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研究成果の概要（和文）：多分化能を持つ心臓前駆細胞の増殖・分化・遊走に対するエピジェネティック制御機
構を解明するために、心臓前駆細胞を含むマウス胎仔鰓弓・側板中胚葉を用いて、1細胞RNA-seq（scRNA-seq）
解析、抗Phc1抗体による共免疫沈降と詳細なプロテオーム解析を行った。その結果、Phc1と協働する転写因子候
補を選抜するとともに、心臓前駆細胞における詳細な遺伝子発現解析プロファイリングにより、ポリコーム群
（PcG）複合体と転写調節機構間に複雑なクロストークが存在する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In the lateral plate mesoderm (LPM) and pharyngeal mesoderm (PM), a part of 
multipotent mesenchymal cells divides into the cardiac progenitor cells (CPCs). CPCs proliferate, 
differentiate, and migrate to contribute to the right ventricle and cardiac outflow tract formation.
 To elucidate the epigenetic regulatory mechanisms for CPCs differentiation, we performed single 
cell RNA-seq (scRNA-seq) analysis and the proteome analysis. We defined Phc1 positive/Isl1 negative 
specific cell cluster which is also same with Tbx1 or Tbx2 expressing cell cluster and Phc1 
negative/Isl1 positive cell cluster. We also identified many candidate proteins binding with Phc1 in
 LPM and PM. From these results, we hypothesis a specific crosstalk between the transcriptional 
network and Polycomb group complex might regulates CPCs differentiation.

研究分野：心臓発生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DiGeorge症候群を含む染色体22q11.2欠損症候群（22q11.2DS）は、心臓流出路の先天性疾患を伴った胸部組織
（甲状腺、胸腺等）の形成異常を生じる。これらの症状は胎仔鰓弓・側板中胚葉中の心臓前駆細胞の増殖・分
化・遊走障害により説明される。本研究においてscRNA-seq解析とプロテオーム解析を組み合わせることによ
り、心臓前駆細胞の発生を制御する転写因子とエピジェネティック因子間のクロストーク解明への道が開けたば
かりでなく、ヒト先天性心疾患の原因及び重症化機構の解明に向けた新たな分子基盤を構築することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
新生児の約 100 人に 1 人の頻度で生まれてくる先天性心疾患の多くは、心臓流出路の形成不全
を伴う。DiGeorge 症候群に代表される染色体 22q11.2 欠失症候群（22q11.2DS）は、心臓流出路
の先天性心疾患を伴った胸部組織の形成異常を生じるが、これらの症状は主に Tbx1 のハプロ不
全による胎児鰓弓・側板中胚葉における間葉系細胞の増殖・分化・遊走障害により説明される。
先天性心疾患はこれまで遺伝子変異が原因と考えられ、探索研究がなされてきたが、最近ではむ
しろ、母体を含む周囲環境からのエピジェネティックな影響が重要視されている。染色体の構造
変化、ヒストン修飾の変動に関与し、エピジェネティック因子として働くポリコーム（PcG）タ
ンパク質の心臓形態形成に対する働きは、申請者らが Phc1KO マウスの解析を通して初めて明ら
かにしたが、心臓流出路に入る以前の鰓弓・側板中胚葉における心臓前駆細胞の増殖・分化・遊
走をどのような分子機構で制御しているかはまだはっきりしていない。近年、次世代シーケンサ
ーの発達に伴って網羅的な解析が可能となり、急速に遺伝子発現制御機構の解明が行われてい
る。染色体の構造変化やヒストン修飾の変動を通してエピジェネティック因子として働く PcG が
どのように組織特異的、時期特異的に遺伝子発現を制御するかこれまで疑問であったが、PcG と
協働する lncRNA や新たな PRC 結合タンパク質の発見により、答えが見いだされつつある。心臓
前駆細胞の発生に対する PRC1複合体の機能を明確化し、ヒト先天性心疾患原因解明へと発展さ
せる。 
 
２．研究の目的 
22q11.2DS において形成不全を生じる、鰓弓・側板中胚葉の細胞増殖・分化・遊走は、主な原因
遺伝子である Tbx1 を始めとして、多くの転写因子による制御を受けるが、レチノイン酸投与等
によるエピジェネティックな影響も強く受ける。Phc1KO マウスでも 22q11.2DS 同様の心臓流出
路、胸部組織の形成不全を生じること、転写因子の Isl1を発現する心臓前駆細胞で一時的にPhc1
の発現が減少する事から、鰓弓・側板中胚葉の発生には転写因子、エピジェネティック因子を含
めた複雑な分子ネットワークが存在すると考えられる。本研究では、鰓弓・側板中胚葉に存在す
る心臓前駆細胞の発生を制御する転写因子、エピジェネティック因子を含む複雑なネットワー
クを解きほぐし、新たなヒト先天性心疾患の原因解明の分子基盤を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス胎仔鰓弓・側板中胚葉中の

間葉系細胞の scRNA-seqk解析。 
胎生 8.5 日、9.5 日のマウス胎仔
より鰓弓・側板中胚葉の一部（図
1a）を摘出し、TrypLE EXPRESS
（ThermoFisher）中で 1細胞化を
行った。その後、ICELL8 ver1
（TAKARA）を用いて 1細胞ごとに
3’mRNA-seq解析ライブラリーを
調 製し、 Hiseq3000 、 NovaSeq
（Illumina）を用いて網羅的な遺
伝子発現解析を行った。得られた
データは品質を検証後、scanpyを
用いてクラスタリング解析を行
い、目的とする心臓前駆細胞群を
単離、遺伝子発現解析を行った。 

 
(2) Phc1結合タンパク質の探索。 

胎生 9.5 日のマウス胎仔より scRNA-seq 解析と同様に鰓弓・側板中胚葉の一部を摘出し、
核内タンパク質を抽出した。抗 Phc1/Rae28 抗体を用いて共免疫沈降法を行い、鰓弓・側板
中胚葉において Phc1 と結合しているタンパク質を単離した。プロテオーム解析を用いて
Phc1結合タンパク質候補を絞り込んだ。 

 
４．研究成果 
(1) scRNA-seq 解析による、マウス胎仔鰓弓・側板中胚葉に存在する心臓前駆細胞の遺伝子発現

プロファイリング 
鰓弓・側板中胚葉の細胞のほとんどは多能性を維持し、発生の段階とともに大きく遺伝子発
現を変化させる。これまでの研究でこの領域に心臓前駆細胞が存在し、scRNA-seq 解析をは
じめとする詳細な遺伝子発現プロファイリングが行われてきたが、転写因子とエピジェネ
ティック因子との関連性については解析されてこなかった。申請者のこれまでの研究で、転



写因子である Isl1 とエピジェネティック因子である Phc1 が心臓前駆細胞の一部で排他的
に発現していることが示唆されたため、詳細な scRNA-seq 解析により心臓前駆細胞の遺伝
子発現プロファイリングを行った。 
胎生 8.5 日、9.5 日のマウス胎仔より鰓弓・側板中胚葉の一部を摘出し（図 1）、scRNA-seq
解析を行った結果、これまでの免疫染色で得られた結果同様、Is1+/Phc1-細胞、Isl1-/Phc1+
細胞の存在が明らかとなった（図 2a）。Isl1+/Phc1-の細胞群の多くは、Bmi1-であり、Isl1-
/Phc1+の細胞群の多くは Bmi+であったことから、Isl1 と Phc1 を含むポリコーム複合体
（PRC1.1）が排他的に発現していることが明らかとなった。さらに心臓流出路の発生に重要
な働きをする Tbx1、Tbx2 の発現パターンと比較したところ、それぞれの遺伝子を強く発言
する細胞群は、Isl1-/Phc1+の細胞群と重なることが明らかになった（図 2b）。以上の結果
より、Phc1 を含む PRC1.1 は Isl1 を発現する以前の心臓前駆細胞で発現し、その発生を制
御している可能性が示唆された。 
次に、今回単離された細胞群を de Soysa（2019）らの研究により得られた遺伝子発現プロ
ファイリングと融合して解析を行った。その結果、申請者が単離に成功した細胞群は、de 
Soya らが多能性間葉系細胞として大きく分類している細胞の一部であり、申請者らの方法
により、この細胞群がより詳細に分類可能であることが示唆された（図 2c）。 

 
(2) Phc1結合タンパク質の探索。 

マウス胎仔鰓弓・側板中胚葉中の心臓前駆細胞に
おいて、Isl1+/Phc1-細胞、Isl1-/Phc1+細胞の存
在し、それぞれが発現を制御している可能性が示
唆された。Isl1 は転写因子、Phc1 はエピジェネテ
ィック因子であることから、Isl1-/Phc1+細胞で
は Isl1 の発現抑制に Phc1 と共同で働く因子が存
在する可能性がある。そこで、胎生 9.5 日のマウ
ス胎仔より鰓弓・側板中胚葉の一部を摘出、核抽
出物を調整し、抗 Phc1 抗体を用いて共免疫沈降
を行った。詳細なプロテオーム解析を行った結
果、Phc1 と結合しているタンパク質候補を単離す
ることに成功した（図 3）。 
 

 
(3) 心臓前駆細胞の発生における転写因子とエピジェネティック因子のクロストーク（仮説） 

上記の研究により、Phc1 と協働して心臓前駆細胞の分化を抑制する因子 X 及びその分子機
構、さらに、Isl1 による Phc1 発現抑制、分化促進機構が存在する可能性が示唆された（図
4）。 
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