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序論 
 

	
 血管は、体中に酸素や栄養素、老廃物を運搬する上で重要であり、この機能

を果たすためには適切な血管ネットワークが形成されることが必要である。血

管が適切な位置に配置されることを研究する血管パターニングの研究は解剖学

的な知見が古くから数多く知られるものの、その分子メカニズムの解析は近年

多く見られるようになってきた。代表的な例が NIH の向山洋介博士によるマウ
ス表皮における末梢神経と動脈の並走に関する研究である (Mukouyama et al., 
2002)。これは末梢神経軸索のパターンによって動脈形成がなされるという報告
である。またその反対に、表皮のような組織では、血管や神経の標的組織に依

存してできるものであり、神経のパターンと血管のパターンが必ずしも一致し

てできるわけではないという報告もなされ(Oh and Gu, 2013a)、神経と血管がい
かにして決まったパターンを形成するのかは非常に混沌としたものとなってき

ている。  
	
 本研究では、脳や脊髄といった中枢神経組織における血管の形成過程を調べ

ることにより、神経と血管の発生過程における相関性を明らかにすることを目

的とする。  
	
 脳や脊髄といった中枢神経組織は、末梢組織に比べて、血管が密になってお

り、供給される酸素量やグルコースなど消費量が極めて高く、血管パターンの

乱れは重篤な病につながる(Eichmann and Thomas, 2012; James and Mukouyama, 
2011; Ma et al., 2013; Quaegebeur et al., 2011)。この研究では、特に中枢神経組織
の中でも脊髄における血管走行ルートを知り、そのルートを規定するメカニズ

ムを知ること（血管パターニング）に焦点をあてる。本研究で脊髄に着目した

ことは、胚発生期の脊髄内の血管パターニング研究は重要であるにも関わらず

脳や網膜における研究に比べて少ない点と脊髄を容易に遺伝子操作する実験系

が確立されている点が理由として挙げられる。また、モデル動物として脊髄に

遺伝子操作しやすいトリ胚を用いた。  
 

脊髄における血管形成  
	
 胚発生期の脳および脊髄における血管形成は、まず血管がこれらの中枢神経

組織の周囲を取り巻く所から始まる（図 1）。この中枢神経組織を取り巻く血管
は Peri-neural vascular plexus（PNVP）と呼ばれ、体節中胚葉に由来し、脈管形
成（vasculogenesis）によって形成される。脈管形成は、血管内皮の前駆細胞
（angioblast）が体内の適切な位置に移動した後に、原始血管叢（メッシュ状の
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未熟な血管）を形成するプロセスである(Risau, 1997)。発生が進み、PNVP が中
枢神経組織を取り巻き終わる頃になると、PNVP の一部が分岐し、組織内部へ
の侵入が開始される。 PNVP から脳および脊髄内部へと侵入した血管は
Intra-neural vascular plexus（ INVP）と呼ばれるようになる (Bautch and James, 
2009; Eichmann and Thomas, 2012; James et al., 2009; James and Mukouyama, 2011; 

Kurz, 2009; Kurz et al., 1996; Ruhrberg and Bautch, 2013; Stenman et al., 2008)。
PNVP から INVP に至る血管形成は、既存の血管内皮が分岐・伸長する血管新
生（angiogenesis）というプロセスである(James et al., 2009; Kurz et al., 1996)。  
	
 トリ胚の脊髄における INVP 形成はニワトリ胚で発生 4 日目頃、ウズラ胚で
発生 3.5 日目頃から始まり、脊髄腹側の底板（floor plate）の両脇にある PNVP
から侵入してくる(James et al., 2009; Kurz et al., 1996)。脊髄内に侵入した INVP
は発生が進むにつれて背側方向へと伸長していき、やがて脊髄側部（表層部）

の PNVP から分岐し、新たに侵入してきた INVP と融合することによって脊髄
循環器の基礎をつくる。さらに発生が進むとこの INVP は血管リモデリングを
繰り返し、より 3 次元的に複雑な血管網へと成長していく。本論文中では、主
に、脊髄腹側から最初に侵入してくる INVP の形成過程に焦点を当て、解析を
進めた結果を報告する。  
 

脊髄における神経層形成  
	
 脳と脊髄は生命機能を維持する上で必須な器官であり、その神経発生過程は

よく調べられている。ここでは本研究に特に関わりのある層形成について記述

する。脳、脊髄どちらの層形成も神経管と呼ばれる一層の神経上皮層から形成

が始まる(Rowitch and Kriegstein, 2010; Sgaier et al., 2005)。神経上皮層は発生過
程を経るに従って増殖と分化を繰り返し、分化した神経細胞（ニューロン）が

上皮基底膜側、つまり神経上皮内腔面と逆方向に移動することで新たな層（本

論文中では分化神経層と呼ぶ）が形成されていく(Rowitch and Kriegstein, 2010)。
脳および脊髄における層形成は初期の段階ではよく似ているように見えるが、

発生過程が進むにつれてその複雑さは脳の構造の方が圧倒的に複雑なものにな

っていく(Dehay and Kennedy, 2007; Franco and Müller, 2013; Miyata et al., 2010)。	
  
	
 胚発生期の脊髄も発生が進めば進む程、複雑なものになっていくが、本研究

では、脊髄内にはじめの INVP の侵入・伸長がみられる時期であるニワトリ胚
発生 4 日目から 5 日目頃までを主な解析の対象とした。この時期は大きく分け
て 3種の分化状態の細胞層が存在する(Roztocil et al., 1997; Xie et al., 2011)。（1）
増殖期にある神経前駆細胞が存在する Ventricular zone（VZ：本研究では神経前
駆細胞層と呼ぶ）、（2）神経前駆細胞から分化した神経（ニューロン）へと移行
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する途中段階の細胞が存在する Intermediate zone（IZ）および（3）ニューロン
が存在する Mantle zone（MZ、分化神経層）である。ちなみに、この層構造は
マウスにおいてもみられる(Gui et al., 2007; Misra et al., 2008)。本論文では脊髄
腹側から最初に侵入してくる INVP が神経前駆細胞層と分化神経層の間の領域
（厳密には Intermediate zone の分化神経層側）を通る決まった走行ルートもつ
ことを示し、さらに神経前駆細胞層が血管非形成領域となっており、神経前駆

細胞層が INVP の走行ルート規定に必要であることを示した結果を報告する。  
 

中枢神経組織の血管形成に関わる分子  
	
 血管形成に関わる分子の中でも最も重要で、知見が豊富なのが、血管内皮成

長因子 Vascular endothelial growth factor A（VEGF-A、本論文中では VEGF と略
記する）である(Carmeliet et al., 1996; Chauvet et al., 2013; Ferrara and Alitalo, 
1999; Mackenzie and Ruhrberg, 2012; Quaegebeur et al., 2011; Risau, 1997; 

Ruhrberg and Bautch, 2013; Yancopoulos et al., 2000)。VEGF は血管内皮細胞に発
現するチロシンキナーゼ型受容体の Vascular endothelial growth factor receptor 
(VEGFR) に結合することによって、細胞増殖や遊走、分化といった多岐にわた
る役割を発揮することが知られている(Adams and Alitalo, 2007; Eichmann et al., 
2005; Eilken and Adams, 2010; Gerhardt et al., 2003; Geudens and Gerhardt, 2011; 

James and Mukouyama, 2011; Phng and Gerhardt, 2009)。VEGF の null ノックアウ
トマウスは中枢神経組織の血管形成が起きる前に致死となるため、中枢神経組

織における VEGF の役割は、Nestin-cre driver による VEGF コンディショナル
ノックアウトマウスや VEGFのアイソフォームを欠損させたミュータントマウ
スなどから、その重要性が明らかにされてきた(Haigh et al., 2003; Ruhrberg et al., 
2002)。Nestin Cre driver による VEGF コンディショナルノックアウトマウスで
は、前脳や脊髄において組織内に侵入する血管の数が顕著に減少する(Haigh et 
al., 2003)。また、VEGF は、マウス胚体内において VEGF121、VEGF164 および
VEGF188 の主に三つのスプライシングバリアントが機能することが知られて
おり、これらのスプライシングバリアントは Heparan sulfate proteoglycan（HSPG）
への結合領域をもつかどうかで大きく二つのグループに分けられる。HSPG 結
合領域をもつのは VEGF164 と VEGF188 であり、HSPG 結合領域をもたないの
が VEGF121 である。HSPG 結合領域をもつ VEGF164 と VEGF188 を欠損させた
場合、後脳における血管分岐が正常に起こらないことが報告されている

(Ruhrberg et al., 2002)。このことは HSPG 結合領域をもつ VEGF が中枢神経組織
内の血管形成に必要であることを示している。また、VEGF164 は中枢神経組織
において最も豊富に存在することが知られている(Ng et al., 2001)。これらのこ
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とから本実験の脊髄における VEGF強制発現実験では VEGF164を用いている。
脊髄における VEGF の役割はウズラ胚における VEGF 強制発現実験により、脊
髄側部から侵入してくる INVPの侵入点が増えるという報告がある(James et al., 
2009)。しかしながら、脊髄腹側から侵入する INVP の走行ルートの規定につい
てはいまだ不明瞭な点がある。  
	
 脊髄における血管形成において VEGF以外の重要なシグナルとして知られて
いるのが、Wnt シグナリングである(Stenman et al., 2008)。Wnt7a と Wnt7b を中
枢神経組織において欠損させたコンディショナルダブルノックアウトマウスで

は、脊髄内における一部の血管が減少し、Wnt の下流にある β-カテニンを血管
内皮特異的に欠損させると、脊髄内部における血管の侵入は起こらなくなるこ

とが知られている。  
 

本論文で得られた成果  
	
 本論文では、トリ胚において脊髄腹側から侵入してくる INVP が神経前駆細
胞層と分化神経層の間の領域を通る決まった走行ルートもつことを明らかにし

た。また、その血管パターン形成において、脊髄の神経前駆細胞層が重要な役

割を担っており、血管非形成領域を形成すること、さらに、その血管非形成領

域は神経前駆細胞層の単なる物理的な障壁によるものだけではなく、何らかの

分子メカニズムによって形成されうる可能性を示した。加えて、その分子メカ

ニズムとして、血管誘引分子 VEGF と血管形成抑制分子 VEGFR1 あるいは細胞
反発分子 Sema3E を用いた解析から、一つの生体内分子モデルを提示した。本
論文では、これらの解析結果とこれまでに知られていることを踏まえて、より

神経と血管の関係を深める議論をしたい。  
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材料と方法 
 

ニワトリ胚とウズラ胚  
	
 ニワトリ有精卵は城山鶏園（神奈川）、ウズラ胚はモトキ（埼玉）より購入し

た。それぞれの有精卵を 38.5℃、湿度 100％の条件で温め、各実験に適した発
生段階（主に胚発生 4 日目から胚発生 5.5 日目）の胚を得た。本論文中に記す
発生段階は、Hamberger-Hamilton の発生段階表(Hamburger and Hamilton, 1992)
に従った。  
 

血管可視化のための蛍光インクインジェクション  
	
 ニワトリ胚およびウズラ胚への血管インクインジェクションは高瀬らの報告

に従って実施した(Takase et al., 2013)。各実験に適した発生段階（主に胚発生4
日目から胚発生5.5日目）にまで胚の発生を進め、vertical micropipette puller 
（Narishige, PC-10）を用いて先端を約1mmにしたガラスキャピラリー（Narishige, 
GD-1）を用いて胚体外血管から蛍光インク（ZEBRA sparky-2もしくはPILOT 
spotliter）をインジェクションした（インク量1μlから3μl）。胚全体の血管にイ
ンクが広がったのを蛍光実体顕微鏡（Leica）下で確認した後、胚を卵から取り
出し、横断組織片の作成あるいは脊髄の平坦試料の作成を行った。  

 

脊髄の平坦試料の作成（オープンブック）  
	
 脊髄の平坦試料の作成は神経軸索研究で使われた方法 (Lyuksyutova, 2003; 
Wolf et al., 2008)を参考に改変した方法を用いた（なお、このオープンブックは
培養系ではないことに注意すること）。蛍光インクインジェクションにより血管

を可視化した胚を、眼科用ハサミを用いて卵から切り出し、PBS 内で卵黄をよ
く洗い落とした後、PBS を満たしたシリコンシャーレ上に移した。次に、胚の
胴体領域にあたる脊髄組織を、眼科用ナイフ（FEATHER）を用いて切り出し、
脊髄組織を取り巻く軟膜を脊髄組織が極力傷つかないように細心の注意を払い

ながら、取り除き、脊髄の背側領域に切れ目を入れた（E4 以前の脊髄組織は軟
膜を取り除くと非常に丸まりやすいため一部の胚においては脊髄底板領域に接

する軟膜を残してある）。この脊髄組織を、先端をカットした P1000 用チップ
のついたピペットで吸い上げ、35mm ガラスボトムディッシュ（MATSUNAMI）
に移した後、脊髄内腔面がディッシュの底面になるように配置し、組織周囲の

PBS をピペットで注意深く取り除き、ディッシュに貼付け蛍光実体顕微鏡
（Leica）あるいはコンフォーカルレーザー顕微鏡（Pascal、Zweiss）を用いて
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像の取り込みを行った。  
 

胚の固定、横断組織片の作成  
	
 適切な発生段階で得られたトリ胚を、4%パラホルムアルデヒド /PBS 溶液を
用いて 4℃で一晩固定した。続いて、PBS で洗浄後、30%スクロース/PBS 溶液
で脱水し、O.C.T compound/30%スクロース（=2:1）溶液に 4℃で一晩かけて置
換した。さらに O.C.T compound/30%スクロース溶液に置換された胚を O.C.T 
compound によって包埋し、-30℃で凍結後、クリオスタットを用いて厚さ 10μm
あるいは 100μm の横断組織片を作成した。10μm の組織片は APS コートスライ
ドグラス（MATSUNAMI）に張り付け、100μm の組織片は PBS を入れた 24 
well-plate（IWAKI）内に入れた。この後、免疫組織化学染色、in situ hybridization
あるいは封入の処理へと移行した。  
 

免疫組織化学染色  
	
 各組織片の免疫組織染色は 1次抗体として QH-1抗体、抗 ZO-1抗体、抗 Smooth 
muscle actin 抗体、抗 Sox2 抗体、抗 HuC/D 抗体、抗 β-tublinIII（Tuj-1）抗体、
抗 Neurofilament 抗体を用いて行った。  
10μm 組織片  
2%スキムミルク/PBS溶液を用いて1時間ブロッキング処理した後、1次抗体を
4℃で一晩反応させ、2次抗体を室温で1時間反応させた後、FluorSave reagent 
（Calbiochem）を用いて封入した。抗体の洗浄はPBSを用いて行い、10分間、3
回の条件で洗浄した。1次抗体、2次抗体はそれぞれ2%スキムミルク/PBS溶液を
用いて適当濃度に希釈された（希釈率に関して、一次抗体は表参照、二次抗体

は表の下に記した）。  
 

1 次抗体名（2 次抗体の反応に必要な IgG） 生産会社名  希釈率  

QH-1 抗体（mouse IgG）  DSHB 2 倍  

ZO-1 抗体（rabbit IgG）  Zymed 50 倍  

Smooth muscle actin 抗体（1A4）（mouse IgG） Sigma 400 倍  

β-tublinIII（Tuj-1）抗体（mouse IgG）  R&D systems 300 倍  

Neurofilament 抗体（rabbit IgG）  Millipore 200 倍  

なお、二次抗体は Alexa 568 goat anti-mouse IgG、  Alexa 488 goat anti-rabbit IgG 

または  Alexa 647 goat anti-mouse IgG （Molecular Probes）を 500 倍希釈で使用
した。  
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封入された 10μm 組織片はアポトームシステムのついた Axioplan 2 顕微鏡を用
いて像の取り込みを行った。  
 

100μm 組織片  
	
 100μm の組織片を 24 well-plate（IWAKI）内の溶液に float させた状態で以下
の通り処理した。0.5% Triton-X/PBS で 10 分処理した後、2%スキムミルク/PBS
溶液を用いて 2 時間ブロッキング処理した後、1 次抗体を 4℃で一晩反応させ、
2 次抗体を室温で 1 時間反応させた後、FluorSave reagent （Calbiochem）を用い
て封入した。このときの封入には APS コートなしのスライドグラス
（MATSUNAMI）を用いてビニールテープを張り付けたカッターナイフでくり
ぬいた場所に組織片を置いてから封入した（組織片に厚みがあり、つぶれるの

を防ぐため）。抗体の洗浄は PBS を用いて行い、30 分間、4 回の条件で洗浄し
た。1 次抗体、2 次抗体はそれぞれ 2%スキムミルク/PBS 溶液を用いて適当濃度
に希釈した（希釈率は表参照、なお二次抗体はすべて 500 倍希釈）。  
 

抗体名  生産会社名  希釈率  

Human-Sox2 抗体（goat IgG）  R&D systems 50 倍  

HuC/D 抗体（mouse IgG）  Molecular Probes 100 倍  

抗 β-tublinIII（Tuj-1）抗体（mouse IgG） R&D systems 300 倍  

なお、二次抗体は Alexa 488 donkey anti-goat IgG、 Alexa 488 goat anti-mouse IgG 

もしくは  Alexa 405 donkey anti-goat IgG （Molecular Probes）を 500 倍希釈で使
用した。  
 

封入された 100μm 組織片はコンフォーカルレーザー顕微鏡（Pascal、Zweiss）
を用いて像の取り込みを行った。  
 
 

ヒアルロン酸の検出  
	
 ヒアルロン酸の検出は以前に報告された方法を参考にして行った(Meszar et 
al., 2008)。検出にあたっては biotinylated HA-binding probe （HABP, Hokudo）
を終濃度 5μg/ml PBS で使用した。組織片を 0.5% Triton-X/PBS で 10 分処理した
後、1% BSA/PBS にて 1 時間ブロッキングし、HABP/PBS を 4℃で一晩反応させ
た。最終的に Streptavidin-Alexa 555 または  Streptavidin-Alexa 647（Molecular 



 9 

Probes）をブロッキング液で 500 倍希釈し、反応させたものを封入し、コンフ
ォーカルレーザー顕微鏡（Pascal、Zweiss）を用いて像の取り込みを行った。こ
れらの反応および封入方法は 100μm 組織片の免疫組織化学染色法と同じ手順

である。  
 

RNA プローブの作成  
	
 RNA プローブの作成は利根川あかね博士ら、および大畑絵美博士らの以前の
報告の通りに行った(Ohata et al., 2009; Tonegawa et al., 1997)。RNA プローブの
作成に必要な cDNA断片を含むプラスミドを下記に記した反応系を用いて作成
した。なお、プローブ作成に用いたプラスミドは pCMS-EGFP か pBS-SK(+) 
であり、T3/T7 RNA polymerase による反応系である。  
 

T3/T7 RNA polymerase による反応系（計 20μl）  
-10x DIG-labeled dNTP mix（Roche）	
 	
 	
 	
                      2μl 
-5x transcription buffer including DTT（STRATAGENE）          	
 	
 4μl 
-RNase inhibitor（TAKARA）	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  	
 0.5μl 
-H2O	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 10.5μl 

-cDNA templat（1μg/μl）	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
     2μl 
- T3/T7 RNA polymerase（STRATAGENE）                         1μl 
 

プローブ作成に用いたプラスミド  
pCMS-NeuroM（高橋輝明	
 製作、クローニングは下記発現ベクターの項参照、 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 T3-anti-sense 用）  
pBS-SK-VEGF（当研究室、利根川あかね博士	
 製作、T7-anti-sense 用）  
pBS-SK-Quek1（VEGFR2）（当研究室、利根川あかね博士	
 製作、T7-anti-sense 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 用）  
pCMS-sFLT-1（東京医科歯科大学	
 渋谷正史博士より cDNA を供与頂いた。  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 高橋輝明によりサブクローニング、T3-anti-sense 用）  
pCMS-Sema3E（高橋輝明	
 製作、クローニングは下記発現ベクターの項参照、 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 T3-anti-sense 用）  
 
In situ hybridization 
	
 DIG ラベルされた RNA プローブを一本鎖にするため、RNA プローブ溶液を
90℃で 5 分間、熱処理し、その後すぐに、氷上で 5 分間静置した。このプロー
ブ溶液をあらかじめ 65℃に温めておいた ULTRAhybTM と混合し使用するまで
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65℃で保温した。10μm の横断組織片のついたスライドグラスを 50℃で一晩乾
かした後、PBT で洗浄し O.C.T. compound を除去した。続けて、pre-hybridization 
bufferを満たした洗瓶内に移し、5分間静置し液をなじませた  。あらかじめ 65℃
に温めておいた RNAプローブを含む ULTRAhybTMを pre-hybridization後の組織
片上に添加し、65℃で一晩 hybridization させた。余分なプローブを除去するた
めに、hybri-wash buffer 1（50% formamide、5x SSC、1%SDS）、hybri-wash buffer 
2（50% formamide、2x SSC）、hybri-wash buffer 2：TBST（TBS＋0.1% Tween20、
TBS; 0.14 mM NaCl、2.7 mM KCl、  25mM Tris-HCl[pH7.5]）を用いて 65℃でそ
れぞれ洗浄した後、TBST で洗浄した。次に、blocking buffer 1（2%BBR、TBST）、
blocking buffer 2（2%BBR、20%FBS、TBST）を用いてブロッキングし、blocking 
buffer 2 で 1000 倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識の抗 DIG 抗体を 4℃
で一晩反応させた。余分な抗体を除去するために、TBST で洗浄後、NTMT
（100mM NaCl、100mM Tris-HCl[pH9.5]、50mM MgCl2、0.1% Tween20）に置換
し、 0.45mg/ml nitroblue-tetrazolium chloride（NBT、Roche）と 0.175 mg/ml 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphatase（BCIP、Roche）を添加して発色反応を行
った。発色反応後、PBT で洗浄し、4% PFA/PBS を用いて 4℃で 20 分間固定し、
PBS で洗浄後、FluorSave reagent （Calbiochem）で封入した。  
 

発現ベクター  
	
 pBI-EGFP は Clontech か ら 購 入 し た 。 pCAGGS-tTA、 pBI-DN-Rac1、
pBI-DN-RhoA は当研究室の渡辺忠由博士によってサブクローニングされたも

のを使用した(Watanabe et al., 2007; Watanabe et al., 2009)。pBI-D-EGFP は東北大
学、斉藤大介博士より供与して頂いたものを使用し、 pBI-D-sFLT-1 は
pBI-D-EGFP の MluI-NheI サイトに Full-length の sFLT-1（ニワトリ由来、東京
医科歯科大学、渋谷正史博士より供与）を挿入した(Yamaguchi et al., 2002)。
pCAGGS-DsRed express は当研究室の渡辺忠由博士によってサブクローニング
されたものを使用し(Watanabe et al., 2007)、pCAGGS-VEGF164（マウス由来）
は熊本大学、佐藤有紀博士が作成したものを使用した(Sato et al., 2008)。Wnt7a、  
SFRP2 は pBI-EGFP に、 Noggin および BMP4 は pCMS-EGFP に挿入されたもの
を使用した（SFRP2 は下北英輔博士、Wnt7a、Noggin および BMP4 は東北大学、
斉藤大介博士より供与、なお、Wnt7a の pBI-EGFP へのサブクローニングは高
橋輝明により行われた）。NeuroM、Sema3A、Sema3C、Sema3E についてはそれ
ぞれ E3 のニワトリ胚の胴体部および脳領域から得られた cDNA から KOD plus
（TOYOBO）を用いた PCR 反応でクローニングし、その後 pCMS-EGFP に挿入
し、さらに pBI-EGFP にサブクローニングした（クローニングに使用したプラ
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イマー下記）。  
 

クローニングに使用したプライマー  
Fw-MluI-NeuroM	
  
atACGCGTgccgccatgacgaagacgtacaccaa 
Rv-NheI-NeuroM   
atGCTAGCctactcgttgaagatggcgt 
Fw-MluI-Sema3A 
atACGCGTtacagtggctgctgcagcatg 
Rv-EcoRV-Sema3A 
atGATATCtcagacactccgtggtgcc 
Fw-MluI-Sema3C 
atACGCGTctgaagagatggcagttctt 
Rv-EcoRV-Sema3C 
atGATATCttaagaagcaggtaactgatttc 
Fw-NheI-Sema3E 
atGCTAGCgccgccatgttgggcaggatggca 
Rv-NheI-Sema3E 
atGCTAGCtcaagagtcagctatgttcctc 
 
In ovo electroporation 
	
 ニワトリ胚の神経管へのエレクトロポレーションは以前、百瀬剛博士によっ

て開発され、さらに当研究室にて改変が加えられた方法を参考にして行った

(Momose et al., 1999; Saito et al., 2012; Yokota et al., 2011)。DNA は EB 溶液
（Qiagen）に懸濁し、Fast Green FCF の終濃度が 4%になるように加え、DNA
溶液の終濃度が 6.0μg/μl になるように調整した。この DNA 溶液を vertical 
micropipette puller （Narishige, PC-10）を用いて先端を約 1mm にしたガラスキ
ャピラリー（Narishige, GD-1）で吸い上げ、E2 の神経管内腔へと尾部から注入
した。この溶液が拡散しない内に素早くタングステンニードルおよび白金線（と

もに直径 0.5mm）で神経管を挟み込むようにして電気パルスを流した。パルス
条件は 10-15V、25ms（インターバル 975ms）で 5 回に設定した。  
	
 ニワトリ胚の背側大動脈へのエレクトロポレーションは Rossello らによって
すでに報告された方法に従った(Rossello and Torres, 2010)。ニワトリ胚発生 1.75
日から 2 日の間にニワトリの頚部にガラスキャピラリーを刺し、背側大動脈に
DNA 溶液を流し込むこんだ後に、腹側と背側に電極を当て電気パルスを流した。
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DNA 溶液の調整は神経管へのエレクトロポレーションと同じである。極力、心
臓の拍動を止まるまで冷やしてから行った（冷蔵庫で冷やすよりは室温で放置

する方が良い）。パルス条件は 20V、20ms（インターバル 200）、で５回に設定
した。  
 

細胞培養  
 アフリカミドリザル腎臓由来 COS-7 細胞は Dulbecco’s Modified Eagle 
Medeium（DMEM、日水製薬）に 1.5 g/l  sodium bicarbonate、4.5 g/l  glucose、
10% fetal bovine serum（ FBS）、 50IU/ml penicilin、 50mg/ml Streptomycin
を加えた培養液を用いて 39℃、5% CO2、湿度 100%の条件下で培養した。
継代は、細胞が培養皿面積の約 9 割程度に増えた段階で行った。培養皿
と細胞および細胞どうしの接着をはがすために、1.25% trypsin（GIBCO）
/1mM EDTA を 37℃で 5 分間作用させた。続けて、培養液を加えて trypsin
の反応を停止させ、ピペッティング後、室温、1000rpm で 3 分間遠心し、
細胞上清を除去し、細胞を回収した。そこへ新たな培養液を加え、細胞

再懸濁後、必要量を新たな培養皿に播種し、CO2 インキュベーターに戻

して培養を続けた。  
 

細胞移植  
	
 6cm dish で培養した VEGF/tomato 共安定発現 COS-7 細胞（東北大学、斉藤博
士より供与）を培養皿面積の約 9 割に増えた段階で trypsin/EDTA 処理し、
遠心回収後、新たな培地 500μl に再懸濁させ、PCR tube に回収した。細胞を使
用する直前に PCR tube をスピンダウンし、細胞上清を極力除去してからガラス
キャピラリーで細胞懸濁液を吸い、5 分間静置した後、E2 ニワトリ胚の胴体領
域の脊髄内腔に約 1μl 注入した。その後、移植された胚が E5 になるまで培養を
続けた。この実験のコントロールは VEGF/tomato 共安定発現 COS-7 細胞のかわ
りに tomato 安定発現細胞（東北大学、斉藤博士より供与）を用いた。なお、こ
れらの細胞株の作成方法は作成の仕方は(Saito et al., 2012)を参照のこと。  
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結果  
 
INVP は神経前駆細胞層と分化神経細胞層の境界付近の決まったルートを
走行する  
	
 胚発生期の INVP の形成過程を調べるにあたり、当研究室で開発された血管
組織の 3 次元構造を安価かつ高感度に可視化する蛍光インクインジェクション
法(Takase et al., 2013)を用いてトリ胚体内の血管を可視化した。インクインジェ
クションは孵卵後 3 日から 7 日の各発生段階において行った（なお、図 2 には
主な解析時期である胚発生 4 日目から胚発生 5 日目までの結果を示す）。血管が
可視化された胚の観察は、胚から脊髄を摘出し、その背側領域を切り開いて 2
次元的に平坦な試料を作成し観察するオープンブック法による観察と胚全体を

凍結横断組織片にする観察の両方で行った。また、これらの観察は前肢から後

肢までの胴領域で行った。  
 

（1）オープンブック法による観察  
	
 オープンブック法による観察では、脊髄両端が背側領域となり、中央領域が

腹側領域となる。胚発生 4 日目において INVP が脊髄腹側から侵入し始める様
子が見られた（図 2B；n=8）。胚発生 4.5 日目において腹側から侵入した INVP
は、分岐と伸長を繰り返し、さらに背側方向へと血管形成領域を広げていった

（図 2C; n=18）。一つの分岐点から伸びた血管は別の分岐点から伸びた血管と
融合し、一つのループを形成することを繰り返すことによって亀の甲羅様の血

管網を形成していった。また、この一つ一つの分岐から伸びる血管は別の分岐

から伸びる血管と融合する前から内腔を作り血液が流れ始めていることがわか

った。胚発生 5 日目までに INVP の形成領域は腹側から背側までの約 4 分の 3
の領域にまで広がっていたのに対して、背側の一部の領域には血管が形成され

ていなかった（図 2D; n=20）。INVP が形成されない背側の一部の領域は、少な
くとも発生 7 日目までは血管が形成されていないようであった。  
 

（2）横断組織片による観察  
	
 蛍光インクにより可視化された INVP の脊髄横断組織片による観察結果は図
2E-H に示す。オープンブック法による観察と同様に、胚発生 4 日目において
INVP が脊髄腹側から侵入し始める様子が見られた（図 2E; 矢印、n=8）。胚発
生 4.5 日目においてはさらに背側方向に INVP が伸長していた（図 2F; 矢印、



 14 

n=18）。胚発生 5 日目になると、腹側から伸びる INVP はより背側へと伸長し、
脊髄背側の約 4 分の 1 の領域を残す所まで伸長していた（図 2G; 矢印、n=20）。
また脊髄側方部からも INVP が侵入してくる様子が観察された（図 2G; 緑）。	
  
	
 続いて、インクにより可視化された血管は細胞レベルで血管をどの程度まで

可視化できているのか調べるために、ウズラに特異性のある血管内皮細胞およ

び血管内皮前駆細胞（angioblast）を染色することが知られる抗体、QH-1 抗体
による免疫組織化学染色(James et al., 2009; Kurz et al., 1996; Moyon et al., 2001; 
Pardanaud et al., 1987; Pouget et al., 2006; Sato et al., 2008)とインクにより可視化
された血管を比較した。この比較実験ではインクインジェクションによる血管

の可視化もウズラ胚を用いて行い、QH-1 抗体による免疫組織化学染色の結果、
および血管内皮の Apical 側に蓄積する ZO-1（細胞上皮マーカー）に対する抗
体を用いた免疫組織化学染色の結果と相互に比較した（図 3A-E’; n=8）。結果、
脊髄内のほとんどの血管内皮において、インクのシグナルと QH-1 による血管
部分のシグナルが一致した（図 3A、3B および 3D）。しかしながら、蛍光イン
クインジェクション法では血管内皮細胞の最先端部にあたる糸状仮足や血管内

皮前駆細胞は染色されなかった（図 3E および 3E’）。また、ZO-1 を示すシグナ
ルとインクのシグナルに関しては完全に一致しているようにみえた（図 3A、3C
および 3D）。これらのことから、蛍光インクインジェクション法による血管の
可視化は血管内皮の中でも主に内腔領域が形成された部分までを示すものであ

ることがわかった。また、これらの血管には、すでに血管平滑筋（血管ペリサ

イト）マーカーである aSMA (Ohata et al., 2009; Pouget et al., 2006; Sato et al., 
2008) 陽性のペリサイトが存在していることもわかった（図 3F; n=15）。  
	
 次にニワトリ胚の横断組織片を用いて INVP が脊髄内のどの領域に形成され
るのかを、蛍光インクインジェクション法と神経前駆細胞マーカーである Sox2、
ニューロン（本論文中では分化神経と呼ぶ）マーカーである HuC/D、βIII-tublin
（図では Tuj-1 と表記）または分化神経に発現する中間径フィラメントに対す
る抗体による免疫組織化学染色法を併用することにより調べた（図 4）。その結
果、INVP は神経前駆細胞層に沿うような形で、神経前駆細胞層と分化神経層
の境界付近を走行するように形成されていた（図 4A-D; 矢印、4A（Movie.1）; 
n=8、4B（Movie.2）; n=3、4C; n=10、4D（Movie.3）; n=6）。また、INVP は神
経前駆細胞層の中には侵入していなかった。次に、INVP の走行位置を厳密に
特定するために、神経前駆細胞層から分化神経に移行途中の領域（intermediate 
zone）および分化神経層に蓄積することが知られるヒアルロン酸（HA）に結合
するプローブによる染色(Meszar et al., 2008)を行った所、ヒアルロン酸の蓄積が
多く見られる intermediate zone領域の脇を INVPが走行していた（図 4E; 矢印、
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n=3）。さらに、intermediate zoneに発現する転写因子 NeuroM (Roztocil et al., 1997; 
Xie et al., 2011)の in situ hybridizationを行ったところ、INVPは NeuroM mRNA を
発現する細胞の隣、つまり intermediate zone の分化神経層側に接するように走
行することが明らかとなった（図 5A および 5A’; n=3）。  
 

INVP の走行ルートの規定には神経前駆細胞層が重要な役割を果たす  
	
 ここまでの結果から、INVP は神経前駆細胞層に沿う（厳密には intermediate 
zone に接する）ように走行するルートをもつことがわかった。しかしながら、
面白いことに、神経前駆細胞層の中への INVP の侵入はほとんど見られなかっ
た。  
	
 では、脊髄腹側から侵入した INVP が走行ルートを規定する際に、神経前駆
細胞層は何らかの役割をもっているのであろうか。このことを調べるために、

神経前駆細胞層を欠損させる因子の探索を行い、神経前駆細胞層の欠損時に

INVP の走行ルートがどのように規定されるのかを調べようと考えた（なお、
intermediate zone と INVP に関する実験は後ほど図 19 にて記載するが、現時点
では intermediate zone と INVP の関係性があることを有意に示す結果は得られ
ていない）。  
	
 マウスの研究において細胞骨格制御因子である Rho familyに関連するシグナ
ルは forebrain や脊髄の神経前駆細胞層の形成を乱すことが知られている(Chen 
et al., 2009; Ghosh et al., 2008; Katayama et al., 2011)。そこで、RhoA の Dominant 
negative form である DN-RhoA をニワトリ孵卵後 2 日目胚の神経管（後に脊髄
となる）にエレクトロポレーション法を用いて発現させ、血管が脊髄に侵入・

伸長が見られる孵卵後 5 日目もしくは 5.5 日目胚まで発生を進めた後、蛍光イ
ンクインジェクション法用いて血管を可視化し、横断組織片を作成した。この

組織片は抗 Sox2抗体あるいは Tuj-1抗体による免疫組織化学染色と HAプロー
ブによる染色後に観察した（図 6）。その結果、コントロールとして EGFP を発
現させた領域においては、Sox2 陽性の神経前駆細胞層が存在した（図 6A およ
び 6A’ （Movie.4）; n=8）のに対して、DN-RhoA を発現させた領域においては
一部の神経前駆細胞の欠損が見られた（図 6B および 6B’; n=6）。さらに、非常
に面白いことに、その欠損領域では INVP が異所的に形成されていた（図 6B
および 6B’ （Movie.5）; n=6）。なお、一部の神経前駆細胞の欠損が見られた領
域では Tuj-1 によるシグナルが見られ（図 6C および 6C’; n=19）、ヒアルロン酸
の蓄積が多く見られた（図 6D および 6D’ （Movie.6）; n=6）。また、RhoA と
同じく Rho family の Rac1の Constitutively active formである CA-Rac1を脊髄に
発現させた際にもコントロール（図 7A および 7A’ ; n=6）と比べて、一部の神
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経前駆細胞の欠損が見られ、その欠損領域では INVP の異所形成が見られた（図
7B および 7B’ ; n=10）。これらの結果から、INVP の走行ルートの規定には、神
経前駆細胞が必要であり重要な役割を果たしていることが明らかとなった。  
 

VEGF は INVP が腹側から脊髄内に侵入した後にも誘引伸長分子として働
く  
	
 先の実験から神経前駆細胞層は INVP の走行ルートを規定するのに重要であ
ることがわかった。血管形成に重要とされる VEGF の mRNA は神経前駆細胞に
強く発現し、VEGFR2 の mRNA も INVP に発現している（図 8A; n=8 および 8B; 
n=4） (Bautch and James, 2009; Nagase et al., 2005; Nimmagadda et al., 2004; 
Ruiz de Almodovar et al., 2011)。ウズラ胚における脊髄への VEGF の強制発現に
より、脊髄側方（脊髄表層領域）から INVP の脊髄内への侵入を促進すること
はすでに報告されている(James et al., 2009)。  
	
 脊髄腹側から侵入した INVP 伸長に対する VEGF の作用をより明確にするた
め、孵卵後 5 日目胚における脊髄の背側領域（血管が形成されていない領域）
を利用して、エレクトロポレーション法により VEGF 発現プラスミドを脊髄背
側に局所的に導入したときの INVP への影響を蛍光インクインジェクション法
とオープンブック法の併用により調べた（図 9A）。その結果、INVP は VEGF
を局所的に発現領域させた領域に向かって方向性のある伸長をし、脊髄の背側

の血管非形成領域に異所血管を形成する様子が見られた（図 9B-9B’’; n=21）。
また、脊髄背側に多く VEGF を発現させた横断組織片による観察においても背
側方向への余剰の伸長が見られ、PNVP 領域と融合する所まで INVP が伸長し
ていた（図 9C および 9C’ （Movie.7）; n=20）。これらのことは、VEGF が脊髄
内侵入後の INVP を誘引し伸長させるのに十分であることを示す。  
	
 VEGF以外で血管形成に関わるシグナルとして知られるWntシグナルや BMP
シグナルが INVP にどのように影響するのか調べた結果についてもここに記す
（図 10）。序論でも示したが、Nestin-cre driver を用いた Wnt7a/7b ダブルノック
アウトマウスでは脊髄内の INVPが減少することが知られている(Stenman et al., 
2008)。本研究では Wnt7a または Wnt シグナルの阻害分子として知られる
Secreted frizzled-related protein 2（SFRP2）の発現プラスミドを脊髄内にエレク
トロポレーション法により導入し、VEGF 同様、INVP への影響を調べた。その
結果、コントロールとして遺伝子導入されていない側と比べて（あるいは図

14B-B’’を参照）と Wnt7a または SFRP2 を発現させた領域における INVP 形成
には特に有意な差異は認められなかった（図 10A-A’’; n=5、図 10B-B’’; n=4）。
また、脊髄背側に発現し、ゼブラフィッシュの尾部の静脈形成において VEGF
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とは独立して血管形成に寄与することが知られている BMP4 (Wiley et al., 2011)
と BMP 阻害因子である Noggin を脊髄に発現させる実験においても INVP 形成
に関してコントロールとの差異は認められなかった（図 10C-C’’; n=4、図
10D-D’’; n=10）。これらの結果は、INVP の伸長過程において他の分子シグナル
に比べ、特に VEGFシグナルが作用しやすいことを示しているようにおもえる。
ただし、マウスやゼブラフィッシュ等の研究においてこれらの分子が INVP や
静脈形成に作用することは事実であり、このような違いがどのようにして生ま

れるのかについては考察の項にて述べることとする。  
 

神経前駆細胞層が非血管形成領域を生み出す物理的障壁の可能性の検証  
	
 神経前駆細胞層は、細胞体部分が非常に密な状態になっており、それが物理

的な障壁となって血管の侵入を妨げる要因になっている可能性が考えられる。

そこで、神経前駆細胞層のさらに内側にあたる脊髄内腔領域に VEGF を発現さ
せた COS-7 細胞の細胞塊を注入したとき、神経前駆細胞層内に INVP が侵入す
るかどうかを調べた（図 11A）。もし、単に物理的な障壁が神経前駆細胞層内へ
の INVP を妨げているだけであるとすれば、脊髄内腔からより多くの VEGF を
分泌させる環境を作っても INVP は神経前駆細胞層内へは侵入しないはずであ
る。結果、非常に面白いことに、コントロールとして Tomato 発現 COS-7 細胞
の細胞塊を注入した胚（図 11B; n=12）と比べて、内腔に VEGF を発現させた
COS-7 細胞を注入した脊髄において、神経前駆細胞層内への INVP の異所的な
侵入が見られた（図 11C; n=10）。さらに、INVP は神経前駆細胞層の中を VEGF
発現 COS-7 細胞塊に向かって形成されただけでなく一部の胚においては脊髄
内腔領域に出血が見られるものもあった（図 12B; n=5、図 12C; n=2）。また、
神経前駆細胞層内に異所 INVP が形成されたときの神経前駆細胞への影響につ
いて Tuj-1 抗体を用いて調べたが、神経前駆細胞への影響があるようには見え
なかった（図 12A および 12A’; n=8）。これらの結果は、先に示した脊髄背側へ
の VEGF 局所発現実験の結果にみられたように、VEGF が INVP 誘引伸長させ
るのに十分であることをさらに確証づけるものであるとともに、神経前駆細胞

層は物理的な障壁以外の何らかの分子メカニズムによって非血管形成領域を形

成する可能性を示唆するものである。また、神経前駆細胞層が血管非形成領域

を形成する生物学的意義として、脊髄内腔にある髄液と血液の混入を防ぐ役割

を担っているのかもしれない。これらのことに関しては考察の項にてさらに詳

しく記す。  
 

VEGFR1 は INVP において発現し、sFlt-1 の脊髄への強制発現は INVP の伸
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長を阻害する  
	
 VEGF の強制発現実験から、VEGF が腹側から侵入した後の INVP の誘引伸長
に十分であることはすでに示した。また、神経前駆細胞層は物理的な障壁以外

の何らかの分子メカニズムによって血管非形成領域を形成する可能性も示した。 
では、この血管非形成領域を生み出す分子メカニズムは何であるのか。本研究

では血管の誘引伸長を促す VEGFとその血管形成を抑制する分子のバランスが
重要なのではないかと考えていくつかの候補分子の探索を試みた。  
	
 まず一つ目の候補分子として、血管形成を阻害しうる分子として報告がある

VEGFR1について検討した(Fong et al., 1995; Hiratsuka et al., 1998; Shibuya, 2008, 
2013)。VEGFR1 は VEGFR2 に比べて VEGF への結合能が高いわりにキナーゼ
活性が低いことが知られ、VEGFR1 の null ノックアウトマウスは血管の過剰形
成が起こり胎生期に致死に至るのに対して、VEGFR1 のチロシンキナーゼドメ
インを欠失させたミュータントマウスは正常に発生することから、VEGF に対
して阻害機能を有することがあると考えられてきた。また、VEGFR1 mRNA の
発現を in situ hybridization で調べると、INVP に発現が見られた（図 13A; n=2、
13B; n=2）。加えて、VEGFR1 のスプライシングバリアントである Soluble FLT-1
（sFlt-1）は VEGF への結合部位だけをもつ可溶性型分子であり、実際に VEGF
への阻害能がよく知られている分子である (Ambati et al., 2007; James et al., 
2009)。そこで、sFlt-1 発現プラスミドをエレクトロポレーション法により脊髄
に導入し、INVP の形成に影響があるかどうかをオープンブック法および横断
組織片の観察により調べた（図 14A）。その結果、コントロールとして EGFP を
発現させた胚の脊髄において INVP 形成に異常が見られなかった（図 14B-B’’; 
n=24）のに対して、sFlt-1 強制発現領域において脊髄腹側からの INVP 侵入お
よび腹側から侵入した後の INVP の伸長が阻害された（図 14C-C’’; n=13）。こ
れらの結果は INVP の伸長に VEGF シグナルが必要であることを示す。また、
sFlt-1 が神経前駆細胞層に蓄積した場合、血管非形成領域を生み出すメカニズ
ムになりうるかもしれない。さらに、Tuj-1 抗体を用いてこれらの胚の横断組織
片を免疫組織化学染色した所、sFlt-1 の強制発現により、INVP が減少した胚に
おいて Tuj-1 陽性の分化神経層が減少しているようにも見えた（図 14D および
14D’; n=6）。このことは VEGF あるいは INVP が神経分化に寄与している可能
性を示している。この結果についても考察の項にて触れる。  
 

Sema3Eは INVP形成への抑制能をもつが、他の Semaphorin 3 familyは INVP
形成を抑制しない  
	
 先に示した通り、sFlt-1 は神経前駆細胞層の血管非形成領域を生み出しうる
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一つの候補分子であるが、その他の分子として、分泌型 Semaphorin である
Semaphorin 3 familyに着目し INVPに対する作用を解析した結果を報告する（図
15）。特に、Sema3E はマウスの研究で、網膜における血管や体節間血管、背側
大動脈の血管形成を反発、抑制する働きが知られている(Gu et al., 2005; Kim et 
al., 2011; Meadows et al., 2011; Meadows et al., 2013; Oh and Gu, 2013a, b; Sakurai 

et al., 2010)。また、Sema3E の受容体である PlexinD1 はトリ胚において INVP
および PNVP に発現することが報告されている(Mauti et al., 2006)。そこで、本
研究では、まず、Sema3E を含む Semaphorin 3 family（Sema3A、Sema3B、Sema3C）
を、それぞれエレクトロポレーション法を用いて脊髄領域に発現させ、 INVP
形成にどのように影響するのかを調べた（図 15）。結果、Sema3E を除く、
Semaphorin 3 family はコントロール（図 15A（Movie.8）; n=24）に比べ、INVP
形成に大きな差異は認められなかった（図 15C-D’; 15C および 15C’; n=6、15D
および 15D’（Movie.11）; n=7）のに対して、Sema3E は INVP の形成を抑制す
る様子が見られた（図 15B および 15B’ （Movie.9）; n=9）。なお、Sema3C に
関しては結果が Sema3A、Sema3B と同じであったので図には載せていない。特
に、Sema3E 強制発現細胞が集中して存在する領域において、INVP の伸長が止
まる様子が見られた（Movie.10）。これらの結果は Sema3E が INVP 形成を抑制
するのに十分であることを示す。また、面白いことに、Sema3E を脊髄腹側領
域に集中的に発現させた胚においては、脊髄内の腹側から最初に侵入してくる

INVP の形成を抑制したのに対して、脊髄側方部の INVP 形成を抑制することは
なかった。このことは、脊髄腹側から侵入する INVP と脊髄側方から侵入する
とされてきた INVP に独立した制御メカニズムが存在することを意味している。
Sema3Eと Sema3E以外の Semaphorin 3 familyの INVPに対する作用の違いがど
のようにして生まれるのかは、考察の項にて記述する。  
	
 次に、INVP 形成における VEGF と Sema3E の関係性を調べるために、VEGF
と Sema3E の共発現実験を、エレクトロポレーション法を用いて行った。その
結果、VEGF と EGFP を共発現させたコントロール（本論文中では VEGF コン
トロールと呼ぶ）では INVP の過剰な形成が見られた（図 16A および 16A’ 
（Movie.12）; n=20）のに対して、VEGF と Sema3E を共発現させた脊髄におい
ては、VEGF による過剰な血管形成が抑制されていた（図 16B および 16B’ 
（Movie.13）; n=5）。これらの結果から、Sema3E は VEGF を介した INVP 形成
促進能を抑制するのに十分であることがわかった。  
	
 ここまでの結果を総合して、INVPの血管非形成領域を生み出す機構として、
細胞誘引因子(VEGF)と反発因子（Semaphorins）または血管形成抑制因子(sFlt-1)
という観点から一つの生体内モデルを提唱する（図 18）。このモデルは細胞の
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誘引反発の概念を元にして想定される一つのモデルである。このモデルの意義、

本来の INVP 形成においてこうした機構が実際に存在しうるのかということや
他のメカニズムから考えられる点に関しては考察の項にて記述する。また、

Sema3E の発現パターンを調べた所、Sema3E は神経前駆細胞層には発現してい
ない可能性が高いという結果をすでに得ているので図 17（n=8）にて示す。こ
のことも踏まえて、本来の発生過程で INVP 形成ではどういったことが考えら
れるのか考察する。  
 

NeuroM の強制発現は神経分化を促進するが、 INVP 形成に顕著な変化を
与えない  
	
 本論文では、神経前駆細胞層の重要性を示してきたが、より INVP に密接す
る領域として NeuroM mRNA を発現する intermediate zone が挙げられる。この
intermediate zone と INVP 形成に何か関係性はないのかと考え、NeuroM を脊髄
内に強制発現させた時の INVP 形成パターンを調べようと試みた（図 19）。
NeuroM を強制発現された細胞はほとんどが神経前駆細胞層から出て分化神経

層へと移動しており、  Tuj-1 陽性のニューロンへと分化していた(図 19A; 緑、
n=18)。このことは NeuroM が神経分化を促進するのに十分であることを示す。

しかしながら、神経分化を促進するものの、INVP の走行パターンに顕著な変
化は見られなかった。  
 

INVP の一部は背側大動脈から伸びてきうる  
	
 INVP を形成する細胞はどこからどのようにしてやってくるのであろうか。
INVP は体節中胚葉に由来する（図 20A および 20A’; n=8）(Wilting et al., 1995)。
しかしながら、体節中胚葉から INVP が形成されるまでの間のプロセスは十分
に明らかにされていない。解剖学的には脊髄の腹側から侵入する INVP は
Primary artery tracts（PATs）から分岐することが知られており、この PATs は背
側大動脈（Dorsal aorta: DA）と体節間血管（Intersegmental vessel: ISV）を介し
てつながっている(Kurz, 2009; Kurz et al., 1996)。また、DA も体節中胚葉に由来
することが知られている(Pardanaud et al., 1996; Pouget et al., 2006; Sato et al., 
2008)。そこで本研究では、体節中胚葉から INVP が形成されるまでの過程につ
いて、INVP の前駆細胞が一度、DA になってから伸長し INVP へとなっていく
のではないかということを考えた。このことを調べるために、DA の血管を

EGFP でラベリングし、実際に INVP になるかどうかを調べた。DA の血管の
EGFP ラベリングに際してはすでに報告されている DA へのエレクトロポレー
ション法を用いて行った(Rossello and Torres, 2010)。ちなみに .この報告では、
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INVP が形成される前の胚発生 3 日目までしか見ておらず、DA から INVP が形
成されるまでは調べられていない。その結果、以前の報告にあるように胚発生

1.75 日から 2 日でエレクトロポレーションし、胚発生 3 日目時点で DA の血管
がラベリングされている様子が見られ、また体節中胚葉に EGFP 陽性のものは
なかった（図 20B-B’’; n=12）。さらに、INVP が形成される E5 まで発生を進め
た所、EGFP 陽性の INVP が見られた（図 20C-C’’; n=5）。これらの結果から、
INVP の少なくとも一部は DA から伸びてくる可能性があることを示している。 
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図 1.脊髄内の血管の発生過程  
（A）発生 3 日目胚の神経管（後の脊髄）。神経管を取り巻く軟膜血管が神経管
の側方部分につくられ始める。（B）発生 3.5-4 日胚の脊髄。底板を除くほぼ全
ての脊髄周囲に軟膜血管が形成される。（C）発生 4-4.5 日目胚の脊髄。脊髄の
底板脇から脊髄内部への血管の侵入が始まる。（D）発生 5 日目以降の脊髄。腹
側から侵入した血管は背側へと伸長し、脊髄の側方の軟膜血管から血管が分岐

し侵入する。  
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図 2. INVP は脊髄腹側から侵入し、背側方向に網目状に伸長する  
（A）オープンブック法と蛍光インクインジェクション法を併用した血管可視
化法の模式図。（B-D）胚発生 4 日目、4.5 日目、5 日目において可視化された
INVP（赤）（オープンブック）。胚発生 4 日目に脊髄腹側から INVP が侵入し、
発生が進むにつれて網目状の血管が分岐、伸長を繰り返して背側方向に広がっ

ていった。胚発生 5 日目までに伸長した INVP は脊髄背側の約 4 分の 1 の領域
を残す所まで伸長したが、この約 4 分の 1 の領域には INVP の侵入はみられな
かった。（E-G）胚発生 4 日目、4.5 日目、5 日目において可視化された INVP の
横断組織片とその模式図。オープンブックによる観察と同様に発生が進むにつ

れて脊髄腹側から INVP（緑）が侵入し背側方向に伸長する様子が見られた（矢
印）。加えて、胚発生 5 日目には脊髄側方から侵入する INVP がみられた。スケ
ールバー：B-D 図は 200μm、E-F 図は 100μm。  
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図 3. 蛍光インクインジェクション法は管腔形成された領域の血管を可視
化する  
（A）蛍光インクインジェクションにより血管が可視化された発生 4 日目ウズ
ラ胚の脊髄横断組織片像。INVP（矢印）および脊髄周囲の PNVP にシグナル（青）
がみられた。（B）ウズラ特異的血管内皮および Angioblast マーカーである QH1
抗体により免疫組織化学染色された発生 4 日目ウズラ胚の脊髄横断組織片像。
INVP（矢印）および脊髄周囲の PNVP にシグナル（赤）がみられ、一部 Angioblast
らしきシグナルもみられた。（C）上皮マーカーである抗 ZO-1 抗体により免疫
組織化学染色された発生 4 日目ウズラ胚の脊髄横断組織片像。INVP（矢印）お
よび脊髄周囲の PNVP にシグナルがみられた。（D）B-D の Merge 像。ほとんど
の領域のシグナルが重なってみえた（矢印）。このことは蛍光インクインジェク

ションにより可視化される血管は管腔形成された領域であることを示す。（E-E’）
QH1 抗体による免疫組織化学染色と蛍光インクインジェクションにより可視
化された発生 4 日目ウズラ胚の INVP の最先端部の高倍率像。INVP の最先端部
（Tip 細胞の突起）において QH1 のシグナル（赤）はみられたが、インク（青）
のシグナルはみられなかった。（F）ペリサイトマーカーである抗 Smooth muscle
抗体により免疫組織化学染色された発生 5 日目ニワトリ胚の脊髄横断組織片像。
INVP（矢印）および脊髄周囲の PNVP にシグナル（赤）がみられた。このこと
は INVP 形成の早期の段階からペリサイトが存在することを示す。スケールバ
ー100μm：A-D 図および F 図、10μm：E-E’図。  
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図 4. INVP は神経前駆細胞層と分化神経層の境界付近を走行する  
（A）神経前駆細胞マーカーSox2（緑）と INVP(赤)を可視化した脊髄横断組織
片像（100μm 横断組織片）。INVP は神経前駆細胞層に沿うように走行していた
（矢印）。（B）分化神経細胞マーカーHuC/D（緑）と INVP(赤)を可視化した脊
髄横断組織片像（100μm 横断組織片）。INVP は HuC/D 陽性の領域の中でも神経
前駆細胞に近い領域を走行していた（矢印）。（C）分化神経細胞マーカーTuj-1
（赤）と INVP(緑)を可視化した脊髄横断組織片像（10μm 横断組織片）。INVP
は HuC/Dの横断組織片像と同様に Tuj-1陽性領域の中でも神経前駆細胞に近い
領域を走行していた（矢印）。（D）分化神経細胞マーカーNeurofilament（NF:赤）
と INVP(緑)を可視化した脊髄横断組織片像（10μm 横断組織片）。INVP は HuC/D
および Tuj-1 の横断組織片像と同様に NF 陽性領域の中でも神経前駆細胞に近
い領域を走行していた（矢印）。(E)Intermediate zone（神経前駆細胞から分化神
経になる移行期の細胞が蓄積する領域）から分化神経層にかけて蓄積すること

が知られる Hyaluronan(HA:緑 )と INVP(赤 )を可視化した脊髄横断組織片像
（100μm 横断組織片）。INVP は HA の蓄積が多く見られる Intermediate zone に
接するように走行しているようにみえた（矢印）。（A）、（B）、（E）の組織片像
に記載した conf はコンフォーカル顕微鏡（PASCAL）による撮影を指す。スケ
ールバーは全て 100μm。  
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図 5. INVP は Intermediate zone に接するように形成される  
（A）脊髄における NeuroM mRNA の発現パターン。NeuroM mRNA は神経前駆
細胞層と分化神経層の境界領域である Intermediate zone に発現がみられた。（A’）
A の四角で囲まれた領域の高倍率像。INVP（黒矢印）は Intermediate zone に接
するように形成されていた。スケールバーは全て 100μm。  
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図 6. DN-RhoAの強制発現により一部の神経前駆細胞層は欠損し異所 INVP
の形成が起こる  
（A-A’）コントロールとして EGFPを発現させた脊髄横断組織片像（Sox2染色、
100μm 横断組織片）。EGFP 発現領域（A’図、緑）における神経前駆細胞（青）
の欠損はみられず異所 INVP 形成（赤）もみられなかった。（B-B’）Dominant 
negative 型 RhoA（DN-RhoA）を発現させた脊髄横断組織片像（Sox2 染色、100μm
横断組織片）。DN-RhoA 発現領域（B’図、緑）において神経前駆細胞層の一部
欠損がみられた。加えて、神経前駆細胞層の欠損部において異所 INVP 形成（赤、
矢印）がみられた。（C-C’）Dominant negative 型 RhoA（DN-RhoA）を発現させ
た脊髄横断組織片像（Tuj-1 染色、10μm 横断組織片）。DN-RhoA 発現領域（C’
図、緑）において神経前駆細胞層の一部欠損がみられ、異所 INVP 形成（赤、
矢印）が起きていた。この領域では異所的な神経分化（神経前駆細胞欠損部の

薄い赤）が起こっていた。点線で囲まれた領域は神経前駆細胞層を示す。（D-D’）
Dominant negative 型 RhoA（DN-RhoA）を発現させた脊髄横断組織片像（HA 染
色、10μm 横断組織片）。DN-RhoA 発現領域（D’図、緑）において神経前駆細胞
層の一部欠損がみられた。この領域では HA の蓄積（神経前駆細胞欠損部の赤）
が多くみられた。加えて、異所 INVP 形成（青、矢印）は HA の蓄積が多くみ
られる所で起こっているようにみえた。点線で囲まれた領域は神経前駆細胞層

を示す。スケールバーは全て 100μm。  
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図 7. CA-Rac1 の強制発現においても一部の神経前駆細胞層は欠損し異所
INVP の形成が起こる  
（A-A’）コントロールとして EGFP を発現させた脊髄横断組織片像（Tuj-1 染
色、10μm 横断組織片）。EGFP 発現領域（A’図、緑）における神経前駆細胞（青）
の欠損はみられず異所 INVP 形成（赤）もみられなかった。また、神経前駆細
胞層における異所的な神経分化は起こっていなかった。（B-B’）Constitutively 
active 型 Rac1（CA-Rac1）を発現させた脊髄横断組織片像（Tuj-1 染色、10μm
横断組織片）。CA-Rac1 発現領域（B’図、緑）において神経前駆細胞層の一部
欠損がみられた。この領域では異所的な神経分化（神経前駆細胞欠損部の薄い

赤）が起こっていた。点線で囲まれた領域は神経前駆細胞層を示す。加えて、

神経前駆細胞層の欠損部において異所 INVP 形成（赤、矢印）がみられた。ス
ケールバーは全て 100μm。  
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図 8. VEGF mRNA は神経前駆細胞領域に発現し、VEGFR2 mRNA は INVP
に発現する  
（A）脊髄における VEGF mRNA の発現パターン（in situ hybridization）。VEGF 
mRNA は神経前駆細胞層に発現がみられた。（B）脊髄における VEGFR2 mRNA
の発現パターン（in situ hybridization）。VEGFR2 mRNA は INVP と脊髄周囲の
Peri-neural vascular plexus（PNVP）に発現がみられた。スケールバーは全て 100μm。 
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図 9. VEGF は脊髄内に侵入後の INVP の誘引伸長に十分である  
（A）VEGF エレクトロポレーションとその解析方法の模式図。胚発生 2 日目
の神経管にエレクトロポレーションを行い、その後、胚発生 5 日目まで発生を
進め、オープンブックによる解析を行った。（B-B’’）脊髄背側領域に限局して
VEGF と DsRed を共発現させた際のオープンブック像。本来血管伸長の見られ
ない背側領域に限局して DsRed を発現させた領域（赤、矢頭）において、その
領域に向かって伸びている INVP が見られた。このことは VEGF が脊髄内に侵
入後の INVP の誘引伸長に十分であることを示す。（C-C’）VEGF と EGFP を共
発現させた脊髄横断組織片像。脊髄背側に多くの VEGF が導入（緑）されると
INVP（赤、矢印）はより背側へと伸長した。スケールバー：B-B’’図は 200μm、
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C-C’図は 100μm。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 10. Wnt7a、SFRP2、Noggin および BMP4 の脊髄への強制発現において
INVP 形成に顕著な変化はみられない  
（A-A’’）Wnt7a を発現させた際のオープンブック像。Wnt7a を発現させた領域
（緑）において、INVP 形成（赤）に顕著な変化はみられなかった。（B-B’’）SFRP2
を発現させた際のオープンブック像。SFRP2 を発現させた領域（緑）において、
INVP 形成（赤）に顕著な変化はみられなかった。（C-C’’）Noggin を発現させ
た際のオープンブック像。Noggin を発現させた領域（緑）において、INVP 形
成（赤）に顕著な変化はみられなかった。（D-D’’）BMP4 を発現させた際のオ
ープンブック像。BMP4 を発現させた領域（緑）において、INVP 形成（赤）に
顕著な変化はみられなかった。スケールバーは全て 200μm。  
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図 11. 神経前駆細胞層にみられる非血管形成は単なる物理的障壁のみで
つくられているわけではない  
（A）VEGF 産生 COS 細胞を脊髄内腔に移植する実験の模式図。VEGF 産生 COS
細胞を発生 2 日目胚の脊髄内腔に移植し、胚発生 5 日目まで発生を進めた後に
蛍光インクインジェクションを行い、横断組織片にして解析を行った。（B）コ
ントロールとして Tomato 産生 COS 細胞（赤）を脊髄内腔に移植した脊髄横断
組織片像。神経前駆細胞層内に INVP（緑）の侵入はみられなかった。（C）VEGF
産生 COS 細胞（Tomato も共発現する：赤）を脊髄内腔に移植した脊髄横断組
織片像。VEGF 産生 COS 細胞に向かって異所的に INVP が形成され、非血管形
成領域である神経前駆細胞層に侵入した。このことは神経前駆細胞の非血管形

成領域が単なる物理的障壁のみでつくられているわけではないことを示唆する。

スケールバーは全て 100μm。  



 33 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 12. VEGF産生 COS細胞の脊髄内腔への移植により神経前駆細胞層に侵
入した INVP は出血を引き起こす  
（A-A’）VEGF 産生 COS 細胞（脊髄内腔の赤、黄色矢印）を脊髄内腔に移植し
た脊髄を Tuj-1 抗体により免疫組織化学染色した際の横断組織片像。神経前駆
細胞層に異所的に侵入した INVP（緑、白矢印）の周囲に分化神経細胞はみら
れなかった。（B）コントロールとして Tomato 産生 COS 細胞を脊髄内腔に移植
した脊髄横断組織片像（明視野）。脊髄内腔に出血はみられなかった。（C）VEGF
産生 COS 細胞を脊髄内腔に移植した脊髄横断組織片像（明視野）。脊髄内腔に
出血がみられた。神経前駆細胞層が非血管形成領域となっているのは脊髄内腔

への出血を防ぐ役割を担っていることを示しているのかもしれない。スケール

バーは全て 100μm。  
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図 13. VEGFR1 mRNA は INVP に発現する  
（A）脊髄における VEGFR1（FLT-1）mRNAの発現パターン（in situ hybridization）。
VEGFR1 mRNA は INVP および PNVP に発現がみられた。（B）VEGFR1 in situ 
hybridization のネガティブコントロールとして VEGFR1 mRNA の sense 鎖をプ
ローブとして in situ hybridization を行った脊髄横断組織片像。脊髄およびその
周囲に有意なシグナルはみられなかった。スケールバーは全て 100μm。  
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図 14. sFLT-1 の強制発現は脊髄腹側から侵入時のみならず、背側方向に伸
長する INVP 形成も阻害する  
（A）エレクトロポレーションにより sFLT-1 を脊髄内に強制発現させる実験の
模式図。胚発生 2 日目の神経管にエレクトロポレーションを行い、INVP 形成
が行われる胚発生 5 日目においてインクインジェクションを行い、オープンブ
ック法および脊髄横断組織片による解析を行った。（B-B’’）コントロールとし
て EGFP を発現させた脊髄のオープンブック像。EGFP 発現領域（緑）におい
て INVP（赤）は脊髄背側の約 4 分の 1 の領域を残す所まで伸長していたが、
この約 4 分の 1 の領域には INVP の侵入はみられなかった。（C-C’’）sFLT-1 を
発現させた脊髄のオープンブック像。sFLT-1 発現領域（緑）において INVP 形
成（赤）が阻害されていた。これらの像は脊髄侵入時のみならず、背側方向伸

長する INVP 形成にも必要であることを示す。（D-D’）sFLT-1 を発現させた脊
髄の横断組織片。 sFLT-1 が発現されていない領域においては背側方向への
INVP 形成が起こる（矢印）のに比べて、sFLT-1 を発現させた領域においては
INVP 形成が阻害された(矢頭)。また、Tuj-1 抗体による免疫組織化学染色（脊
髄内分化神経層にみられる薄い赤）の結果、分化神経層が減少しているように

みえた。このことは INVP が神経分化に寄与する可能性を示す。スケールバー：
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B-B’’図および C-C’’図は 200μm、D-D’図は 100μm。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 15. Sema3E は INVP の伸長を抑制するのに十分である  
（A-A’）コントロールとして EGFP を発現させた脊髄横断組織片像。EGFP 発
現領域（A 図、緑）において INVP（矢印）は正常に形成されていた。（B-B’）
Sema3E を発現させた脊髄横断組織片像。Sema3E を発現させた領域（B 図、緑）
より先、つまり背側方向には INVP（矢頭）の伸長が起こらなかった。このこ
とは Sema3E が INVP の伸長を抑制するのに十分であることを示している。
（C-C’）Sema3A を発現させた脊髄横断組織片像。Sema3A を発現させた領域（C
図、緑）において INVP（矢印）は正常に形成されていた。（D-D’）Sema3B を
発現させた脊髄横断組織片像。Sema3B を発現させた領域（D 図、緑）におい
て INVP（矢印）は正常に形成されていた。スケールバーは全て 100μm。  
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図 16. Sema3Eは VEGFシグナルを介した INVP形成を抑制するのに十分で
ある  
（A-A’）VEGF と EGFP を共発現させた脊髄横断組織片像。VEGF と EGFP を
共発現領域（A 図、緑）において過剰な INVP 形成（矢印）がみられた。（B-B’）
VEGF と Sema3E を共発現させた脊髄横断組織片像。VEGF と Sema3E を共発現
させた領域（B 図、緑）において、VEGF と EGFP の共発現実験においてみら
れた過剰な INVP 形成はみられなかった（矢頭）。このことは Sema3E が VEGF
シグナルを介した INVP 形成を抑制するのに十分であることを示す。スケール
バーは全て 100μm。  
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図 17. Sema3E mRNA は神経前駆細胞領域に発現が見られず motor neuron
に発現する  
脊髄における Sema3E mRNA の発現パターン（in situ hybridization）。Sema3E 
mRNA は神経前駆細胞領域に発現が見られず motor neuron に発現していた。ス
ケールバーは 100μm。  
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図 18. 血管誘引分子 VEGFと血管形成抑制分子 sFlt−1あるいは細胞反発分
子 Semaphorins によって想定される INVP パターニングの分子モデル  
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図 19. NeuroM の強制発現は神経分化を促進するが、INVP 形成に顕著な変
化を与えない  
（A-A’）NeuroM を強制発現させた脊髄横断組織片像。Tuj-1 抗体による免疫組
織化学染色を行った。NeuroM を発現させた細胞（A 図、緑）はほとんどが分
化神経層（青）へと移行していた。このことは NeuroM が神経分化を促進して
いることを示す。また、脊髄腹側から伸びる INVP（赤）の形成に顕著な変化
は見られなかった。スケールバーは全て 100μm。  
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図 20. INVP の少なくとも一部は背側大動脈を介して形成されうる  
（A-A’）ニワトリ-ウズラ間体節中胚葉交換移植キメラの横断組織片像。胚発生
1.5 日目ニワトリ胚（ホスト）に胚発生 1.5 日目ウズラ胚（ドナー）の体節中胚
葉交換移植を行い胚発生 5 日目まで発生を進めた後、その胚の横断組織片を
QH-1 抗体を用いて免疫組織化学染色した。INVP および背側大動脈(Adams and 
Alitalo)に QH-1 シグナル（赤）が見られ、INVP および DA が体節中胚葉由来で
あることを確認した。（B-B’’）胚発生 1.75 日から 2 日目までのニワトリ胚の
DA に EGFP 発現プラスミドをエレクトロポレーションし、胚発生 3 日目まで
発生を進めた胚を横断組織片にし、抗 aSMA 抗体を用いて免疫組織化学染色し
た。EGFP シグナル（緑）は DA においてみられ、体節が存在した領域には見
られなかった。（C-C’’）  胚発生 1.75 日から 2 日目までのニワトリ胚の DA に
EGFP 発現プラスミドをエレクトロポレーションし、胚発生 5 日目まで発生を
進めた胚を横断組織片にし、抗 aSMA 抗体を用いて免疫組織化学染色した。

INVP において EGFP シグナルが見られた。このことは INVP の少なくとも一部
は背側大動脈を介して形成される可能性を示唆する。スケールバー：（A-A’）
および（C-C’’）は 100μm、（B-B’’）は 50μm。  
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Movie（全て立体構築像）  
 
Movie. 1 

抗 Sox2 抗体による免疫組織化学染色と蛍光インクインジェクション後の脊髄
横断組織片の立体構築像（厚み 20μm）。  
 
Movie. 2 

抗 HuC/D 抗体による免疫組織化学染色と蛍光インクインジェクション後の脊
髄横断組織片の立体構築像（厚み 20μm）。  
 
Movie. 3 

HA-probe による免疫組織化学染色と蛍光インクインジェクション後の脊髄横
断組織片の立体構築像（厚み 20μm）。  
 
Movie. 4 

EGFP エレクトロポレーション。  
抗 Sox2 抗体による免疫組織化学染色と蛍光インクインジェクション後の脊髄
横断組織片の立体構築像（厚み 50μm）。  
 
Movie. 5 

DN-RhoA エレクトロポレーション。  
抗 Sox2 抗体による免疫組織化学染色と蛍光インクインジェクション後の脊髄
横断組織片の立体構築像（厚み 50μm）。  
 
Movie. 6 

DN-RhoA エレクトロポレーション。  
HA-probe による免疫組織化学染色と蛍光インクインジェクション後の脊髄横
断組織片の立体構築像（厚み 40μm）。  
 
Movie. 7 

VEGF エレクトロポレーション。  
蛍光インクインジェクション後の脊髄横断組織片の立体構築像（厚み 70μm）。 
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Movie. 8 

EGFP エレクトロポレーション。  
蛍光インクインジェクション後の脊髄横断組織片の立体構築像（厚み 70μm）。 
 
Movie. 9 

Sema3E エレクトロポレーション。  
蛍光インクインジェクション後の脊髄横断組織片の立体構築像（厚み 70μm）。 
 
Movie. 10 

Sema3E エレクトロポレーション（腹側に限局）。  
蛍光インクインジェクション後の脊髄横断組織片の立体構築像（厚み 70μm）。 
 
Movie. 11 

Sema3B エレクトロポレーション。  
蛍光インクインジェクション後の脊髄横断組織片の立体構築像（厚み 70μm）。 
 
Movie. 12 

EGFP+VEGF エレクトロポレーション。  
蛍光インクインジェクション後の脊髄横断組織片の立体構築像（厚み 70μm）。 
 
Movie. 13 

EGFP+VEGF エレクトロポレーション。  
蛍光インクインジェクション後の脊髄横断組織片の立体構築像（厚み 70μm）。 
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考察 
 

INVP 走行ルートの規定  
	
 本研究では、トリ胚において脊髄腹側から侵入してくる INVP が神経前駆細
胞層と分化神経（ニューロン）層の間の領域を通る決まった走行ルートもつこ

とを明らかにした。また、その血管パターン形成において、脊髄の神経前駆細

胞層が重要な役割を担っており、血管非形成領域を形成すること、さらに、そ

の血管非形成領域は神経前駆細胞層の単なる物理的な障壁によるものだけでは

なく、何らかの分子メカニズムによって形成されうるものであることを示して

きた。また、その分子メカニズムとして、血管誘引分子 VEGF と血管形成抑制
分子 sFlt1 あるいは細胞反発分子 Sema3E を用いた解析から、一つの生体内分子
モデルを提示するなどしてきた。ここでは本研究で得られた結果および文献か

ら考えられる本研究の問題点や将来的な展望などについて考察する。   
 

（ 1）神経前駆細胞が血管非形成領域を生み出すことの生物学的意義  
	
 神経前駆細胞が血管非形成領域を作ることには一体どのような意味があるの

か。一つの可能性は、VEGF 産生細胞移植実験（図 12）で示したように、脊髄
内腔への出血を防ぐことが考えられる。脊髄内腔は脳脊髄液（cerebrospinal fluid: 
CSF）で満たされており、通常の脳脊髄液の中には血液が混入することはない。
脳脊髄液に血管が侵入することは、脳脊髄液の内圧に変化を与えることにつな

がり、様々な疾患を引き起こすと予想される。近年では胚発生期における脳脊

髄液の漏出を引き起こすマウスにおいて、脳脊髄液の漏出が前脳の奇形を引き

起こす報告がなされている(Nonomura et al., 2013)。そうしたことを防ぐために
神経前駆細胞層に血管非形成領域が形成されているのかもしれない。また、別

の可能性として、血管非形成領域が神経前駆細胞の未分化状態を維持するのに

必要であることが考えられる。神経前駆細胞の未分化状態の維持には低酸素状

態（HIF-Notch シグナル）が重要であることが知られている(Gustafsson et al., 
2005)。実際にトリ胚の神経前駆細胞層においても血管の侵入が見られる発生 4
日目胚の時点で低酸素状態に陥っているようである(Naňka et al., 2006)。本研究
の脊髄への sFlt-1 の強制発現実験においても血管の減少が分化神経層の減少を
引き起こしているようにみえた（図 14）。また、このときの減少がアポトーシ
スによるものではないことも確認している。これらのことは血管が神経分化、

特に神経前駆細胞の未分化維持に重要な役割を果たしていることを示している。
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しかしながら、VEGF 産生細胞移植実験において神経前駆細胞層内に異所血管
を形成させた際、その周囲に異所的な神経分化は見られなかった（図 12）。こ
のことは先の結果と矛盾するように思える。考えられる可能性として、異所血

管の周囲で神経分化が促進されていたとしても分化した神経はすぐに神経前駆

細胞層領域から分化神経領域へと移動してしまうために、異所的に分化した神

経の状態を捉えることができなかった、あるいは、形成された異所血管の量が

十分でなく、神経前駆細胞層の低酸素状態を解除するのに不十分であったこと

などが考えられる。これらを解決する方法として、前者の場合、神経前駆細胞

から分化神経に移行する際に見られる神経分化マーカー（NeuroM）などを使う、
後者の場合にはより多くの異所血管形成をさせる実験系を立ち上げる必要性が

ありそうである。いずれにせよ、神経前駆細胞の分化状態と血管の間には密接

な関係があることがいくつか報告されていることからも今後の研究発展が期待

される(Mackenzie and Ruhrberg, 2012)。  
 

（ 2）血管誘引分子 VEGF と血管形成抑制分子 sFlt-1 あるいは細胞反発分
子 Sema3E から提示したモデルは生体内で起こりうるものであるのか  
	
 本論文で提示しているのは、VEGF と反作用する分子のバランスによって
INVP のパターンを決定するというもの（図 18）であるが、実際に生体内で、
このようなことが起こりうるものなのか。本研究における問題点とともに考察

していきたい。  
	
 まず、VEGFR1のスプライシングバリアント型である sFlt-1に関する報告で、
角膜が血管非形成領域であることは sFlt-1 の作用によるものであるという報告
がある(Ambati et al., 2006)。この報告では角膜において VEGF が発現している
にも関わらず、同じく角膜に発現する sFlt-1 が VEGF を中和することで血管非
形成領域を生み出していることを sFlt-1 のノックダウン、VEGFR1 コンディシ
ョナルノックアウトマウスによる解析、あるいは corn1 ノックアウトマウス
(Smith et al., 1996)もしくは Pax6 のヘテロノックアウトマウス(Ramaesh et al., 
2003)（corn1 と Pax6 のミュータントマウスは角膜にて血管形成が起きるマウス）
と sFlt-1-Fc を用いたレスキュー実験から証明している。また、海洋性哺乳類の
マナティーは角膜に唯一、血管ができる動物として知られている(Harper et al., 
2005)が、マナティーは sFlt-1 を角膜で発現していない(Ambati et al., 2006)。こ
のようなことからも VEGF と sFlt-1 が反作用することで血管パターンを規定す
る可能性は十分に考えられる。本研究では sFlt-1 が INVP に発現しうることを
示し、強制発現実験から脊髄内に侵入した後の INVP 形成を抑制するのに十分
であることを示した（図 14）。sFlt-1 あるいは VEGFR1 は VEGF の INVP への作
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用を調節することで適切な血管パターン形成に寄与するようである。また、

sFlt-1 が神経前駆細胞層に蓄積した場合、血管非形成領域を生み出すメカニズ
ムになりうるかもしれない。  
	
 本研究の課題の一つとして INVP に発現する VEGFR1 mRNA が膜貫通型

VEGFR1 の発現を見ているのか sFlt-1 の発現を見ているのか分けきれていない
点がある。VEGFR1 と sFlt-1 の発現の違いについては、in situ hybridization によ
って発現の違いを調べることを試みたが、有意な結果は得られていない。この

ことはニワトリ VEGFR1 と sFlt-1 の配列の違いが約 30 アミノ酸残基と短いこ
とが原因と考えられる(Yamaguchi et al., 2002)が、これらの違いを調べるには
RT-PCR による解析を行うか抗体を用いた免疫組織化学染色あるいはウエスタ
ンブロットによる解析が有効であるかもしれない。  
	
 次に、Semaphorin に関して、Semaphorin 3 family は基本的に VEGF に対する
補助受容体でもある Neuropilin を介して細胞内にシグナルを伝達する受容体
Plexin に結合する(Staton, 2011)。また、Neuropilin は Neuropilin-1（NRP1）と
Neuropilin-2（NRP2）が存在することが知られ、NRP1 の Sema3 結合ドメイン
と NRP2 を欠損させたマウスにおいて、血管形成に異常が起きないことが知ら
れている(Vieira et al., 2007)。ただし、Semaphorin 3 family の中でも例外的に、
Neuropilin に結合せず、直接的に PlexinD1 に結合できるのが Sema3E である(Gu 
et al., 2005)。このような違いが Semaphorin 3 family の中でも、Sema3E のみが
INVP 形成を抑制するのに十分であった理由であると考えられる（図 15）。しか
しながら、Sema3E が本来の神経前駆細胞層の血管非形成領域をつくっている
因子である可能性は低いと思われる。その理由は、胚発生 4 日目の時点で
Sema3E は神経前駆細胞層には発現していないように見えるからである（図 17）。
もし、本論文中で提示した生体内分子モデルが本来の発生過程で成立する可能

性がある場合、候補因子としては Sema6A などが挙げられる。Sema6A はマウ
スにおいて、神経前駆細胞層に発現することが知られている(Gu et al., 2005)。
また、Semaphorin 3 family と違って、Semaphorin 6 family は直接的に Plexin と
結合することができる(Nogi et al., 2010)。  
	
 いずれにせよ Sema3E が脊髄において INVP に作用できることを示したこと
は医学的にも重要なことである。脊髄内の血管パターニングにはいまだ未知な

部分があり、今後の研究発展が期待される。  
 

（ 3）Sema3E の INVP 形成における本来の役割  
	
 Sema3E が神経前駆細胞層において発現していないことは前述の通りである
が、Sema3E が INVP 形成を抑制したこと（図 15）はただの人為的な操作によ
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るものなのであろうか。Sema3E は motor neuron に発現していた（図 17）。脊髄
における motor neuron は神経前駆細胞層のように血管が侵入しない領域として
知られている(Kurz, 2009)。Sema3E の INVP 形成における本来の役割はこちら
にあるのかもしれない。このことは本研究において主に論じてきた神経前駆細

胞層の血管非形成領域に関する問題ではないが、INVP 形成のルート規定とい
う観点からは非常に重要な問題である。また、Sema3E の INVP 形成における本
来の役割として考えられるもう一つの可能性として、INVP が脊髄内に侵入す
るタイミングを決める上で重要な役割を果たしているかもしれないということ

が挙げられる。このことはマウスにおいて、INVP 形成前（胚発生 8.25 日のマ
ウス胚）の神経管の floor plate 付近の領域に Sema3E の発現が強く見られるこ
と(Meadows et al., 2011)に対して、本研究で示した血管侵入が起きている時期の
Sema3E の発現は脊髄腹側の INVP 侵入点付近（floor plate 領域）での発現が非
常に弱くなっていること（図 17）から予想される。当然のことながら、マウス
胚とトリ胚の Sema3E の発現パターンが必ずしも一致するとは限らないため、
INVP侵入時より早期のトリ胚における Sema3Eの発現パターンを調べる必要が
あり今後の研究課題でもある。  
 

（ 4）Wnt シグナルおよび BMP シグナルについて  
	
 過去に INVP 形成や静脈形成に関わるとされてきた Wnt シグナルや BMP シ
グナルは本研究において INVP の誘引や伸長に必要あるいは十分であるという
結果は得られなかった（図 10）。Wnt7a/b のダブルノックアウトマウスは確かに
脊髄内の INVP の数を減少させる(Stenman et al., 2008)が、この INVP の数が減
少することは血管内皮の分化に寄与する所が大きいように思われる。実際、

Stenman らの報告では Wnt7a/b が末梢組織の血管を、中枢神経周囲の血管化さ
せる（中枢神経組織周囲および内部の血管は血液脳関門（BBB）と呼ばれる特
殊な血管になっている）ことが報告されてはいるが、Wnt シグナルが直接的に
INVP を誘引あるいは伸長させるような機能を担っているという報告はされて
いない(Stenman et al., 2008)。また、血管内皮における β-catenin のノックアウト
マウスは完全に INVP 形成をしなくなるが、β-catenin は VE-cadherin のような
血管内皮に構造上必須な分子のシグナルでもあるため、全てが Wnt によるもの
とは言えない。本研究で得られた結果は、INVP のパターン形成において Wnt
シグナルより VEGF の方がより INVP 誘引伸長に直接的な役割を果たすもので
あるということを示しているのかもしれない。	
  
	
 次に、BMP シグナルであるが、Wiley らの報告では、BMP シグナルは静脈の
形成に寄与する分子である(Wiley et al., 2011)。本研究の結果では、脊髄の INVP
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は動脈から伸びて来る可能性を示した（図 20）。また、解剖学的にも脊髄腹側
から侵入してくる INVP は PATs と呼ばれる動脈から分岐するものであること
が報告されている。このようなことからも BMP シグナルが INVP の誘引や伸長
に影響しなかったのは、INVP は動脈性の性質をすでに有しているからなのか
もしれない。  
 

（ 5）本論文で提示した分子モデル以外に考えられる分子メカニズムにつ
いて  
	
 本研究では、あくまで VEGF と反作用する分子のバランスによって INVP の
パターンが決定されるという観点で研究を進めてきたが、他の可能性としてど

ういったものが考えられるのであろうか。一番分かりやすいものは細胞外マト

リックス（ECM）によって、すでに INVP が通る道が決められている可能性で
ある。実際、網膜における血管新生では、アストロサイトから発現される

Fibronectin が血管網をつくる上で重要であることが、報告されている(Stenzel et 
al., 2011)。しかしながら、トリ胚の脊髄においては Fibronectin が先に蓄積し、
INVP の通り道をつくるという可能性に関しては低そうである。なぜならば、
トリ胚の脊髄において、Fibronectin が蓄積するのは INVP 形成後の血管内皮の
基底膜に見られるだけで、Intermediate zone 近傍に先に蓄積している様子は見
られていない。また、序論でも述べたように、HSPG などの分子が寄与してい
る可能性も十分に考えられるが、その多くは基底膜において蓄積する。また、

筆者も多くの ECM を標的とすることが知られる MMP2 を脊髄内に発現させる
実験を行ったりしているが今の所、有意な結果は得られていないのが現状であ

る。今後、ECM と INVP 形成の関係を調べることも重要な課題である。  
 

	
 生体内環境は、非常に多くの分子が複雑に関わりあって、形態形成の場を生

み出している。今後も INVP の血管パターン形成を調べることで、新たな発見
が生まれることを期待する。なお、この研究は、その一助となれば幸いである。  
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