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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。 適切 な位置 にお

ける血管形成過 程 を知 る上 で、脳 や脊髄 といった 中枢 神経 系組 織 は、病理学 的あ るは

解剖学 的に古 くか ら注 目され て きた。 中枢神経 系組 織 にお ける血管形 成 には、血管 内

皮成長因子で あるVEGFやWntシ グナル といったい くつ かの分子 が重要 な役割 を果た

す ことが、 ノ ックア ウ トマ ウスの解析や トリ胚 を用 いた研 究か ら明 らか にな りつつ あ

る。 しか しなが ら、 これ らの分子が どの よ うに して個 々の細胞 に働 きか け血 管の走行

ルー トが決 め られ るのか とい う血管パ ターニ ングの研究 に関 してはいま だ不 明な点 も

多 くある。 本研 究 では 、 トリ胚 の 中枢 神 経 系組 織 、特 に脊 髄 の 内部 を走行 す る血管

（Intraneuralvascularplexus：INVP） の形成 メカニズムに焦点 をあてた研 究 を行 った。

脊髄 内部 を走行 す るrNVPは トリ胚 では発生4日 目以降 に脊髄腹側 の底板近傍 か

ら侵 入 し、発生 が進 む につ れて この血管 は脊髄 の背側 方 向へ と伸長 してい くこ とが知

られてい る。 脊髄 にお け るINVPの 伸長過 程 を調べ るた めに、血 管組織 を高感度 かっ

簡便 に可視化 で きる蛍光 イ ンクイ ンジェ クシ ョン法 を用い て血管 を可視 化 し、組織 片

に よる観 察 を行 った。 その結果 、胚発 生4日 目以降 に脊髄 内部 に侵 入 した血 管は亀の

岬 羅様 の血管網 を形成 し、胚発 生5日 目まで に血管 の形成領域 は脊髄 の腹側 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。

脊髄腹側か ら侵入 す るINVPの 走行ルー トは脊髄 の神経 前駆細胞層 に沿 うよ うにみ

える。神経前駆細胞層 と血管走行ルー トの関係 を調べ るために・神経前駆細胞層を欠

損 させ た領域 で の血 管走行ル ー トの変化 を調べた。結果 、神経前駆 細胞層 を欠損 させ

る因子 と して細胞 骨格制御 因子 として知 られ るRhofamilyの 恒 常活性型Rac1（CA－Rac1）

または ドミナ ン トネガテ ィブ型RhoAを 脊髄 内に発 現 させ る と神 経前駆細胞層 の一部

欠損が見 られ、欠損 が見 られた領域 では、INVPの 異所形成 が生 じた。 この こ とか ら、

rNVPの 走行ル ー一トの規 定 には神 経前駆 細胞 の層構 造が重 要 な役割 を果 た して い るこ

とが明 らか となった

加 えてrNVPの 走行ルー トの規 定に関わ る分子 メカ ニズム調べ るた めに、VEGF

や その阻害 因子 であ るSolubleFLT－1（sFlt－1）、Semaphorin3E（Sema3E） を脊髄 に発現

させrNvP形 成へ の影響 を調べ た。結果 、vEGFはINvPの 誘 引伸長 に必 要十分で あ り、

Sema3EがINVP形 成 を阻害 す るpotentialを 持つ ことがわか った。本研 究か ら得 られ た

知見 によ り、胚発 生期 の脊 髄神経組織 にお ける血管 の成 り立 ちの理解 が進 む こ とが期

待 され る。



論文審査結果の要旨
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申請者 は、胚発 生過程 の脊髄神経組 織 内にお いて血管が どの よ うに形 成 され るのか

に興味 を持 ち、脊髄神経 前駆細胞層 と血管パ ター ンの関連性 に着 目した研 究 を進 めた。

これまでの知見 では、脊髄 の血管形成 に関わ る分 子はVEGFを は じめ と して多数報

告 されていた ものの、神 経前駆細胞領 域 と血管形成の 関係 を示 す もの は多 くなか った。

申請者 はRhoフ ァ ミリー分子 （Rac1お よびRhoA） をエ レク トロポ レー シ ョンによ り

脊髄組織 に限定的 に発現 させ るこ とに よ り、神経 前駆細胞層 の状態 を変化 させ 、その

際 の血管パ タ・一ンが変化 す る こ とを示 した。 この こ とは神経 前駆細胞 と血 管形成 の 間

に関連 性が ある ことを示 してい る。

また、胚発生期 の脊髄 の神経 前駆 細胞層 にはVEGFが 発現 してい るが 、 このVEGF

は脊髄 内の血 管 を誘 引伸 長 させ るのに必 要十分で ある ことを示 した。 さらに、体幹部

や網膜 にお いてVEGFを 機 能 阻害す るこ とが知 られ るSemaphorin3Eが 脊髄の血管形成

も阻害す る機 能 を有 して い るこ とを示 した。 この研究 か ら得 られ た結果 は、単 に脊髄

の血管形成過程 の理解 を深 め るだけでな く、再生 医療 な どの医学的 な見 地か らも重要

な もの とな る点で評価 で きるものである。

加 えて 、申請者 は、脊髄 の血 管形成 を独 自の視 点か ら解析 す るた めに、血管組織 を

高感 度かつ簡便 に可視化 で き る蛍 光イ ンクイ ンジ ェクシ ョン法 を用 いて血管 を可視化

し、メこれ まで神 経軸索 の観 察 に用い られ てきたオープ ンブ ック法 を血 管組 織 の観察用

に応 用 した方 法 を考案 し用 いてい る。 この方法 は、 これ まで主流 であった横 断組織片

の断片的 な情報 を よ り連 続 した情報 として認識 しやす くす る利 点 があ る。 今後 この よ

うな観 察手法 が研 究分 野で広 く使 われ るこ とが期待 され る

なお、これ らの成果 は、申請者 が筆頭 著者で ある論文 （Takahashietal．，PlosOne，2015）

にて報告 され てい る。 ， ’

以上 の よ うに本論 文 は、 申請 者が独 自に構築 した実験 系 を駆使 して 、脊髄神 経組織

にお け る血 管形成 につい て初 めて示 した もので あ り、学術上 、応 用上貢献 す る ところ

が少 な くない。 よって審査委 員一 同は、本論文 が博 士 （バイ オサイエ ンス） の学位論

文 として価値 あ るもの と認 めたb

」


