）及び非存在下（MTZ処理、n＝3）で血

管新生を誘導した際に観察された血管枝の出芽数。**p＜0.01（t-test）。 
 
33．．改改良良型型NNTTRR//MMTTZZシシスステテムムをを利利用用ししたた選選択択的的ペペリリササイイトトアアブブレレーーシショョンンシシスステテムムのの構構築築 

Tg（pdgfrb:Gal4FF）;（UAS:NTR-mCherry）フィッシュを用いてペリサイトを除去したのち、ペリサイトの再出

現が認められなかったことから、同フィッシュでは再出現するペリサイトを標識できていない可能性を考えた。これを

検証するため、Tg（pdgfrb:EGFP）フィッシュを用いてペリサイト除去実験を行ったところ、ペリサイト除去後、数日

で血管周囲に pdgfrb:EGFP 陽性、pdgfrb:Gal4FF、UAS:NTR-mCherry 陰性細胞の出現が認められた。よって、       
1の系では一時的にペリサイトの除去はできるが、その後に再出現するペリサイトを検出できないことが分かった。そ

こで、この問題を克服するため、改良型NTR/MTZシステムを用い選択的ペリサイト除去システムを構築した。具体的

には、pdgfrb プロモーター制御下で mScarlet-2A-epNTR を発現する Tg フィッシュ（epNTR：ゼブラフィッシュ最

適化NTR、2A：自己切断2Aペプチド、mScarlet：蛍光強度の強い赤色蛍光タンパク質）を樹立した。同フィッシュ

を用いて、1 と同様にペリサイト除去実験を行ったところ、MTZ 処理後 2 日目には、ほぼ全てのペリサイトが消失し

たが、MTZ除去後、動脈血管周囲にpdgfrb:mScarlet-2A-epNTR陽性ペリサイトが再出現することが分かった。現在、

このシステムを用いて、再度、血管新生におけるペリサイト除去の効果を検討している。 
44．．ゼゼブブララフフィィッッシシュュをを用用いいたた腫腫瘍瘍血血管管新新生生ラライイブブイイメメーージジンンググシシスステテムムのの構構築築 
ゼブラフィッシュを用いて、腫瘍血管新生における内皮細胞、ペリサイトの動態を解析するため、免疫不全ゼブラフ

ィッシュ（prkdc－／－、il2rga－／－）を入手し、Tg（kdrl:EGFP）;（pdgfrb:mCherry）フィッシュと交配した。同フィ

ッシュにiRFP670で蛍光標識したMDA-MB-231ヒト乳腺がん細胞を移植したが、がん細胞の生着が十分でなかった。  

現在、腫瘍血管新生を解析するため、移植がん細胞の生着率向上を図っている。 
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考考  察察  

 
今回、血管新生におけるペリサイトの機能を解析するため、NTR/MTZシステムを利用してペリサイトをコンディシ

ョナルに除去可能な系を確立し、ペリサイト非存在下における創傷時血管新生を解析した。その結果、血管新生におい

てペリサイトは過剰な血管の出芽を制限するとともに、血管枝の伸長を制御していることが示された。しかし、ペリサ

イト除去後、数日で動脈血管周囲においてペリサイトが出現し、再び血管を被覆していたことから、本実験では血管  

新生過程の一部のペリサイトの機能しか阻害できておらず、血管新生におけるペリサイトの機能を過小評価している 

可能性が考えられる。よって、現在行っている改良型ペリサイト除去システムを用いた解析により、血管新生における

ペリサイトの機能が明確になると期待している。また、ペリサイト除去により正常皮膚血管がどのように影響を受ける

か解析することで、正常血管におけるペリサイトの機能を明らかにしていく。 
今回、成魚皮膚のペリサイトを除去後、動脈周囲でペリサイトが再度出現することを発見した。この知見は、ペリサ

イトがde novoで再生する機構が存在すること示唆しており、そのメカニズムについても今後解析を行っていく。 
現在、構築している腫瘍血管新生のライブイメージング系を利用して、腫瘍血管新生におけるペリサイトの動態を 

詳細に解析し、生理的および病的な血管新生におけるペリサイトの真の機能を明らかにしていく。 
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