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研究成果の概要（和文）：心臓は、心筋細胞、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、線維芽細胞など多様な細胞から
成っているが、心筋細胞も決して均一ではない。哺乳類の心筋細胞は、生直後はほとんどが2倍体細胞である
が、その後急速に4倍体細胞が増加する。2倍体細胞を多く含む心臓は成体(Adult)においても修復再生能が高い
という報告があるが、これまで両者を分子生物学的に比較した研究はない。本研究では、1細胞解析を用いて、
マウス成体心筋細胞の性質を解析した。その結果、2倍体細胞と4倍体細胞とを遺伝子発現プロフィールに基づい
て明確に区別することはできないが、前者のほうが幼若な性質を有していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Heart is composed of various kinds of cells, including cardiomyocytes, 
vascular endothelial cells, smooth muscle cells and cardiac fibroblasts. Interestingly, mammalian 
cardiomyocytes are mainly diploid cells at birth; however, the frequency of tetraploid 
cardiomyocytes increases afterwards. Therefore, adult mammalian cardiomyocytes are not homogenous. 
Though it was reported that the adult hearts that are abundant in diploid cardiomyocytes exhibit 
remarkable reparative/regenerative capacity, the difference between diploid and tetraploid 
cardiomyocytes remains to be elucidated. In the present study, we characterized adult murine 
cardiomyocytes by using single cell analysis. And we found that diploid cardiomyocytes have tendency
 to show juvenile nature, compared with tetraploid cells, though there are no clear differences 
between them.

研究分野： 循環薬理学

キーワード： 心筋細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
社会の高齢化と食生活の過栄養化に伴い、循環器疾患が増加し、その結果、心不全患者も増加している。心不全
は、心臓の機能が低下し、息切れや浮腫が生じる予後不良の病態である。心臓の筋肉は、骨格筋と異なり修復再
生能が低いため、循環器疾患により傷害を受けても回復しないことが、心不全の原因であると考えられている。
本研究の成果は、成体の心筋細胞の中にも幼若な細胞集団が含まれていることを示すものであり、特に、そのよ
うな幼若な細胞集団を標的として介入を加えることによる、新たな心不全治療が開発される可能性があることを
示唆する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 社会の高齢化や食生活の高カロリー化により循環器疾患が増加し、その結果、多くの循環器疾

患の終末像である心不全患者も急増している。循環器疾患により傷害を受けた心臓が心不全に

いたる根本的な原因は、ヒトを含め哺乳類成体(Adult)の心筋細胞の増殖能が極めて低いことにあ

ると考えられている。すなわち、傷害により心筋細胞死が惹起され、心筋細胞数が減少しても、

すでに分化した成体心筋細胞の増殖能が低く、また、心筋細胞へと分化する幹細胞も極めて少な

い（もしくは存在しない）ため、心筋細胞は補充されず、従って、心機能が低下するものと考え

られている。 

心筋細胞の再生能と染色体の倍数性との間に相関があるという仮説がある。哺乳類の心筋細

胞は、生直後には 2 倍体細胞が大部分を占めるが、その後 4 倍体心筋細胞の比率が上昇し、成体

においては、4 倍体細胞が全心筋細胞の 80-90％を占めるようになる。非常に興味深いことに、

生直後のマウスの心臓においては、傷害に反応して心筋細胞が増殖を開始し組織が修復するの

に対し、成体マウスの心臓においては、心筋細胞の増殖頻度は極めて低い。また、イモリやゼブ

ラフィッシュにおいては、成体においても心筋細胞は、2 倍体細胞であり、心臓の傷害に反応し

て増殖をはじめ、組織修復に寄与することが知られている。しかしながら、哺乳類成体における

2 倍体心筋細胞と 4 倍体心筋細胞の性質を直接的に比較した研究はなく、両者の違いは分子レベ

ルでは説明されていない。 

 

２．研究の目的 

 マウスでは、2 倍体心筋細胞は単核細胞であり、4 倍体細胞は 2 核細胞であるため、両者は形

態学的に判別可能である。本研究では、成体マウスの心筋細胞を用いて、2 倍体心筋細胞（単核

心筋細胞）と 4 倍体心筋細胞（2 核心筋細胞）との遺伝子発現の違いを解析し、それぞれの性質

の違いを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

[心筋細胞の調整] ヘパリンを投与後、マウスを安楽死させ、心臓を摘出した。ランゲンドルフ潅

流装置を用いて蛋白分解酵素を含む溶液を潅流させたのち、ピペッティングにより心筋細胞を

解離させた。フィルターにより単離心筋細胞を粗調整したのち、Percoll 法による密度勾配法で、

心筋細胞を調製した。 

[1 細胞ハンドリング装置] 単離した心筋細胞の核を Hoechst により染色した。1 細胞操作装置（ヨ

ダカ技研）を用いて、核数を顕微鏡下で観察して、単核心筋細胞と 2 核心筋細胞の区別をしなが

ら、細胞をピックアップし、それぞれ 100 細胞ずつ Qiazol 液中に収集した。 

[RNA seq 解析] RNA は単離した細胞から miRNeasy Mini kit  を用いて精製した。次に、Clontech 

SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit を用いて逆転写し、cDNA とした。cDNA は Covaris S220

により 200-500bp に切断した後、KAPA Library Preparation Kits を使って、75bp でシングルエンド

シーケンスを行った (Illumina HiSeq 2500 platform の 75-base single-end mode を使用) 。 

[1 細胞 RNA seq 解析] Percoll 法により調製した心筋細胞を Cell Tracker により、核を Hoechst 

33342 により染色した。1 細胞 RNA seq 解析には ICELL8(タカラバイオ株式会社) を用いた。こ

のシステムは、細胞懸濁液を Nanodispensor により 5184 個の well に分注することで 1 細胞/well

の分離を実現し 1 細胞解析を行うものである。特に、各 well 内の細胞を顕微鏡下で観察するこ

とが可能であり、本研究では、well ごとに心筋細胞が、単核心筋細胞か多核心筋細胞かを顕微鏡

下で確認したのち、RNA seq 解析へと解析を進めた。 



４．研究成果 

(1) これまで FACS を用いて、単核心筋細胞と 2

核心筋細胞とを分離しようという試みはなされ

てきたが、成功していない。そこで、1 細胞ハン

ドリング装置を用いて、単核心筋細胞と 2 核心筋

細胞とを分離した。その結果、時間を要するもの

の、単核心筋細胞と 2 核心筋細胞とに心筋細胞を

分離することに成功した（図 1）。 

 

(2) 上記の方法を用いて単核心筋細胞と 2 核心筋細

胞をそれぞれ 100 細胞ピックアップして RNA seq

解析を行った。約 480 個の遺伝子が単核で 5 倍以上

発現上昇した（図 2）。特に、〇で囲んだ 4 遺伝子に

は、Nppa、sarcolipin をはじめとする胎生期の心筋細

胞で発現がみられる遺伝子で、2 回の RNA seq 解析

で再現性良く発現上昇が認められた。しかしなが

ら、一方で、成体マウスの心臓について、これらの

遺伝子の発現を、蛍光免疫染色法により検討したと

ころ、陽性細胞頻度は高く見積もっても数％程度で

あった。生体マウス心臓における単核心筋細胞の比

率が 10％程度であることを考えると、これら 4 遺

伝子はすべての単核心筋細胞において高発現しているわけではないと考えられた。このことは、

単核心筋細胞も必ずしも均一な細胞集団ではないことを示唆している。 

  

(3) Tnni3k が心筋細胞の多倍数体化を促進し心筋細胞の再生能を低下させるという報告がある

(Nat. Genet. 49. 1346-53 (2017))。しかし、単核心筋細胞と 2 核心筋細胞間で Tnni3k の発現に差は

認められなかった。また、心筋細胞の生存性に関与という報告がある遺伝子については、単核心

筋細胞と 2 核心筋細胞との間で発現量に差がある遺伝子は見いだせなかった。事実、成体マウス

心筋細胞を培養し、培養液中から血清を除去し細胞死を誘導したが、生存性に有意な差は認めら

れなかった。 

 

(4) 上記(2)より、マウス 2 倍体単核心筋細胞が必ずしも

均一な集団ではないということが示唆された。そこで、

2 倍体単核心筋細胞に共通した 2 倍体心筋細胞特異的な

マーカー遺伝子を、ICELL8 を用いた 1 細胞 RNA seq 解

析により探索した。このシステムでは、RNA seq 前に各

well の細胞の形状を顕微鏡下で確認できる（図 3）。そこ

で 2 人の研究者が独立して単核心筋細胞か 2 核心筋細胞

かを判定し、共通の結果を得た単核心筋細胞 96 細胞、2 核心筋細胞 220 細胞について解析を行

った。 

 

(5) 1 細胞 RNA seq 解析で得られた単核心筋細胞、2 核心筋細胞の合計 316 細胞の遺伝子発現パ



ターンから疑似時間を設定した（図 4）。その結果、心筋細

胞は、均一な集団ではないが、同時に明確にクラスターに

分類できないことが分かった。上述(2)に示した単核心筋

細胞で高発現する幼若な心筋細胞のマーカー遺伝子は、図

4 の散布図の中で、右寄りに存在する細胞で発現が高かっ

たため、図 4 の時間軸の右が「幼若な時間」、左が「成熟

した時間」と考えられた。 

 

(6) 次に図 4 で設定した疑似時間軸上に、単核心筋細胞と

2 核心筋細胞の細胞数の分布図を作成した（図 5）。この図から、 

・疑似時間軸上で単核心筋細胞と 2 核心筋細胞とを完全には分離できないこと 

・しかしながら、単核心筋細胞は「幼若な時間」に偏って存在しており、2 核心筋細胞は「成熟

した時間」に偏って存在していること 

が明らかになった。 

 また、発現遺伝子の解析では、疑似時間軸上「幼若な

時間」に位置する単核心筋細胞では細胞骨格関連遺伝

子、ユビキチン蛋白質分解系関連遺伝子、「成熟した時

間」に位置する 2 核心筋細胞ではミトコンドリア遺伝

子、イオン輸送体遺伝子が多く発現していた。 
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心線維芽細胞β2アドレナリン受容体シグナルはパラクラインを介して心臓の肥大を惹起する

アドレナリンβ2受容体刺激はｃＡＭＰ/PKA/CREB経路を介したArid5a発現誘導によりIL-6の産生を亢進させる


