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循環器疾患の病態解明のためのゼブラフィッ
シュの有用性は，遺伝子や分子の機能を個体で調
べられるだけではなく，個々の細胞の振る舞いを
調べることが可能な点である。細胞外環境と細胞
内情報伝達系の制御に従って臓器形成や維持がな
されているのか？　個々の細胞や細胞周囲との協
調や競合はいかに調節されているのか？　などを
イメージングにより観察することができる有用な
モデルである。特に循環器（心臓，脈管）形成は，
他臓器形成に先行する。酸素や栄養素の供給が不
可欠だからである。

Ⅰ　 循環器研究での有用性： 
イメージング機器の進歩と共に発展

ゼブラフィッシュの有用性は，透明，体外発
育，遺伝子易操作性である。特に心臓血管形成で
ゼブラフィッシュを利用するメリットは，イメー
ジング技術（スピニングディスク型共焦点顕微
鏡，ライトシート顕微鏡）を駆使した実時間での
細胞動態が観察できることと考える 1, 2）。特に心
臓が拍動していても三次元構築をしなければ，ビ
デオレートでのイメージング（30 frame per sec-
ond）が可能であり，ヒトの目で見ても違和感な
く動きが評価できる。ROI（region of interest）を
小さくすることや画像解像度を上げ，画像転送速
度を考慮することで詳細な解析が可能である。

Single cell RNA 解析が一般化しつつあるが 3），
クラスターの局在をイメージングで突き止めるこ
とにより，分子の働きを詳細に理解可能となる。
複数の蛍光を使用し分子の発現部位を解析し，蛍
光により細胞を分取して蛍光陽性細胞の遺伝子発
現を解析することで，細胞が局在する部位での機
能を推定することが可能である。本稿では，トラ
ンスジェニック個体は Tg（プロモーター領域：
プローブ名）とし，変異体は遺伝子名 施設名の記載
とする。詳しくは下記を参照されたい。

https：//zfin.org/action/fish/search

Ⅱ　循環臓器発生

1．中胚葉から発生する心臓・脈管・血球
Draculin プロモーター活性化細胞が中胚葉由

来の細胞として，発生時に追跡可能である。心筋
細胞，血管内皮細胞，血球細胞への Draculin＋細
胞の分化は確認されている 4-6）。心筋前駆細胞が
集積し，心房筋・心室筋分化する 7）。血管は血管
内皮細胞・周細胞で構成される。血球は造血幹細
胞からの分化による赤血球・白血球・血小板形成
により，これらの血球が心臓の拍動により駆出さ
れることで循環が成立する。したがって，中胚葉
細胞が主体となった循環を初期発生時に構築す
る。一方，中胚葉だけでは循環臓器の構成細胞の
増殖や分化，遊走が調節されているわけではな
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く，内胚葉が足場となること，外肺葉から分泌因
子による調節も受ける。したがって，3 胚葉が循
環臓器形成に貢献している（図）。

2．心臓発生
ゼブラフィッシュを使用する際に注意する点

は，肺の有無である。肺が存在しないため四腔に
分かれておらず，一心房・一心室である。心室
筋，心房筋，刺激伝導系などの特殊心筋，弁，冠
血管などはポンプとしての心臓の分子メカニズム
を検討するには問題がないと考えて使用してい
る。心筋前駆細胞，first heart field（FHF），sec-
ond heart field（SHF）の形成，原始心筒構築，引
き続くルーピングなど，心臓発生モデルとして十
分に機能解析が可能である 8, 9）。

筆者らは，スフィンゴシン 1 リン酸（S1P）の心
臓形成における重要性について詳細に検討した。
S1P の細胞内から細胞外への輸送を担う S1P 輸送

体 spinster 2（Spns2）の欠損個体では，両側心筋
前駆細胞が正中に移動せず原始心筒を形成しない
ため，二股心臓になる。更に S1P-Yap1 シグナル
が内胚葉の維持に重要であり，S1P が細胞外に輸
送されない Spns2 変異体では，内胚葉が維持でき
ないために内胚葉を足場とした両側の心筋前駆細
胞の正中への移動が不可となって，二股心臓と
なってしまうことを明らかにした 10）。

また，isl1＋細胞が一部の心房筋，特に流入路
の心房筋に特異的分化を示すことから，心房筋も
心筋前駆細胞の中で，ある時期に特殊な遺伝子発
現を示した細胞が分化することがわかった。この
isl1＋の形成には Hippo シグナルが重要であり，
Yap/Wwtr1 依存性の Bmp カスケードが活性化
してしまうと流出路の心房筋数が多くなることが
わかった 11）。Isl1 は神経細胞に発現することが知
られているが，この研究の過程で，isl1＋細胞が

図　循環器形成過程の概略─中胚葉由来細胞による循環臓器形成
心臓・脈管・血球は中胚葉に由来する細胞によって分化し，血球では幹細胞が維持される。本文で心臓・脈管・心臓の形
成過程については説明しているが，筆者らがこれまでにゼブラフィッシュをモデルとしてイメージングで明らかにした項
目は［ ］で示した。Spns2：spinster 2，AGM：aorta-gonado-mesonephros，CHT：caudal hematopoietic tissue
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血管内皮細胞にも発現することを見いだしてお
り，発生過程での isl1 陽性内皮細胞についても検
討中である（図）。

心筋細胞は心臓の血管やリンパ管形成とは切り
離せない 12, 13）。心筋細胞から分泌される Cxcl12
が血管内皮細胞に発現するCxcr4を活性化するこ
とで，血管内皮細胞の血管表面での伸長に関わる
ことも明らかにされている 14）。この Cxcl12-Cxcr4
シグナルによる血管内皮細胞の運動調節系は，発
生のみならず，心臓再生能を有するゼブラフィッ
シュでは成魚でも機能している 15）。心内膜内皮細
胞が心筋層を貫通して心外膜に遊走し，その後，
心筋表面を覆うように血管網が発達していくのが
ゼブラフィッシュの冠血管形成である。

心内膜内皮細胞は，冠血管内皮細胞のもととな
るだけではなく，内皮間葉系転換（EndoMT）によ
り，心房・心室間の房室弁形成の原細胞でもあ
る。心内膜内皮細胞は，心拍動により拍出される
血球による剪断応力を直接受ける部位であると共
に，乱流が生じることによる様々な力を直接受け
る細胞でもある。特に房室間は原始心筒の中間で
両腔（心房と心室）が絞られる形になるために血流
による物理作用を受け，Ca2＋を介した細胞内情
報伝達系を活性化することで，EndoMT に従っ
て弁形成に至ることがわかった 16）。

心筋細胞は単なる収縮機能だけでなく，内分泌
機能を有する細胞としても機能しているが 17），分
泌される因子が血流で運ばれるのか？　近傍の細
胞に作用するのか？　によって，心筋の機能と遠
隔臓器への影響，周囲細胞への影響が分かれる。
臓器形成には，実質細胞と間質細胞の相互作用の
重要性だけではなく，循環器ならではの物理的な
刺激や血流による直接の作用も考えた研究も大事
である。

3．脈管発生
脈管は血管とリンパ管から成り，前者は動脈・

毛細血管・静脈で構成される。血管内皮細胞，リ
ンパ管内皮細胞がまずネットワークを形成する
が，臓器ごとにその性質が異なることから臓器特
異的脈管構築が提唱されている。ゼブラフィッ
シュでは，脳，体幹で形成機構が先行している。
血 管 内 皮 細 胞 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー（fli1，

kdrl），リンパ管内皮特異的プロモーター（lyve1）
下流に蛍光タンパク質を発現させることで，脈管
の形態と形成様態が明らかにされてきた。リンパ
管内皮細胞が静脈内皮細胞から分化して，体幹の
リンパ管がゼブラフィッシュでは形成される 18）。

特にゼブラフィッシュの節間血管は，血管新生
研究のモデルとしてマウスの網膜血管発生モデル
と共に汎用されてきた。筆者らも血管新生におけ
る低分子量 GTP 結合タンパク質 Cdc42 活性化と
フィロポディア形成のメカニズム，大動脈から節
間血管が分枝する際の Ca2＋活性化などを，Cdc42
活性化可視化プローブ，Ca2＋可視化プローブを
用いることで血管新生メカニズムの一端を明らか
にした 19, 20）。これらはvascular endothelial growth 
factor（VEGF）依存性の現象であり，増殖因子シ
グナルによって内皮細胞の増殖，分化，遊走が調
節されることを解明することにつながっている。

一方，心臓の弁形成機構でも紹介したが，血流
に曝されている血管内皮細胞は，剪断応力を常に
受けることで血管内皮細胞が安定化することも示
した。特に剪断応力依存性の血管安定化には，
Yap が結合していた分子 AMOT と解離し，核内
に移行することが必須であることを突き止めた 21）。
本実験では，Tg（fli1：Gal4db-TEAD2DN-2A- 
mC） ncv3 を独自に作製して，YapとWwtr1が核内
移行すると Tg（UAS：GFP）のレポーターによる
GFP の発現を可視化する Tg フィッシュを活用し
た。

情報伝達活性化可視化 Tg としては，Wnt シグ
ナル陽性細胞（βカテニンが核内移行する細胞）を
発生時の血管で観察すると，後主静脈の腹側で将
来，腹側静脈を形成する静脈内皮細胞で特異的に
活性化していることを明らかにした 22）。

Tg（fli1：Gal4db-TdeltaC-2A-mCherry）と Tg
（UAS：GFP）を観察すると，βカテニンが核内移
行すると GFP を発現するために，GFP 陽性細胞
が Wnt シグナル活性化細胞として検出できる。
興味深いことに，これらの細胞は CHT（caudal 
hematopoietic tissue）の中で腹側に位置するのに
対して，isl1＋細胞は背側に局在することから，
機能的にも異なる細胞群であることが判明しつつ
ある（投稿準備中）。
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血管は内皮細胞のみならず，外側を周細胞ある
いは血管平滑筋細胞が覆うことにより血管内皮を
裏打ちすることで堅牢な血管が構築される 23, 24）。
内皮細胞と周細胞は相互作用により血管が維持さ
れている［内皮細胞から platelet-derived growth 
factor（PDGF）が周細胞に発現する PDGFf 受容
体を活性化し，周細胞から分泌される angiopoie-
tin-1 が内皮細胞に発現する Tie 受容体を活性化
する］。脳内の周細胞は血液脳関門を構成するう
えでも重要な機能を果たしていることから，今後
更に神経・脳と血管維持調節機構の解明は必要に
なる。

4．造血幹細胞─血球
血球形成も哺乳類と同様に造血幹細胞に依存す

る。造血幹細胞は，20 hpf（hours post-fertiliza-
tion）では体幹から尾部にかけての intermediate 
cell mass（ICM）に出現する。更に 36 hpf では
aorta-gonad mesonephros（AGM）領 域 に 集 積
し，hemogenic endothelial cells として将来の血
球と血管内皮細胞に分化する能力を有する幹細胞
として大動脈腹側に局在する。血球となる造血幹
細胞は 4 dpf（days post-fertilization）では CHT
に移動し，静脈血管内皮細胞ニッチで血管内皮細
胞との相互作用を受ける。最終的には，胸腺と腎
臓に幹細胞が移動することで血球系幹細胞が維持
される 25）。

造 血 幹 細 胞 形 成 過 程 の な か で，hemogenic 
endotheliumとなること，更には，CHTへの移動
には血流が必要なこと，CHT で静脈血管内皮細
胞ニッチで育成されることを考えると，心臓・血
管・血球が協調的に形成されることの重要性は明
らかである 26, 27）。Cloche（npas4l）変異体では，血
管内皮細胞，血球が形成されないことからも，血
管形成と血球形成シグナルの共通点が明らかであ
る 28）。

筆者らは，発生段階で isl1＋細胞が尾側の静脈
内皮細胞に発現していることを見いだし，この
isl1＋細胞が CHT 形成に重要であり，造血幹細胞
のニッチ細胞として機能することを見いだしてい
る（投稿準備中）。CHT はその後消失して，造血
の場が胸腺と腎臓に移動するために CHT 形成は
一時的であるが，この時期に造血幹細胞がニッチ

で育成されることが重要であることが推察される。
5．成魚での血管・心臓の可視化個体
主に，ゼブラフィッシュの発生初期に胚が透明

であることの利点を活かしたイメージングの優位
性により，研究が発展してきた。しかし，一度確
立した血管の維持機構の解明や他の臓器組織との
相互調節機構や解剖・組織学的な検討は，成魚で
は困難であった。透明化を目指したゼブラフィッ
シュ（Casper）の開発も行われてきたが 29），胚と
比較してもイメージングに耐え得る十分な透過性
は達成されていない。近年，成魚でも透明であ
り，脳神経の活性化が可視化できる Danionella 
translucida が報告されており 30），全身が透明で
あることから，心臓再生，脳血管や体幹の血管維
持機構，加齢による血管変化などにも使用範囲が
拡大していくと予想し，筆者らも循環器のイメー
ジングによる研究に活用する計画を立てている。

おわりに

循環器疾患研究におけるゼブラフィッシュの有
用性，特にイメージングによる機能解析を筆者ら
のデータを中心に紹介した。技術革新に伴い新た
な知見が得られるようになっており，本連載の他
の分野のゼブラフィッシュをモデルとして用いた
研究を紹介していただいている研究者と共に更な
る技術革新を実現し，遺伝子・分子・細胞・臓器
を多くの捉え方で機能を明らかにしていくことが
生命の本質に迫る研究になると考え，今後も皆で
研究を進めるようにしていきたい。
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