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研究成果の概要（和文）：心臓は拍動し、内部に正常な血液の流れが無いと正常に発生しない。事実、心拍に異常をも
つゼブラフィッシュやマウスでは多彩な心奇形が生じ、ヒト先天性心疾患に類似した形態異常が見られる。これが遺伝
子異常が無くても先天性心疾患が発症する原因のひとつと考えられている。拍動や血流に起因する機械的刺激が重要な
意味を持つと考えられているが、その分子機構は未解明で、力と心臓発生を結びつけるロジックはわかっていない。本
研究では、力刺激がどのように心臓発生、特に弁形成をコントロールするか、その詳細な分子基盤、遺伝子基盤を解き
明かした。この研究は、先天性心疾患の理解に大きく役立つと予想される。

研究成果の概要（英文）：Heart does not develop normally without physical stimuli generated by heartbeat 
and circulation of blood. In fact, when heart contracts abnormally and/or blood circulates in a disturbed 
way, cardiac anomalies develop in both mouse and zebrafish. Onset of congenital heart diseases in human 
is believed to have the same mechanical background as other experimental model animals. Nonetheless, 
molecular mechanism by which cardic cells sense physical forces generated contraction and blood flow is 
largely unknown. To establish a solid logical link between force and heart development, we performed this 
project and found key factors that play important roles during the force-sensitive process of 
cardiogenesis. More importantly, we revealed a molecular mechanism underlying the force-induced gene 
expression. As an unexpected results, we have fond this force-sensitive process regulates other 
biological phenomena, such as metabolic homeostasis and regeneration/wound healing.

研究分野：分子生物学、発生生物学
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  ２版
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１．研究開始当初の背景 
  心臓の発生は拍動を止めると正常に進
まず、弁形成の不全など、ヒト先天性心疾患
に似た奇形が生じる。これは、拍動が生む圧
力や血流に起因するズリ応力などの物理的
な「力」刺激が、心臓発生のプログラムに組
み込まれていることを示している。また、初
期発生における胚のダイナミックな変型（原
腸陥入等）も、胚を構成する細胞の変形・移
動・分裂が生みだす「力」が源になっており、
「力」の問題を無視できない。しかしながら，
心臓を含めた諸組織・器官内において、発生
過程で「力」がどのようにして生まれるか、
細胞がどのようにその「力」を受容し、どの
ような変化を起こすか、などの研究は進んで
おらず、未踏の分野として残されている。 
  本研究は、このような学術背景から、
「力」刺激がどのように心臓発生を制御する
のか、その分子メカニズムを解明することを
目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
  申請者は心臓発生をモデルに、「力」刺
激の意義を明らかにすることにチャレンジ
している。既に、心拍に依存して発現する遺
伝子や miRNA、力刺激を受けると細胞質から
核内へ移行する分子を複数同定している。ま
た、心筋細胞の形、分裂頻度と方向などが心
拍に依存して変化することも発見した。これ
は、心拍の物理的な「力」刺激が、心臓の形
態に直接作用する可能性があることを示唆
している。以上のデータは分子生物的な手法
で取得可能であったが、これに加え、「力」
が「いつ」「どこで」「どのようにして」生み
だされるかを知る必要がある。本申請研究で
は、これまでの知見に加え、発生中の心臓に
生ずる「力」を測定する。そして最後に、そ
れらを統合することで、「力」を含んだ心臓
発生のプログラムの全容を明らかにするこ
とを目的とした。この研究の成果は、心臓発
生の理解にとどまらず、循環系の発生、恒常
性の維持機構で働く制御ループを理解する
ことにつながり、先天性心疾患の発症機序の
理解、心不全の理解と治療法、心臓機能の再
構築を行なう再生医療など、展開的応用にも
発展する。また、心臓以外の器官形成の理解
にも新たな視点を提示する。 
 
 
３．研究の方法 
1）心拍、血流に起因する力刺激の役割   
  心臓形成に必須の転写因子 Tbx5 の
co-activator である MKL2は心拍依存的に細
胞質から核に移行して力依存的な遺伝子発
現を調節するが、このシャトル現象を起こす
力刺激の種類、メカニズムを探る。また、MKL2
の細胞内局在を決める因子、核内で相補作用

する因子を見つけるためにプロテオミクス
で網羅的検索を行なう。力依存的に細胞内局
在を変え、しかも弁形成に必須である新規因
子についても同様の解析を行なう。また、力
刺激依存的に発現誘導されるふたつの miRNA
について、その発現調節領域を解析する。こ
れまで同定した複数の力刺激感受性因子も
心拍依存的発現を示すことから、そのプロモ
ーターを解析する。力刺激依存的プロモータ
ーを同定した後、ゼブラフィッシュ、マウス
に GFP をつないで導入し、力刺激の可視化を
行なう。また、心拍依存的な心筋細胞の分裂
頻度、分裂方向、細胞形態を詳細にデータベ
ース化し、同時に血流を測定することによっ
て、循環器発生における心拍・血流動態、そ
の変化を詳細に記述する。 
 
2）力刺激から見た心臓発生理解のための統
合   
  前述したデータを心臓発生諸段階での
循環動態シミュレーションへと展開し、また、
力刺激の定量的可視化データと統合するこ
とによって、力刺激の視点で心臓発生を再記
述し、統合的なロジックを見出す。 
 
3）ロジックの普遍的展開   
  器官発生・組織発生の力学的基盤という
普遍的なロジック樹立のために、プロテオミ
クス手法を用い、新規力感受性因子をさらに
同定し、心臓発生に留まらない領域に発展さ
せる。 
 
４．研究成果 
1）Tbx5/MKL2 転写複合体の研究成果 
  これまでの実験から、Tbx5 の標的遺伝子 
ANF（Atrial Natriuretic Fctor）プロモー
ター上に、Tbx5 結合部位が複数、タンデムに
並び、ここに Tbx5 が結合することが明らか
となっている。MKL2 は、細胞に力が加わって
アクチンリモデリンゲが起こると細胞質か
ら核内にシャトルし、Tbx5 と複合体を形成し
て ANF 遺伝子を強力に活性化する。 
  MKL2 は、別の転写因子 SRF（Serum 
Response Factor）とも複合体を形成するこ
とがわかっており、ANF プロモーター上には
Tbx5結合部位の近傍にSRF結合配列が存在し
ている。また、SRF 結合配列に酷似した
A/T-rich motif も存在している。MKL２が SRF
を活性化してANF遺伝子の発現誘導を起す可
能性を確かめるため、SRF 結合配列を in 
vitromutagenesis で壊したが、Tbx5/MKL2 に
よる転写活性化には変化がなかった。このこ
とは、Tbx5 による ANF の力刺激依存的な発現
には、SRF の関与が無いことを示している。 
  しかしながら、SRF 結合配列様 A/T-rich 
motif を壊すと、Tbx5/MKL2 による転写活性
化は消失した。このことは、Tbx5/MKL2 によ
る転写活性化には、A/T-rich motif に結合す



る転写因子が必須であることを意味してい
る。 
  そこで、この A/T-rich-motif に結合す
る転写因子の探索を行った。まず、SRF、MEF
の関与を確認したが、これらの因子の影響は
皆無であった。転写因子データベースから、
A/T-rich-motif に結合し得るものを抽出し、
発現ベクターに組み込んで半網羅的に解析
したが、ANF を Tbx5/MKL2 とともに転写活性
化する因子の同定には至らなかった。さらに、
データベース探索を拡大して検索し、いくつ
かの候補をピックアップして同様の実験を
行った結果、Tbx5/MKL2 と協調的に働く因子
をした。この転写因子は、Cut-homeodomain
を持つ蛋白質で、核内ではnuclear matrix と
結合していることが知られている。 
  このようなアプローチに加え、
A/T-rich-motif に結合する蛋白質を精製す
る実験も並行して行った。ビオチン化した
A/T-rich-motif プローブを用いて核抽出液
から結合を精製した所、約 85kDa の蛋白質の
特異的なバンドを得た。前述の因子の分子量
が計算上 85kDa であり、同じ因子を検出して
いる可能性が高い。この因子はプロテオミク
ス解析によってその identity を解析中であ
る。 
  Tbx5/MKL2 複合体の全貌解明には至って
いないが、この研究成果は力依存性転写活性
化のメカニズムが予想以上に複雑で、核内マ
トリックスとの関連も出て来たことから、新
しい視点で解析する必要がおることを意味
している。なお、この新規遺伝子のノックダ
ウンなどの実験をゼブラフィッシュなどを
用いて行っている。 
 
2）miR-21 と弁形成 
  力刺激依存的に発現誘導される遺伝子
（特に、血流に起因するずり応力によって血
管内皮細胞に誘導される遺伝子）を検索して
miRNA のひとつ miR-21 を同定した。 
  ゼブラフィッシュを用いて発現解析を
行った所、miR-21 は、発生過程の心臓の弁形
成心内膜細胞に限局して発現することが確
認された。 
  BDMを用いて拍動を停止させるとmiR-21
の発現は消失し、その後、BDM を洗い流して
拍動を再開させると、心拍開始最短で 15 分
以内に miR-21 の発現は回復した（下図）。す

なわち、miR-21 の発現は、ほぼ完全に血流に
依存していた。また、epinephrine を飼育水
に混ぜて心拍数を上げ、血流を刺激した所、
本来発現の見られない頭部大血管にも発現
が誘導された。加えて、HUVEC にずる応力を
印可した所、miR-21 の発現は強く誘導され、
しかも両方向性の血流（正流と逆流の交互刺
激）に顕著に反応することもわかった（下図）。

このことは、弁形成前には逆流が多く、弁
形成が進んで逆流成分が減ると miR-21 の発
現も弱まる事実と一致している。 
  弁形成時の miR-21 の標的遺伝子を探索
した結果、Sprouty2、Ptenb、pdcd4 など、細
胞増殖に抑制的なものであった。このことは、
血流によってmiR-21が発現すると、Sprouty2、
Ptenb、pdcd4 の発現が抑制され、弁を形成す
る心内膜細胞の増殖を促進し、弁形成を正に
制御していることを意味する。事実、miR-21
をモルフォリノオリゴによってノックダウ
ンすると、弁形成部位の細胞増殖が抑制され、
弁が全く出来ない表現型が得られた（下図）。 

  miR-21 の力刺激依存的な発現がどのよ
うに制御されているかを知る目的で、miR-21
プロモーターを同定して解析した。驚くべき
ことに、転写開始点の上流 200bp の短い領域
は、ヒトとゼブラフィッシュで高度の保存さ
れており、重要なモチーフが同定可能であっ
た。そして、これらのモチーフには、前述し
たSRF結合サイトが高度に保存された状態で
見つかった。すなわち、弁形成前、心内膜細
胞には、強い逆流刺激が加わっていて、これ
によって MKL2 が細胞質から核内にシャトル
する。その結果、SRF/MKL2 複合体が形成され
て miR-21 プロモーターを活性化する。 
  この可能性を確かめるため、約 200bp の
短いプロモーター断片をEGFP遺伝子に繋ぎ、
トランスジェニックフィッシュを作製して
EGFP 蛍光を確認した。園結果、EGFP は心内
膜、心筋を含む心臓全体で発現することがわ
かった。そして、BDM を用いて心拍を止める



と EGFP の蛍光も消失した。BDM の除去による
心拍再開では、EGFP の発現は速やかに回復し
た。以上の事実は、200bp の小さな領域に力
反応性部位があり、その部位には SRF/MKL2
が結合する可能性があること、弁特異的な
miR-21の発現調節は200bp以外の部分になる
ことを結論できる。実際、miR-21 を含む大き
な BAC クローンを用いると、EGFP はきれいに
弁形成部位に限局し、血流依存性も再現でき
た。 
 
3）miR-21 と組織再生 
  miR-21 の発現が力によること、miR-21
の発現によって細胞増殖は正に制御される
ことから、例えば、組織が外力によって損傷
した場合、miR-21 の発現が誘導されて細胞増
殖が促進されて創傷が治癒し、動物種によっ
ては再生が起こることも考えられる。 
  ゼブラフィッシュでは、尾びれ先端の切
除、心臓先端（心尖部）の外科的切除によっ
て再生が起こる。この再生過程で miR-21 の
関与があるかを検証した。その結果、尾びれ
切除、心尖部切除の療法で、miR-21 の強い発
現誘導が確認できた（下図）。このことは、
ゼブラフィッシュの組織再生の過程で
miR-21 の関与があることを示唆している。 

 
4）miR-21 ノックアウトマウスの解析 
  miR-21 の機能を、ゼブラフィッシュ以外
の生物種で解析する目的でノックアウトマ
ウスを作製した。残念ながら、miR-21 KO マ
ウスは、正常に発生し、心臓形態、循環動態
も正常であった。これは、miR-21 の機能には
種による違いがあることを意味している。最
も、ゼブラフィッシュとマウスの心臓では、
大きさが全く異なっており、例えば、レイノ
ルズ数は二桁違っていて、循環動態は大きく
異なっている。しかし、培養細胞への力学刺
激印加では、miR-21 の発現誘導が速やかに起
こることを確認していたので、マウスでも力
刺激への反応過程で miR-21 が何らかの意義
をもっていることは予想された。 
  そこで、マウスの創傷治癒過程での
miR-21 の機能解析行った。 
  まず、マウス背部を剃毛して一定の大き
さで皮膚をパンチアウトして欠損を作製し
た。そして、予想通り、皮膚欠損部位には
miR-21 の発現が強く誘導されることを確認
した。miR-21 KO マウスでは miR-21 の発現誘
導は全く起こらない。 
  皮膚損傷後の治癒過程を観察した結果、

驚くべきことに、
miR-21 KOマウスで
は、皮膚損傷が極
めて速やかに治癒
することが確認で
きた（左図）。しか
も、治癒した皮膚
では繊維化が抑制
され、皮膚は瘢痕
を形成せずにきれ
いに治癒した。こ
れは、miR-21 の
Antagomir が、外科
手術や外傷、火傷
などの外傷治癒を

促進する薬剤として使える可能性を示唆す
る。 
  創傷治癒過程で、miR-21 がどのような標
的遺伝子を制御しているか、詳細な探索を行
おうとしたが、皮膚損傷部位からの mRNA の
精製が充分に行えず、網羅的に検索するに至
って居ない。 
  この研究は、未発表のままであり、標的
遺伝子の同定を含め、今後、解析を拡大して
論文として成果を発表するつもりである。ま
た、できれば、損傷部位に miR-21 antagomir
を投与する方法を確立し、miR-21 KO マウス
と同程度の損傷治癒の促進が見られるかも
検証したいと考えている。 
 
5）細胞内を磁石化して力学刺激を細胞内で
印加する方法の確立 
  これまでの研究は、培養細胞全体に伸展
やずる応力を印加したり、組織を外科的に切
除するという方法を用いて来た。しかし、細
胞内の、例えばアクチン骨格に限定して、オ
ルガネラレベルで力学操作する方法は見い
だされていない。MKL2 がアクチン骨格のりモ
デリングに端を発して核内シャトルを起す
こと、これまでに同定した力感受性蛋白質の
多くが細胞骨格や接着斑に局在することな
どを考えると、細胞内の特定の部位、特定の
オルガネラを狙って限定的に力刺激を加え
る方法が必要になって来た。また、ずる応力
を負荷されている細胞は、細胞質も、核も予
想以上に大きく変形していることも観察し
た。これは、核、クロマチン、染色体テリト
リーも力刺激によって変形し、遺伝子発現変
化として反応する可能性を意味している。 
  本研究では、細胞内にナノからミクロン
サイズの微小鉄粒子を直接導入し、磁石に寄
って動かす方法を確立すべく実験を行った。 
  幸い、liposome に詳しい工学系研究者の
協 力 を 得 て 、 GUV （ Giant Unilamellar 
Vesicle）liposome に鉄粒子等の物体と DNA
溶液を封入し、これを電気的に培養細胞に融
合させ、GUV liposome 内の物体／物質を細胞
内に移行させる方法を試行し、その技術を確
立した。本方法では、細胞／GUV 融合は一過
的で、GUV 内部の物体／物質が細胞内に移行



した後すぐに両者は分離し、毒性を低く抑え
ることができた。従って、電気的融合後の細
胞死はほとんどない。また、導入された物体
は、endocytosis と異なり、細胞質内に裸で
存在し、膜で覆われていない。 

  本方法によって、電気的条件と GUV 組成
の工夫によって、最大直径 2ミクロンまでの
鉄粒子を細胞内に直接いれることが可能と
なった（上図）。細胞質内に鉄粒子をもった
細胞は、ネオジム磁石で容易に動かすことが
できる（下図）。また、本方法では、物体／
物質導入に細胞種を選ばないため、ES/iPS 細
胞等、遺伝子導入の困難な細胞にも適応でき
ることを確認した。また、鉄粒子以外にも、
ミトコンドリアを移植することも可能とな
った。 

  本研究期間では実現できなかったが、鉄
粒子表面を加工し、例えばアクチンタンパク、
ヒストンタンパクなど、任意の蛋白質を付加
することも可能である。そのような修飾鉄粒
子を細胞内に導入してネオジム磁石で動か
せば、アクチン骨格、クロマチンに力学刺激
を限定的に印可することも可能と考えてい
る。今後は、本方法を発展させ、オルガネラ
レベル、分子レベルでの選択的、限定的力刺
激印加法の確立、ミトコンドリア移植などの
オルガネラ操作など、全く新しい秘術開発に
発展させたい。 
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