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I．緒　　言
　血管は酸素や栄養を体内の細胞に運び，同時
に二酸化炭素や老廃物を回収する役割を果た
し，個体内のほぼすべての組織に存在している．
また，さまざまな病態の発生や進展にも関わっ
ており，血管形成過程を理解することは，再生
医療を進める上で，また病態生理を理解する上
でも重要である．特に，脳の血管は内頸動脈と
椎骨動脈で支配され，2 つの血管をつなぐ脳底
動脈系の基本構造は，魚類から哺乳類まで脊椎
動物を通じて，種を超えて保存的であり，特徴
的である 1）．
　ヒトにおける初期の頭部血管系の発生に関し
ては，Padget が 1948 年と 1957 年に胎児の連
続切片標本の三次元再構築を行った結果を報
告している 2, 3）．すなわち，頭部血管形成の初

期の過程において，第一大動脈弓から伸長した
原始内頸動脈が尾側への分枝血管を介して原
始後脳血管路（primordial hindbrain channel, 
PHBC）につながり初期の脳血液循環路が確立
するが，同時に背側大動脈から分岐したいくつ
かの脳神経に対応した原始三叉神経動脈など
が，原始後脳血管路と連絡する．そして長きに
わたり，これらの血管が，頭部の血管網を形成
する内皮細胞を供給すると考えられてきた．し
かしながら，これらの原始後脳血管路と繋がる
複数の動脈の存在は，種によって安定しておら
ず，供給母体として，確実性に欠いていること
も指摘されてきた 4）．
　ヒトやマウスなどの哺乳動物では，発生の
初期過程は母体の体内で進行するので，つぶさ
に観察することはかなわない．この制限を克服
するモデル生物として，近年発生研究に用いら
れるようになったのが小型魚類のゼブラフィッ
シュ（Danio rerio ）であるが，このモデルを使っ
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　ヒトを含め哺乳類の頭部血管系が，どのように形成
されるのかは，いまだ十分解明されていない．本研究
では，神経板と頭突起が形成される時期のマウス胚の
連続切片と透明化ホールマウント標本を作製し，初期
血管内皮細胞を PECAM-1 の免疫染色で同定すること
により，頭部の脈管形成の詳細を解析した．その結果，
背側大動脈が第一大動脈弓との連絡部を超えて頭端領

域まで伸長し，その拡張した先端部が神経板に接する
ことが明らかとなった．さらに，背側大動脈先端部分
と神経板直下の血管系が心臓原基や背側大動脈と独立
して形成される可能性も示唆された．これまで背側大
動脈の頭端についての記載は無く，頭部の主要な血管
形成を担うとされてきた原始内頸動脈の発生も含めて，
頭部血管系の脈管形成は再考されるべき課題と言える．
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て，背側大動脈の脈管形成の機構やそこから血
管新生する脊髄の血管系の形成過程が明らかに
なっている 5，6）．一方，Proulx らは，初期の血
管芽細胞の分化マーカーである Etv2 の BAC
トランスジェニックを用いた解析により，頭部
において，背側大動脈とは独立した血管床が
存在することを報告した 7）．すなわち，ゼブラ
フィッシュでは，発生初期過程に，眼胞の嘴側
に形成される ROC（rostral organizing center）
からは頭部の動脈を形成する血管床が形成さ
れ，また眼胞と耳胞の間に形成される MOC

（midbrain organizing center）からは，頭部の
静脈を形成する血管床と原始内頸動脈が形成さ
れる．我々もゼブラフィッシュを用いた研究か
ら，これらの結果と同様の解析結果を得ている
8）．以上の結果は，頭部の血管網を構成する内
皮細胞が背側大動脈から供給されるとするこれ
までの概念を覆すもので，背側大動脈とは独立
して形成された血管床からの血管新生によって
頭部血管系が形成されることを示唆している．
　本研究では，哺乳類のモデル生物としてマウ
ス胚を用いて，小型魚類のゼブラフィッシュに
おいて明らかになった初期の頭部血管系の発生
母地となる独立した血管床の存在が，哺乳類に
おいても保存されているのかを明らかにするこ
とを目的とした．また，血管発生のプロセスの
初期に中胚葉から血球血管芽細胞（ヘマンジオ
ブラスト）や血管芽細胞（アンジオブラスト）へ
分化していく段階で血球系と内皮系で表面マー
カーを共有していることを踏まえて，従来から
最も初期の血管形成の血管内皮細胞のマーカー
として認知される PECAM-1（CD31）の発現に
着目し 9, 10），この細胞群を可視化することで，初
期の頭部血管形成過程を形態学的に解析した．
 

II．研究材料および方法
　 1．研究倫理
　本研究では，マウス胚のパラフィン連続切片
の酵素組織学的免疫染色とホールマウントの蛍

光免疫染色を行った．動物実験は，岩手医科
大学動物実験委員会の承認後（承認番号：26-
026），動物実験規定を遵守して実施した．
　 2．マウス胚の取り出し
　 ICR の妊娠マウス（日本クレア，東京）を
用いて，血管形成が始まると想定される交尾
後 7.5 〜 8 .5 日目（days post coitum, dpc）の
マウス胚を対象とした．ICR 妊娠マウスを
イソフルランによる麻酔を施した後，胚を
リン酸緩衝液中で摘出し，室温で 1 ～ 2 時
間 2％PFA で固定した．固定後，メタノー
ル系列による脱水処理を行い，ホールマウ
ント蛍光免疫染色用に 100％メタノール液中
で保存（-30℃）するとともに，一部は切片
作成用に親水処理後パラフィンで包埋した．
　 3．連続切片を用いた免疫染色
　血管網の観察のため，一次抗体として抗
PECAM-1 ウサギポリクローナル抗体（abcam; 
ab28346），二次抗体として HRP 標識ヤギ抗ウ
サギ IgG（H+L）抗体（abcam, ab6721）を用
いた．発色には DAB（VECTOR, SK-4105）を
用い ,対比染色としてヘマトキシリン（Mayer）
染色（武藤化学 , 3000 -2）を施した．6 μm の
連続パラフィン切片を作成し，脱パラフィン
後，Target Retrieval Solution（Dako, S1699）
を用いて抗原の賦活化を行った．続いて，3％
過酸化水素水による内因性ペルオキシダーゼ
失活を行い，10％FBS によりブロッキングを
1 時間行い，一次抗体を 10 倍希釈で 2 時間反
応後，二次抗体を 1000 倍希釈で 2 時間反応さ
せ，DAB を用いて発色させた．その後，ヘマ
トキシリンで核染色し，光学顕微鏡（BX51， 
OLYMPUS）で観察・撮影した．
　 4．ホールマウント蛍光免疫染色
　連続切片標本と同様に，血管内皮細胞のマー
カ ー PECAM-1 に 対 し て， マ ウ ス 胚 の ホ ー
ルマウント蛍光免疫染色を行った．一次抗体
として，抗 CD31 ウサギポリクローナル抗
体（abcam，ab28346），二次抗体として HRP



標識ヤギ抗ウサギ IgG（H+L）抗体（abcam,  
ab6721），蛍光の発色には，TSA Fluorescein 
System（PerkinElmer, SAT701001KT） を 用
いた．保存胚を親水処理後，50％DMSO 及び
2.5％Triton-X 100 にて浸透化処理し，3％過酸
化水素水にて内因性ペルオキシダーゼの不活性
化を行った．10%FBS にて一晩ブロッキン処理
を施し，一次抗体（10 倍希釈）で 2 日間反応後，
二次抗体（500 倍希釈）で一晩反応させ，TSA 
Fluorescein reagent（50 倍希釈）で 1 時間反応
させシグナルの増幅を行った．4％PFA にて後
固定後，CUBIC- Ⅱ液を用いて透明化処理を施
した 11，12）．
　5．ホールマウント染色標本のイメージング

と三次元再構築による解析
　 CUBIC- Ⅱ液で透明化処理を施した標本を，
共焦点レーザー顕微鏡（LSM510 , Zeiss）を用
いて観察し，撮影を行った．取得したイメー
ジングデータを用いて，三次元再構築ソフト

（Amira, Thermo Scientific Amira）により血
管のつながりを三次元的に解析し，初期血管網
の各血管を同定し，その位置関係を解析した．
 

III．結　　果
　 1．背側大動脈と第一大動脈弓
　頭部の初期の脈管形成の過程を明らかにする
目的で，心臓形成と背側大動脈が形成される 8 

dpc 前後の胚を対象に解析を行った．その際，
マウスの胚の発生は同腹でも個体差が大きいた
め，7.5 から 8.5 dpc の胚を集め，Theiler のス
テージ分類の 10 から 13 の記載に則って 13），心
臓形成，体節形成の進行を指標に，胚の成熟度
を区別した（表 1）．
　図 1 はパラフィン包埋した 8.5 dpc 胚の連続
切片の PECAM-1 免疫染色像の一部である．神
経板（neural plate, NP），心内膜筒，前腸ポケッ
ト（foregut pocket, V），卵黄膜内の血島が観察
される一方で，体節形成は 2 つが確認され，ス
テージ 12 の初期の特徴に一致する．この時，
胚内に血球は観察されていない．
　 PECAM-1 は心内膜筒の内皮細胞に強く陽性
であるとともに，頭部の前腸ポケットの左右両
側の中胚葉に観察される管腔の内皮にも陽性で
ある．また，神経板上皮に沿って，その直下に
管腔が散見されるが，その内腔を覆う上皮にも
陽性である．これらの PECAM-1 陽性細胞は形
態からも血管内皮細胞と同定できる．解剖学的
な位置関係から頭部間葉組織中の管腔構造は背
側大動脈（dorsal aorta, DA）であると判断した．
　 2 本の背側大動脈は平行に，脊索板のやや外
側を，前腸ポケットの背側の上皮の基底面に
接して，体軸の前後を走行しており，心内膜
筒と大動脈弓（aortic arch, AA）で連絡した後

（3-16 の矢印），さらにその前方の頭部間葉組
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表 1.  解析に用いた胚のステージ分類と形態的特徴と数

Theiler stage

Findings

n

7 8 9

10

Neural 
plate
Head 
process

14

11

bud to early 
head fold 
to late head 
fold

8

11

Late head 
fold (LHF), 
foregut 
invagination

11

12

1-4 somites, 
allantois 
extends, 1st 
branchial 
arch, heart 
starts to form, 
foregut pocket 
visible

7

12

5-7 somites, 
Absent: The 
2nd branchial 
arch and 
>7 somites.

9

13

8-12 somites, 
Turning of the embryo, 
1st branchial arch has 
maxillary and mandibular 
components, 2nd arch 
present
Absent 3rd branchial arch

6

dpc



織内を伸長して，図１の切片番号 3-12，10，8，
6 の矢頭が示すように，頭部の腹側及び外側の
神経板の上皮の基底面に接していた．
　 2．背側大動脈と頭端部神経板
　ステージ 12 胚のパラフィン切片の PECAM-1

の免疫染色標本では，背側大動脈が大動脈弓を
超えて，頭部の神経板に接していることが観察
されたが，血管の全体像の把握が難しいため，
血管の三次元的な走行が確認できるように，
PECAM-1 免疫染色したホールマウント標本を
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図 1．ステージ 12 胚の PECAM-1 免疫染色連続切片像．
　　　ステージ 12 胚（8.5 dpc）をパラフィン包埋し，その連続切片を抗 PECAM-1 抗体で免疫染色した．切片

はほぼ水平断面で，体軸後方から 3-16，14，12，10，8，6 の順で前方に向かう．心内膜筒と背側大動脈の
血管内皮が陽性である．白抜き矢印 , 第一大動脈弓 - 背側大動脈連結部 ; 矢頭 , 背側大動脈と神経板との接
触部 ; A, aortic arch; DA, dorsal aorta; End, endocardial tube; V, foregut pocket.   ×100

                         

図 2．ステージ 12 胚の PECAM-1 免疫染色ホールマウント標本の三次元再構築像．　
       抗 PECAM-1 抗体で免疫染色したステージ 12 胚（8.125 dpc）のホールマウント標本の矢状断面を共焦点レー

ザー顕微鏡で 5.87 μm スライス 67 フレームを撮像後，Amira を使い，連続切片の PECAM-1 陽性の内皮
細胞を描出して，血管を三次元再構築した．A, 正面像 ; B, 左側面像 ; C-D, 断層像．それぞれ 26 番目と 28
番目のスライス．28 が内側である．矢頭 , 背側大動脈と神経板との接触部 ; AA, aortic arch; DA, dorsal 
aorta; End, endocardial tube; PHBC, primordial hindbrain channel; V, foregut pocket. 
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使い，さらに若いステージの胚の背側大動脈と
前脳の神経板を観察した．
　ステージ 12 の初期の胚では，心臓原基から
心内膜筒への変化と第一大動脈弓の形成過程が
観察されたが，いずれの標本でも背側大動脈が
第一大動脈弓を超えて伸長し，その先端部は神
経板に接していることが確認された（図 2-4）．
　図 2 は 8.125 dpc の胚で，心内膜筒（endo-
cardial tube, End）の形態から，図 1 とほぼ同
じ発生段階の胚と判断できる．図 2 の A と B
はそれぞれ，レーザー顕微鏡の 67 枚の断層像
を画像解析ソフトの Amira を用いて三次元再
構築した頭部の正面像と側面像である．また，

図 2 の C と D はその断層像の 26 枚目と 28 枚
目である．背側大動脈は，前腸の背面を走行し，
心内膜筒から繋がる大動脈弓との合流部で大き
く拡張していた．背側大動脈の背側の外側後方
には，血管洞が観察され，将来の原始後脳血管
路と思われる血管が観察された．図 2 の C と
D では，背側大動脈の先端部が大きく拡張して
いることがよくわかる．拡張した背側大動脈の
先端は矢頭の部分で，神経板上皮の基底部と接
していた．
　 図 3 は ス テ ー ジ 12 の さ ら に 若 い 個 体 の
PECAM-1 免疫染色三次元再構築像である．図
2 の個体に比較して，頭部の膨らみも乏しく，
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図 3．ステージ 12 初期胚の PECAM-1 免疫染色ホールマウント標本の三次元再構築像．
      抗 PECAM-1 抗体で免疫染色したステージ 12 初期胚（8.125 dpc）のホールマウント標本の前頭断面を共焦

点レーザー顕微鏡で 5.87 μm スライス 47 フレームを撮像後，Amira を使い，連続切片の PECAM-1 陽性
の内皮細胞を描出して，血管を三次元再構築した．A, 正面像 ; B, 左側面像 ; C, 前頭断面 ; D, 矢状断面 ; E, 
水平断面 ; F, 前方から見た像 ; 矢頭 , 背側大動脈と神経板との接触部 ; AA, aortic arch; DA, dorsal aorta; 
End, endocardial tube; He, heart tube; PHBC, primordial hindbrain channel; V, foregut pocket.
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心内膜筒がまっすぐで小さく，原始後脳血管路
の形成も不十分である．しかし，背面（前頭断
面）からは背側大動脈の頭部での拡張とそこか
ら前方へ伸長する血管が確認され（図 3C矢印），
さらにその伸長した血管は神経板に沿って走行
した．また，矢状断面（図 3D）と水平断面（図
3E）では，拡張した背側大動脈先端部が頭部
の腹内側で神経板との接触するのが確認できた．
　 3．頭部の脈管形成
　心臓形成と背側大動脈の形成との関係を確認
するために，心内膜筒が形成される以前の胚を
観察した．図 4 は 7.875 dpc の胚の PECAM-1
免疫染色三次元再構築像である．神経板の下面
で心臓原基の細胞索が膨らんで，馬蹄形に広

がっていた．一方，頭端部の神経板の下面に
沿って走行する血管洞が確認された．この血管
洞は，左右に存在していたが，神経板の正中部，
すなわち脊索板の左右で後方に折れ曲がり，前
腸ポケットの側面を後方に向かって走行してい
たが，前腸ポケットを超えて，その存在を確認
できなかった（図 4B 矢印）．この時，左側の
この血管洞は大動脈弓と連絡していなかった．
左側の血管洞には心臓原基と連絡する血管路が
あり，大動脈弓と考えられた．背側大動脈と思
われる血管は左側のみ観察されたが，その外側
にも体軸の前後方向に走行する血管が認められ
た．
　この胚の右側のような血管洞，すなわち，大
動脈弓と連絡が無く，背側大動脈とも判断の
付かない血管洞は，同じステージ 11 の他の個
体でも確認され，ステージ 12 以降で確認でき
る背側大動脈や原始後脳血管路と区別するた
め，「神経板頭端血管洞 anterior sinus of neural 
plate」と名付けた．

IV．考　　察
　我々は胚の初期血管系の発生過程に興味を持
ち，ゼブラフィッシュやマウスの胚の血管形成
を観察してきた．特に脳の血管系は，ヒトと同
じくゼブラフィッシュでもマウスでも，内頸動
脈と椎骨動脈の 2 つの血管系により構成され，
且つ，両者が脳底部で動脈輪を形成し，互いに
交通しているが，この関係は両生類から哺乳類
まで，種を越えて脊椎動物に良く保存されてい
て，その発生過程は非常に興味深い．これまで
椎骨動脈と連絡する脳底動脈の形成過程につい
ては，ゼブラフィッシュで明らかにしてきた 14）

が，内頸動脈の形成過程の詳細は明らかにして
いない．
　浦は，岩手医科大学の学生用教科書の解剖学
総論に，内頸動脈は，背側大動脈の前方の続き
である第一及び第二大動脈弓が消失したとき
に，第三動脈弓の背側脚をうける形で形成され，

                         

図 4．ステージ 11 後期胚の PECAM-1 免疫染色ホー
ルマウント標本の三次元再構築像

       抗 PECAM-1 抗体で免疫染色したステージ11 胚
（7.875 dpc）のホールマウント標本の前頭断面
を共焦点レーザー顕微鏡で 5.87 μ m スライス
41 フレームを撮像後，Amira を使い，連続切片
の PECAM-1 陽性の内皮細胞を描出して，血管
を三次元再構築した．A, 背側像 ; B, 腹側像 ; 矢
頭 , 背側大動脈と神経板との接触部 ; AA, aortic 
arch; DA, dorsal aorta; End, endocardial tube; 
AS, anterior sinus.
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耳胞から前方に hypobranchial artery とともに
分布すると記載している 15）．一方，背側大動
脈と大動脈弓については，『血管系は 消化管の
周囲からできる．心臓からうしろでは 背側に 
大動脈，腹側に 腸下静脈が形成され 腸管側壁
の血管網で互いに連絡された形が最も原始的な
ものである．心臓から前では 腸下静脈の前の
続きとして 動脈幹 又は 腹側大動脈 が鰓腸の
腹側を走り 咽頭部のところで 大動脈弓を作っ
て 背側の多くは融合しない有対の背側大動脈 
又は 大動脈根 と連絡している．』とし，左右の
第一大動脈弓が連絡する咽頭部での背側大動脈
がどのような形態をしているのか，さらに頭方
への延び出しがあるのか，については述べてい
ない．また，Theiler によると，背側大動脈は
体節が形成される 8 dpc のステージ 12 で，体
幹部の体節茎の直下で両側性に発生するとして
いるが，やはりその詳細については，不明であ
る 13）．最近では，Drake らや Walls らのグルー
プがマウス胚の脈管形成について報告している
が，背側大動脈と内頸動脈の関係の詳細は記載
がない 16, 17）．
　 我 々 は，Drake ら や Walls ら と 同 じ く
PECAM-1 の抗体を用いて，胚の脈管形成を観
察したが，モノクローナル抗体ではなく，染色
の感度を上げるためにポリクローナル抗体を用
いた．特異度は変わらず，背側大動脈や心内膜
の内皮細胞とそれに連続する血管内皮細胞が染
色された．同時に，前腸と後腸の上皮も強い反
応を示したが，解析に影響はなかった．
　パラフィン包埋した胚の連続切片の免疫染色
標本では，浦の記載と同様に，背側大動脈が前
腸ポケットに接して，頭端部に延びていること
が確認され，ポケットの拡大した部分を越えた
部位で大動脈弓と連続していた．またそれより
も前方の頭方の神経板直下の間葉組織にも伸長
していることが確認できた．また，ホールマウ
ント標本の血管の三次元再構築像でも，背側大
動脈は，前腸ポケットの口側端で大動脈弓と連

絡すること，連絡部では拡張し，さらに前方の
頭端部の神経板と接触することが，明らかに
なった．Walls らの報告の画像にも同様の血管
は確認できるが，彼らはこの部位を原始内頸動
脈と記載している．しかし，原始内頸動脈は第
一大動脈弓と第二大動脈弓および第三大動脈弓
との連絡を絶たれた背側大動脈の遺残部のこと
であり，また背側大動脈との明らかな連続性か
ら考えて，これを内頸動脈とすることはできな
い．
　また，神経板との接触部では，背側大動脈の
拡張した部分から外側後方に，神経板に沿って
延びる血管があり，その後方では，のちに原始
後脳血管路と呼ばれる血管に似た走行を示し
た．原始後脳血管路は，耳胞及び三叉神経節以
下の脳神経節の腹内側にあって 前脳 及び 中脳
部の静脈を受け 鰓廓のうしろで前主静脈に注
ぐ．ステージ 11 の胚では，背側大動脈の頭端
部と神経板に沿って外側後方に延びる血管路
が，心内膜筒が形成される以前に，体幹の背側
大動脈からも，大動脈弓からも独立して観察さ
れた．この血管系の存在が普遍的であれば，胚
で最も早期に脈管形成される血管系であり，神
経板に特異的な分布を示す血管系である可能性
を考え，原始後脳血管路とも区別し，「神経板頭
端血管洞」と名付け，さらに検討を加えたい．
一方，ゼブラフィッシュでは，頭部に背側大動
脈とは独立した血管床が存在する 7），8）. それは，
頭端の嘴側に形成される ROC と名付けられて
おり，ここから頭部の動脈を形成すると考えら
れている．この血管系の発生過程は，神経板頭
端血管洞とよく似ており，哺乳類のマウスでも
同様の機構が存在する可能性がある．
　さて，内頸動脈の形成過程であるが，清野ら
の報告では，ステージ 12 のマウス胚で前脳の
神経板の背面に眼溝が形成される時期に合致し
て，原始内頸動脈は第一大動脈弓と背側大動脈
の連絡部から，眼球形成領域の外表面に延び出
しており，神経板から形成される眼溝に圧排さ
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れるように存在している 18）．また，神経板に
沿って走行している．このことは，清野らの観
察した原始内頸動脈は，もともとそこに存在し
ていた背側大動脈の頭端部が眼溝から眼杯の形
成により，圧排・伸展した可能性を示している．
今後は所謂，原始内頸動脈と背側大動脈の関係
の詳細を，ステージ 12 の胚を中心に明らかに
していく必要がある．
 　

   稿を終えるにあたり研究の遂行に際し，御協力を賜
りました岩手医科大学解剖学講座・人体発生分野の及
川里百合研究補助員，菊池恵子研究補助員，職員の皆
様に深く感謝致します．

　動物実験にあたりましては御指導，御協力を賜りま
した岩手医科大学医歯薬総合研究所動物実験センター
の技術員諸兄，解剖学講座・人体発生分野の村嶋亜紀
助教に深く感謝致します．
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Morphological analysis of cephalic vasculogenesis 
in mouse embryos
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　 Attempts have been made to clarify cephalic 
vascular development in mammals including humans, 
but the details remain unresolved. In this study, 
we investigated the vascular development in the 
stage of neural plate and head process formation 
using immunostaining of serial sections and nearly 
transparent whole-bodies with PECAM-1 antibody, 
which enabled us to visualize endothelial cells in 
the early stage of mouse embryos. We succeeded 
in capturing images of the dorsal aorta ahead of 

the junction with the first aortic arch, of which the 
frontal portion showed an expanded lumen and 
endothelium attached to the cephalic neural plate. 
We also demonstrated that, just beneath the neural 
plate, the dorsal-lateral vasculature elongated from 
the front portion, which would develop before the 
vasculogenesis of the dorsal aorta beside the foregut 
pocket. These detailed morphological data will help 
elucidate the mechanism of cephalic vasculature 
development.
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