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研究成果の概要（和文）：心臓流出路は心筋と血管をつなぐ領域で、この部位の異常は先天性心疾患の中で最も
頻度が高い。心臓流出路を形成する細胞は二次心臓領域細胞、心臓神経堤細胞（後耳胞神経堤細胞）、前耳胞神
経堤細胞、原羊膜壁側中胚葉、心外膜前駆細胞などある。本研究では胎生期の心臓流出路の形態形成過程を3次
元的に捉え全体像を明らかにするシステムを構築することである。神経堤マーカーWnt-1-Creマウスでの大動脈
弁、肺動脈弁での神経堤細胞の分布を確認した。さらにニワトリキメラ胚で後耳胞および前耳胞神経堤細胞は大
動脈弁、肺動脈弁で分布に違いのあることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The cardiac outflow tract is the region that connects the myocardium to the 
blood vessels, and abnormalities in this region are most frequent in congenital heart disease. The 
cells forming  the cardiac outflow tract include second heart field derived cells, cardiac neural 
crest cells(postotic nccs), preotic nccs, intra-embryonic amniogenic somatopleural mesodermal cells,
 and epicardial progenitor cells. The purpose of this study is to construct a system to capture the 
morphogenetic process of the cardiac outflow tract during development in three dimensions and to 
elucidate the entire picture.  We confirmed the distribution of nccs in the aortic and pulmonary 
valves in the neural crest marker Wnt-1-Cre mice. Furthermore, we found that the distribution of 
preotic and postotic nccs in the aortic and pulmonary valves differed in the chick chimara embryos.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性心疾患の発生原因、形態形成、治療および修復術の向上のためには発生過程における心臓形成の解析が有
力な情報となる。先天性心臓疾患の中で最も異常が多く見られるのは心臓流出路である。心臓流出路は様々な由
来部域から派生する細胞で構成され、二次心臓領域細胞、心臓神経堤細胞（後耳胞神経堤細胞）、前耳胞神経堤
細胞、原羊膜壁側中胚葉、心外膜前駆細胞などある。本研究により後耳胞神経堤細胞が大動脈弁と肺動脈弁に分
布するという事実は、弁の石灰化を考える上で重要な要素となり得、また発生の初期に出現する原羊膜壁側中胚
葉が心臓に侵入し甲状腺の血管網にも関与していることは血管形成の研究分野に重要な情報を示すものである。

※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、研究者個人に帰属します。



 
１．研究開始当初の背景 

心臓流出路は心筋と血管をつなぐ領域で、この部位の形態異常は先天性心疾患の中で最

も頻度が高い。心臓流出路は、二次心臓領域細胞、心臓神経堤細胞（後耳胞神経堤細胞）、

前耳胞神経堤細胞、原羊膜壁側中胚葉、心外膜前駆細胞などの様々な由来細胞からなり、心

筋細胞や血管内皮細胞をつないでいる部位である。従来、鳥類神経堤細胞は冠血管形成に関

与しないと報告されていたが、我々が見出した細胞集団（Nature Commun 2012, Arima et 

al.）である前耳胞神経堤細胞は冠血管形成、特に心臓の中隔枝に関与していることが明ら

かとなった。これはマウス研究とも一致した結果でエンドセリンシグナルとの関連が示唆

された。また、原羊膜壁側中胚葉は心臓流出路の形成にも関わることを報告した（Scientific 

Reports 2017, Asai et al）。しかし、未だその流出路異常形成過程は明らかにされておらず、

また生体内での流出路正常発生過程も十分に理解されるには至っていない。本研究では、心

臓流出路における形態発達の形成過程を包括的に３次元で捉え全体像を明らかにし異常の

原因を究明する。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では原羊膜壁側中胚葉細胞、神経堤細胞の心臓流出路におけるシングルセル解析、

各細胞間の相互関係、ex vivo による分化誘導を実施して分子メカニズム、後耳胞と前耳胞

神経堤移植ウズラ―ニワトリキメラでの流出路分布を検討し、心臓流出路における形態発

達の形成過程を包括的に３次元で捉え全体像を明らかにし、異常の原因を究明する。 
 
 
３．研究の方法 
次の 3 つの方法で研究を実施した。（1）発生期心臓に流入する神経堤細胞及び原羊膜壁側
中胚葉細胞の単一細胞トランスクリプトーム解析。ステージ 10のニワトリ胚を実験に用い
た。 
（2）ウズラ-ニワトリ間の同所キメラ移植（後耳胞（心臓）神経堤細胞、前耳胞神経堤細胞、
または原羊膜壁側中胚葉細胞を移植）による細胞系譜の追跡。ウズラ胚からニワトリ胚へ後
耳胞（心臓）神経堤細胞、前耳胞神経堤、または原羊膜壁側中胚葉細胞を移植して各細胞を
検討した。 
（3）（2）のスライド染色サンプルを用いて 3D Amira解析を実施した。 
（4）in vitro培養による分化誘導実験。原羊膜壁側細胞（外胚葉と中胚葉を含む）を野生型
ウズラ胚またはウズラ胚から取り出し、培養ディッシュに培養したあと、ステージ 30また
は35のニワトリ胚の甲状腺、副甲状腺、胸腺を取り出し一緒に培養した。これらにL-thyroxine、
bFGF、VEGFを添加培養し観察した。 
 
 
４．研究成果 

発生期心臓に流入する神経堤細胞及び原羊膜壁側中胚葉細胞の単一細胞トランスクリプ

トーム解析、ウズラ-ニワトリ間の同所キメラ移植による細胞系譜追跡などにより①マウ

ス胎生期の心臓流出路において、神経堤細胞は初期に骨格系前駆細胞様の表現型を示し、

冠動脈や大動脈平滑筋細胞、大動脈肺動脈弁の間質細胞など多様な細胞に分化することが

明らかになった。②心臓内の神経堤細胞の分化過程に関与する転写因子ネットワークが示

唆された。③羊膜を形成する壁側中胚葉にはヘマンジオブラスト様の心血管系前駆細胞が

含まれ、胚内に流入して心臓流出路などからのシグナル分子により心筋や血管内皮に分化

することが示された。ウズラ−ニワトリ原羊膜壁側中胚葉移植キメラ胚の解析によりこれ

ら細胞は、鰓弓から心臓にかけて広範囲に分布し、特に鰓弓では甲状腺内の血管にも分布

していた。原羊膜壁側中胚葉細胞は、心筋細胞、平滑筋細胞、心臓間質細胞、血管内皮細



胞など様々な細胞に分化し、in vitro培養でFGFとVEGFシグナルが血管内皮細胞への分化を

促進していることが示唆された。また、このキメラ胚を利用して原羊膜と胚内に移行した

原羊膜由来細胞のシングルセル RNAseq 解析を行ったところ、ヘテロジェネイティを認

め、ヘモアンジオブラスト様細胞集団を認めた。In vitro解析結果も合わせると原羊膜壁側

中胚葉細胞でFGFからVEGFへのスイッチが起こり甲状腺内で血管を形成することが示唆さ

れた。 

神経堤マーカーWnt1-CreマウスのWnt-1陽性神経堤マーカーを指標に、鳥類キメラ胚の

神経堤細胞の分布を半月弁で比較検討した。ウズラ後耳胞または、前耳胞神経堤を移植し

たウズラ−ニワトリ神経堤キメラ胚を作成した。マウスではWnt1 陽性神経堤細胞は半月

弁、すなわち大動脈弁、肺動脈弁のnon coronary 弁以外の2弁に全体に多く分布していた。

non coronary 弁に分布する量は他2弁に比べて少ない。一方、鳥類では前耳胞神経堤は大動

脈弁、肺動脈弁の3弁に全体に分布を認めたが、後耳胞神経堤細胞は左大動脈弁にのみ分

布し、肺動脈弁3弁に全体に分布を認めた。前耳胞神経堤細胞は、大動脈弁３弁に非常に

多く分布していた。肺動脈弁３弁にも分布がみられたが大動脈弁ほど分布は多くなかっ

た。これらデータをAmiraソフトで3次元立体構築して確認した。すなわちWnt1-Creマウス

と鳥類キメラ胚で半月弁における神経堤細胞の分布の違いを認めた。この違いを考察する

と、神経堤細胞を分子マーカーとするマウスにWnt1-CreマウスとPO-Creマウスに理由があ

るかもしれない（Genesis 2017, Chen et al）。両者とも神経堤細胞をマークするが、マーク

が一致する部位もあるが不一致の部位もあり、両者のマーカーマウスがすべての神経堤細

胞をマークしているわけではないと考えられる。大動脈２尖弁や大動脈弁石灰化を誘導す

る因子はヒトで報告され、そのノックアウトマウスも作成されているが、マウスでは大動

脈２尖弁や石灰化の異常発現は少ない。これらは神経堤細胞が原因で引き起こされる可能

性があり、今後、流出路における神経堤細胞の単一細胞トランスクリプトーム解析や

Visiumによる解析を実施し詳細に検討するべきと考えられる。 
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Differentiational fate decision of intracardiac neural crest cells revealed by single cell and spatial transcriptome
analysis.

冠動脈瘤の精査により先天性右冠動脈開口部閉鎖、冠動脈左室瘻の診断にいたった1例

冠動脈・心臓刺激伝導系の発生

 １．発表者名

 １．発表者名
宮川-富田幸子

第57回日本小児循環器学会総会
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2020年

2020年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第43回日本分子生物学会年会

第43回日本分子生物学会年会

Yuka Haneda, Sachiko Miyagawa-Tomita, Yasunobu Uchijima, Akiyasu Iwase, Rieko Asai, Takahide Kohro, Youichiro Wada, Hiroki
Kurihara.

来田真友子、岩瀬晃康、宮川-富田幸子、栗原裕基.

岩瀬晃康, 内島泰信, 瀬谷大貴, 来田真友子, 東山大毅, 松居一悠, 田口明糸, 山本尚吾, 福田史朗, 野村征太郎, 興梠貴英, 宿南知佐,
関真秀, 鈴木穣, 和田洋一郎, 油谷浩幸, 栗原由紀子, 宮川-富田幸子, 栗原裕基.

井上晋一, 高原真吾, 宮川-富田幸子, 松浦勝久, 中嶌八隅, 新堀哲也, 松原洋一, 齋木佳克, 青木洋子

第19回日本心臓血管発生研究会

第92回日本生化学会大会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Analysis of the differentiation process of intra-embryonic amniogenic somatopleure cell.

Spatiotemporal distribution of macrophages and relationship with neural crest cells in cardiac development.

Heterogeneity and regionality of intracardiac neural crest cells revealed by single cell and spatial transcriptome analysis.
(空間的/シングルセル遺伝子発現情報統合解析が示す心臓内神経堤細胞の多様性と領域性）

RASサブファミリータンパク質RIT1ノックインマウスにおける心疾患病態解析.

 １．発表者名
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2019年

2019年
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第42回日本分子生物学会年会

第42回日本分子生物学会年会（招待講演）

第42回日本分子生物学会年会

第42回日本分子生物学会年会（招待講演）

Yuka Haneda, Sachiko Miyagawa-Tomita, Rieko Asai, Yasunobu Uchijima, Akashi Taguchi, Shogo Yamamoto, Shiro Fukuda, Takahide
Kohro, Youichiro Wada, Hiroki Kurihara.

来田まゆ子、宮川-富田幸子, 栗原裕基.

岩瀬晃康、内島泰信、瀬谷大貴、松居一悠、田口明糸、山本尚吾、福田史朗、野村征太郎、興梠貴英、和田洋一郎、油谷浩幸、宮川-富田-
幸子、栗原裕基

 ２．発表標題

 ２．発表標題

羽田優花, 宮川-富田幸子, 淺井理恵子, 内島泰信, 田口明糸, 山本尚吾, 福田史朗, 興梠貴英, 和田洋一郎, 栗原裕基

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Analysis of the role and differentiation process of intra-embryonic amniogenic somatopleure cells.

心臓発生におけるマクロファージの時空間的分布と機能の探索

単一細胞遺伝子発現解析が示す心臓内神経堤細胞の分化運命の変遷
 ２．発表標題

原羊膜由来細胞の胚組織形成における役割とその分化機構の解明-甲状腺血管への寄与に着目して-.

 １．発表者名

 ２．発表標題
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2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第18回日本心臓血管発生研究会

第18回日本心臓血管発生研究会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

岩瀬 晃康 ，内島 泰信 ，瀬谷 大貴 ，松居 一悠 ，田口 明糸 ，山本 尚吾 ，福田 史朗 ，野村 征太郎 ，興梠 貴英 ， 和田 洋一郎
，油谷 浩幸 ，宮川 - 富田 幸子，栗原 裕基

岩瀬 晃康 ，内島 泰信 ，瀬谷 大貴 ，松居 一悠 ，田口 明糸 ，山本 尚吾 ，福田 史朗 ，野村 征太郎 ，興梠 貴英 ， 和田 洋一郎
，油谷 浩幸 ，宮川 - 富田 幸子，栗原 裕基

岩瀬 晃康 ，内島 泰信 ，瀬谷 大貴 ，松居 一悠 ，田口 明糸 ，山本 尚吾 ，福田 史朗 ，野村 征太郎 ，興梠 貴英 ， 和田 洋一郎
，油谷 浩幸 ，宮川 - 富田 幸子，栗原 裕基&nbsp;

羽田 優花, 淺井 理恵子, 内島 泰信, 田口 明糸, 山本 尚吾, 福田 史朗, 興梠 貴英, 和田 洋一郎, 宮川-富田 幸子, 栗原 裕基

シングルセルゲノミクス研究会

第27回日本血管生物医学会学術集会

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

single cell RNA-seq解析によって捉えた心臓内神経堤細胞の多様な分化運命の変遷

単一細胞遺伝子発現解析が示す心臓内神経堤細胞の分化運命の変遷

単一細胞遺伝子発現解析で捉える心臓内神経堤細胞の分化多様性とその変遷

原羊膜由来細胞の胚組織形成における役割とその分化機構の解明

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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