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研究成果の概要（和文）：心臓形成に寄与する新たな細胞起源として前耳胞神経堤と原羊膜壁側中胚葉を同定
し、各細胞群における表現型の多様性を単一細胞トランスクリプトーム解析で明らかにするとともに、それぞれ
の分化あるいは遊走を制御すると考えられるシグナルを明らかにした。また、冠動脈形成に関しては、その入口
部の起源となる細胞群とリンパ管形成の新たな連携とそこに関わる分子シグナルを明らかにするとともに、虚血
による心筋傷害過程にその知見を敷衍することにより、新しい心筋梗塞治療の標的となる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We identified the preotic neural crest and amniogenic somatopleural mesoderm
 as novel origins of cardiovascular components, found phenotypic diversity within each lineage by 
single-cell transcriptome analysis, and revealed signals that possibly regulate their 
differentiation and migration. In coronary artery development, we found the involvement of 
coordination between cells giving rise to the coronary ostia and forming lymphatic vessels. The 
signaling molecules mediating their interaction are also involved in post-ischemic cardiac injury, 
which indicates their potential as a novel therapeutic target in myocardial infarction.  

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 心臓大血管の形成領域とその拡張 
心臓の起源は、これまで胚の頭側に生じる
心臓半月と呼ばれる中胚葉由来の領域とさ
れてきたが、約１０年前に鰓弓に由来する二
次心臓予定領域が心流出路や右室、両心房の
起源として同定されて以来、複数の領域に由
来する細胞が集まって心臓原基を形成し、そ
れらの相互作用を経て精緻な器官構造が形
成されていくことが明らかになった。また、
大血管も二次心臓予定領域を含む中胚葉と
外胚葉に由来する心臓神経堤細胞など領域
毎に異なる起源をもち、冠血管や一部の心筋
は心流入路近くに形成される心外膜前駆組
織に由来することが明らかにされた。このよ
うに、心臓大血管は、従来考えられていた以
上に多様な細胞集団が周辺組織から集まり、
全体として合目的的な統合性をもった器官
として形成されると考えられている。これら
の過程で細胞間シグナルがどのように働き、
多彩な細胞分化の遺伝子プログラムを作動
させるのかが現在極めて注目されている。 
 

(2) Evo-Devo 研究からみた心臓発生 
心臓予定領域から心臓半月→原始心筒→ル
ープ形成→四腔形成と進む個体発生におけ
る心臓形成過程は、脊索動物においてホヤに
おける一心室構造から、魚類の一心房一心室、
羊膜類における二心房二心室構造へと合目
的的に複雑化していく進化のプロセスに符
合しているように見える。心臓進化の連続性
は、遺伝子プログラムの系統発生学的解析か
らも明らかにされてきた。さらに、心臓形成
に関与する細胞の進化についても、例えば脊
椎動物に最も近い無脊椎動物のホヤにおけ
る神経堤細胞様の細胞群、ゼブラフィッシュ
における二次心臓領域などが同定され、進化
の過程でこれらの細胞のゲノムプログラム
にどのような革新が起こることで心臓形成
に寄与するに至ったかなど、心臓形成につい
て系統発生と個体発生の異なる時間スケー
ルの観点から複眼的に理解する基盤が出来
つつある。 
 

(3)申請者の研究背景 
申請者はこれまで、エンドセリン -1
（Endothelin-1; ET-1）の発見（Yanagisawa 
M, Kurihara H, et al., Nature 332:415, 
1988）以後、マウス発生工学により ET-1／
ET-A受容体(ETAR)シグナル経路が神経堤細
胞による鰓弓・心大血管の形成に重要な因子
であることを明らかにし (Kurihara Y et al., 
Nature 368:703, 1994; JCI 96:293, 1995)、
ホメオボックス遺伝子 Dlx5/6 の誘導を介し
て上顎・下顎領域決定の分子スイッチとして
機能すること(Sato T et al., Development 
135:755, 2008; PNAS 105:18805, 2008)、大
血管形成には Dlx5/6 非依存性経路を介して
関与していること（Kim S-K et al., Mech 
Dev 130:553,2013）を明らかにしてきた。さ

らに、ET-1／ETAR 欠損マウスにおけるマー
カー遺伝子発現や冠動脈異常の表現型解析
から、ETAR 発現中胚葉細胞群が一次心臓領
域流入路に特異的な心臓起源領域を形成す
る こ と （ Asai R et al., Development 
137:3823, 2010）、心臓神経堤細胞よりも頭側
にあり、頭部骨格の形成に中心的役割を果た
す頭部神経堤細胞が心臓内にも流入し、一部
は冠動脈近位部の平滑筋細胞に分化するこ
とを見出した（Arima Y et al., Nature 
Commun. 3:1267, 2012）。頭部神経堤細胞は
頭部骨格において骨芽細胞や軟骨芽細胞に
分化する点で、心臓神経堤細胞とはその細胞
運命が大きく異なっている。こうしたポテン
シャルをもつ細胞系譜が冠動脈近位部の平
滑筋を構成することは、同部位が動脈硬化病
変、とくに石灰化の好発部位であることと符
合し、その病態形成にこの細胞群が関与して
いる可能性が考えられる。また、神経堤細胞
が本来もつ幹細胞としての性質を考えると、
これらの細胞が未分化のまま保持され、組織
修復時などに何らかの役割を果たしている
可能性が考えられる。さらに申請者らは、鳥
類胚において主に羊膜形成に寄与する明域
壁側葉の一部の中胚葉が胚内に遊走し、心血
管の構成細胞に分化する可能性を見出した。
これらの研究結果から、進化の過程で獲得あ
るいは役割を進化させてきた細胞が、心臓の
合目的的な進化にどのように寄与してきた
かを探究することは、生物学的に新しい概念
を生み出すとともに臨床医学においても臓
器再生のデザインに新たな視点を与えるこ
とが出来ると考え、本研究を着想するに至っ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々がこれまで同定した心臓
形成に寄与する新たな細胞系譜を中心に、心
臓における起源細胞の多能性と多様性、時空
間的な分布パターン、細胞運命を明らかにす
る。これらの結果とこれまで確立してきた鳥
類キメラ移植技術や細胞動態イメージング
などを基盤として、細胞系譜間相互作用解析
のための in vitro 再構成実験、in ovo 移植
実験を確立する。これにより、脊索動物から
脊椎動物、羊膜類と進化する過程で獲得され
たと考えられるこれらの多能性細胞が他の
細胞群とどのようなシグナルを介してどの
ように相互作用し、心臓形態や構成組織の形
成にどのように寄与しているのかを明らか
にする。さらにこれらの発生学的知見を基盤
として、心臓の病態モデルを用いて治療戦略
への応用の可能性を探究する。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 
マウス：ICR 系統、C57BL/6N 系統を中心と
する野生型マウスの他、神経堤細胞、二次心
臓領域、血管内皮細胞をそれぞれ特異的に標
識する Wnt1-Cre マウス、Isl1-Cre マウス、



Tie2-Cre マウスなどを用い、R26R-lacZ また
は eYFP マウスなどのレポーターマウスの交
配による系譜追跡、Prox1 遺伝子などのコン
ディショナルノックアウトマウスとの交配
による系譜特異的な機能解析を行った。 
鳥類：鶏、ウズラの受精卵を孵卵器で種々
の発生段階まで培養し、実験に供した。 
 
(2) 免疫組織染色 
マウスおよび鶏胚、成体マウスの心臓など
の組織標本から凍結またはパラフィン切片
を作成し、通常の方法で免疫染色を行った。
lacZ 発現については発色基質による染色を
行った。 
 
(3) in situ ハイブリダイゼーション 
 凍結切片を作成し、通常の方法で行った。 
  
(4) 蛍光色素標識 
Hamburger and Hamilton stage (HH) 

9~12 の鶏胚明域に対し、マイクロピペット
を用いて CM-DiI（赤色）、CFDA/DiO 混合
物（緑色）の脂溶性蛍光色素により標識した。
その後、経時的観察による細胞動態の追跡、
分布パターンの解析、単離細胞のトランスク
リプトーム解析などを行った。 
  
(5) 異種間キメラ胚移植 
ウズラ胚の神経堤組織あるいは原羊膜組織
（明域壁側葉部分）を切除し、同じ発生段階
の鶏胚に対して同所置換移植を行った。 
 
(6) 組織培養 
8~12 体節期のウズラ胚から原羊膜組織（明
域の壁側葉部分）を切除し、コラーゲンでコ
ートした培養皿で培養した。咽頭弓組織との
共培養では、鶏胚由来の咽頭弓を用いること
により、ウズラ特異的抗体による細胞由来の
判別を可能にした。 
 
(7) レチノイン酸投与実験 
妊娠成立後 8.5~10.5 の野生型および
Wnt1-Cre; R26R-lacZ マウス母体に対して
体重 1 kg あたり 70 mg の all-trans レチノイ
ン酸（Retinoic acid; RA）を経口投与した。
対照群には溶媒のコーンオイルのみを投与
した。 
 
(8) 病態モデル作成 
8~12 週齢の C57BL/6N 雄マウスに対し、冠
動脈左前下行枝の結紮による心筋梗塞モデ
ルを作成し、シャム手術を行った対照群と比
較した。薬剤投与の効果は、組織標本、心エ
コーによる心機能評価、生存率により経時的
に評価した。 
 
(9) トランスクリプトーム解析 
Wnt1-Cre;R26R-eYFP マウス心臓における

eYFP 陽性細胞、蛍光標識したウズラ原羊膜
組織を移植したキメラ胚組織におけるウズ

ラ由来細胞を、それぞれの蛍光シグナルを指
標にソーティングした。単離した細胞それぞ
れについて Fluidigm C1 システムによって
逆 転 写 と 増 幅 を 行 い 、 PCR ま た は
Hiseq-2000 による RNA-seq によって得ら
れた単一細胞レベルの遺伝子発現プロファ
イルをクラスター分析、主成分分析、t-SNE
などの手法により解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 心臓内に遊走する神経堤細胞 
神経堤細胞を特異的に標識する Wnt1-Cre; 

R26R-lacZマウスとウズラ→ニワトリキメラ
移植胚の解析により、マウス頭部（前耳胞）
神経堤細胞由来の細胞群が冠動脈近位部の
平滑筋に加えて大動脈弁・肺動脈弁を形成す
る間葉系細胞などに分化すること、弁にける
分布パターンは心臓（後耳胞）神経堤細胞と
異なり、領域特異性を示すことが明らかにな
った。 
 これまでの研究で我々は、この前耳胞神経
堤細胞の冠動脈形成への寄与が ET シグナル
に依存することを示してきたが、この細胞群
の遊走や分化に関わる制御機構をさらに明
らかにするため、種々の発生段階で心臓形成
に影響を及ぼす RA に注目し、その神経堤に
対する影響を解析した。その結果、発生初期
の RA 投与により、ET シグナル欠損マウス
と同様の冠動脈異常が出現し、前耳胞領域に
相当する神経堤細胞の分布異常を伴うこと
が明らかになった。詳細な解析の結果から、
本来胎生 9.5 日前後に咽頭弓動脈に沿って遊
走する神経堤由来細胞が RA 投与により異所
性の集積をきたすため遊走の遅延が起こり、
結果として冠動脈の形成異常を引き起こす
ものと推察された。以上から、前耳胞神経堤
細胞の心臓への遊走・分化には ET シグナル
とともにレチノイン酸シグナルが関与して
いる可能性が考えられた。 
 心臓内に遊走する神経堤細胞の表現型に
関しては、一部の細胞が冠動脈や大血管起始
部の平滑筋細胞に分化すること、半月弁を構
成する間葉細胞に分化すること以外、あまり
よく分かっていない。弁の構成細胞について
もその表現型の特性や中胚葉由来細胞との
相違についてはほとんど不明である。また、
神経堤心臓幹細胞の一部が神経堤由来であ
ることが報告されているが、分化系譜の中で
の位置づけやその分化ポテンシャルについ
て も 明 ら か で は な い 。 そ こ で 我 々 は
Wnt1-Cre;R26R-eYFP マウスを用いて、胎
生期の心臓における神経堤細胞をFACSによ
って単離し、最初に心臓発生に関係する遺伝
子群の発現プロファイルをシングルセルレ
ベルで PCR を用いて解析した。その結果、
平滑筋マーカーを高発現している細胞集団
と幹細胞もしくは前駆細胞様の幼若型細胞
集団が存在することが明らかとなった。さら
に、異なる発生段階の心臓内神経堤細胞につ
いて Hiseq-2000 による RNA-seq を行った



ところ、同様の細胞集団の他、主成分分析や
t-SNE により特徴的な遺伝子発現プロファ
イルを示すクラスターに分かれ、表現型を特
徴付ける遺伝子については、免疫染色などに
よって心臓内の神経堤細胞の多様な亜集団
の分布や弁形成、血管形成との関係を示す知
見が得られた。 
 
(2) 原羊膜壁側中胚葉 
HH9~12 のニワトリ胚において羊膜の原基

となる明域の胚に近い領域を中心に蛍光標
識を行った。その結果、標識された胚外壁側
葉の中胚葉由来細胞（以下、原羊膜細胞）は
胚に対して遠心性に移動して羊膜を形成す
る細胞群と、咽頭弓の先端領域を通って胚内
に流入する細胞群の２つの流れに分かれる
ことが明らかになった（図１）。 

胚内に流入した原羊膜細胞は咽頭弓・心流
出路に遊走し、それぞれの領域で血管内皮細
胞、心筋細胞への分化が認められた。さらに、
原羊膜細胞が胚内に流入する時期の咽頭弓
領域では BMP, FGF が発現していることが
in situ ハイブリダイゼーションにより示さ
れ、原羊膜細胞が FGF, BMP シグナルによ
り心血管系細胞に分化すること、原羊膜細胞
と咽頭弓組織との共培養により血管内皮細
胞、心筋細胞への分化が誘導され、それぞれ
FGF, BMP シグナルのアンタゴニストで阻
害されるこ
とから、胚
内に流入し
た原羊膜細
胞がこれら
の因子を介
して咽頭弓
領域の細胞
からの作用
を受け、心
血管系細胞
への分化が
誘導される
と考えられ
た（図２）。 
これまで心臓や血管の形成に関与する中胚
葉領域は臓側葉中胚葉と沿軸中胚葉と考え
られてきたが、体壁や羊膜の起源となる壁側
葉中胚葉からも鰓弓や心臓内に細胞が流入
し、血管内皮細胞や心筋細胞などに分化する
ことが示された。この分化の確証を得るため、

ウズラ胚から原羊膜組織を取り出し、ニワト
リ胚への同所キメラ移植を行った後、ニワト
リ胚に流入したウズラ移植片由来細胞を単
離し、単一細胞レベルの RNA-seq を用いて
遺伝子発現プロファイルを解析した。その結
果、血管内皮細胞および心筋細胞のマーカー
となるウズラ由来の遺伝子群を発現する細
胞の存在が証明された。一方、これらの細胞
以外の表現型を示す細胞も多く存在し、現在
その細胞系譜についてさらに解析を進めて
いる。 
 
(3) 大動脈起始部の胎生期毛細管網と冠動
脈形成 
胎生期心流出路に形成される毛細管網が血
管とリンパ管形成の共通の母体となり、セマ
フォリンのアイソフォームとその受容体プ
レキシンによる異なるシグナル経路がその
分化に関与すること、この毛細管網が二次心
臓領域に起源を有すること、リンパ管形成が
冠動脈入口部のリモデリングに関与するこ
とによって正常な２本の冠動脈が形成され
ることなどを明らかにし、現在論文投稿中で
ある。さらに、セマフォリン–プレキシンシ
グナルが心筋虚血領域でのリンパ管形成の
制御因子として働くことを明らかにすると
ともに、そのシグナル介入によって梗塞後の
線維化や心機能低下を有意に軽減すること
をマウス実験モデルを用いて証明し、このシ
グナル経路が心筋梗塞治療の新たな標的と
なる可能性を示した。 
 
(4) 心臓形成に寄与する細胞起源の多様性 
 本研究により、前耳胞神経堤細胞と原羊膜
壁側中胚葉という２つの新しい細胞起源と
ともに、それぞれの分化あるいは遊走を制御
するシグナルを明らかにした。また、冠動脈
形成に関しては、その入口部の起源となる細
胞群とリンパ管形成の新たな連携とそこに
関わる分子シグナルを明らかにするととも
に、虚血による心筋傷害過程にその知見を敷
衍することにより、新しい心筋梗塞治療の標
的を示すことが出来た。 
本研究により、神経堤細胞や原羊膜細胞か
ら派生する細胞表現型の多様性がさらに明
らかになり、新たに心臓発生におけるリンパ
管関与の新たな側面が明らかになるなど、新
たな発展が生まれつつある。今後はこれらの
細胞群の全体像とともに多細胞群間の相互
作用がそれぞれの組織形成にどう働いてい
るかを解き明かすことが大きな課題である。 
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