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研究成果の概要（和文）：心内膜床形成過程で間葉を誘導する転写因子について、sox9 に注目

し解析を試みた。ニワトリ胚の心内膜床形成過程で sox9 遺伝子は心内皮細胞と間葉細胞に発現

し、sox9 遺伝子の機能阻害は心内皮細胞の間葉への分化を抑制した。また心内皮細胞への sox

９の遺伝子導入は遊走を誘導したが、間葉を形成しなかった。しかし、転写因子 slug を sox9

とともに導入すると間葉が形成された。sox9 は slug と協調的に心内皮細胞の上皮－間葉形質

転換過程を制御する因子である可能性が高い。 
 
 
研究成果の概要（英文）： I examined role of sox9 in the endothelial-mesenchymal 
transformation (EMT) during cushion tissue formation using chick embryonic hearts. First, 
we examined their expression patterns in the developing heart by in situ hybridization. 
sox9 was expressed in the activated-endothelial and mesenchymal cells of the outflow tract 
and the atrioventricular canal regions. Second, sox9 siRNA inhibited endothelial 
transformation in vitro assay. Endothelial cells transfected with sox9 showed cell migration, 
but did not invade into the gel lattice. However endothelial cells transfected with sox9 and 
slug transformed to mesenchymal cells. Taken together, results suggest that sox9 and slug 
may play an important role during endocardial epithelial-mesenchymal transition. 
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１．研究開始当初の背景 

心内膜床は房室管（心房と心室の間）およ

び流出路に形成され、将来の中隔や弁を形成

する原基である。心内膜床は原始心筒の心内

皮細胞が心筋細胞より分泌される未知の誘

導因子により間葉に分化し（上皮-間葉形質

転換）、形成される。これまでに研究代表者

は心内膜床形成での TGFβファミリーの働き

に注目し、その分子機構を明らかにしてきた。

心筋細胞から分泌される BMP（骨形成因子)

は TGFβと協調的に作用し心内皮細胞を形質

転換した。さらに間葉に発現するホメオボッ

クス遺伝子 Msx1 の研究から、間葉への形質

転換には BMPとは別の心筋からの液性因子が

必要であることが推測された。そしてその因

子は wntシグナルを活性化することを明らか

にしつつある。しかし、これらの成長因子が

心内皮細胞にどのような変化をもたらして

形質転換を誘導するのかは分かっていない。 

 
２．研究の目的 

研究代表者は、胚心臓に発現する遺伝子の

網羅的解析を行い、心内膜床形成領域特異的

に発現する遺伝子を同定した。生物検定の結

果、転写因子 sox9 は心内皮細胞に形質転換

の初期形態（細胞同士の分離、遊走）を誘導

した。しかし細胞外基質内部への「浸潤（完

全な間葉化）」を誘導することはできなかっ

た。研究代表者はこのことから別の転写因子

の存在を予想した。本研究の目的は、心内皮

細胞の形質転換過程で「浸潤」を誘導する転

写因子を明らかにすることである。 

 
３．研究の方法 

（１）sox9 の心内膜床形成過程での発現 

心内膜床発生過程での sox9 の発現を明ら

かにするため、in situ ハイブリダイゼーシ

ョン法、免疫組織化学法を行った。 

（２）心内膜床での sox9 遺伝子の機能阻害

実験 

 sox9 遺伝子が心内膜床形成で必要な因子

なのかどうかを明らかにするため、機能阻害

実験を行った。機能阻害には簡便性と有効性

から siRNA を使用した。具体的には、心内膜

床の器官培養を行い、その培養液中に siRNA

を投与した。48 時間培養した後、ゲル内部の

間葉の有無で形質転換能を判定した。 

（３）心内膜床領域特異的に発現する転写因

子の遺伝子の単離 

タンパク質を発現させるため、単離する遺

伝子はその全長をクローン化した。マウス胚

心内膜床形成領域特異的に発現する転写因

子（slug、sox11、twist、Id、smad6、HeyL、

Hand2、GATA4、klf2）のニワトリ相同遺伝子

を、PCR 法により単離し、塩基配列を決定後、

得られた遺伝子を発現ベクター(pCS2+)に組

み込んだ。 

（４）器官培養系を用いた機能の検定 

 ３で得られた遺伝子の機能を、ニワトリ胚

心臓から準備した初代心内皮培養細胞に遺

伝子導入して間葉形成能を調べた。具体的に

は、sox9 が心内皮細胞の遊走を誘導したこと

をから、３で得られた遺伝子と sox9 を同時

に心内皮細胞に導入し、ゲル内部に浸潤する

細胞（完全な間葉）が誘導されるかどうかを

調べた。このとき間葉細胞のマーカーである

α平滑筋アクチンの発現も調べた。 

（５）３で得られた遺伝子の心内膜床形成過

程で局在の解析 

 ３で得られた遺伝子の胚心臓発生過程で

の局在を免疫組織化学法により調べた。 

 

４．研究成果 

（１）研究の主たる成果 

①sox9 の心内膜床形成過程での発現 

ステージ 14 において、sox9 遺伝子

は、流出路の心筋細胞に発現したが房

室管領域には検出できなかった。ステ



 

 

ージ 16 では、流出路の心筋と房室管

の心内皮細胞に発現が見られた。ステ

ージ 18 では、流出路と房室管の心内

皮細胞、間葉細胞に発現が見られたが、

心筋細胞には見られなかった（図１）。 

ステージ 23 では、流出路と房室管の

心内皮細胞、間葉細胞により強く発現

した。ステージ 27 では、心内膜床の

心内皮細胞と間葉細胞に発現した。こ

の とき 、房 室管 の周 囲の 心外 膜にも

sox9 の発現が見られた。ステージ 33

では、心内膜床の弁を形成する領域の

心内皮細胞と間葉細胞に発現した。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②心内膜床での sox9 遺伝子の機能阻害実験 

ニワトリ胚ステージ 13＋の心臓より房室管

を切り出し、コラーゲンゲル上で４８時間培

養した。心筋と心内皮細胞を共培養したとき

には、ゲル表面の心内皮細胞は紡錘形に突起

をのばし遊走し、またゲル内には浸潤した間

葉が観察された。培養液中に sox9 siRNA を

投与したとき心内皮細胞の遊走は抑制され、

ゲル内に浸潤した細胞も減少した。  

③心内膜床領域特異的に発現する転写因子

の遺伝子の機能検定 

心内膜床領域において発現する転写因子

のうち、slug は単独では心内皮細胞に形態変

化を誘導しなかった。しかし、sox9 とともに

遺伝子導入したところ、コラーゲンゲルに侵

入する細胞（間葉）を誘導した。この細胞に

はα平滑筋アクチンの発現が認められた。こ

のことは sox9 と slug が協調的に間葉を誘導

できることを示している(表１)。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
④slug 遺伝子の心内膜床形成過程での局在 

心内膜床形成が始まるステージ 17 の胚心

臓の房室管領域での sox9 と slug の発現を調

べた。その結果、sox9 タンパク質は心内皮細

胞と間葉に局在した。一方、slug タンパク質

も心内皮細胞と間葉に局在した。重ねあわせ

た画像を作成したところ sox9 と slug は多く

の細胞で同時に発現していることが明らか

になった。 

以上の結果をまとめると、sox9 は心内皮細

胞の形質転換の初期過程での遊走を誘導し、

slug と協調的に間葉形成を誘導している、と

考えられた。 

 
（２）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 

 本研究において sox9と slugは心内膜床形

成過程で協調的に間葉を誘導している可能

性が明らかになった。心内膜床形成に関して

マウス胚を使った研究では、胚の微小外科手

術が困難なことから、おもに機能阻害実験が

行われてきた。心内膜床研究で間葉形成を転

写因子で誘導できたのは本研究が初めてで

ある。上皮－間葉形質転換は、個体発生やガ

表１．sox9 と slug の心内皮細胞への遺

伝子導入による形態変化 
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en 
st18 AV st18 OFT 

en 

mes mes 
my 

my 

図１．房室管での sox9 遺伝子の発現 

a. ステージ１８の流出路（OFT）b.ステー

ジ 18 の房室管（AV）.流出路と房室管領域

に形成された心内膜床の心内皮細胞と間

葉に sox9 の発現は観察された。 

AV:房室管、en:心内皮細胞、mes:間葉、my:

心筋、OFT:流出路 



 

 

ン化においても見られる。これらの現象がお

こる領域には、心内膜床形成過程と同様に

sox9 や slug が発現していることが報告され

ており、同様の仕組みが働いている可能性が

ある。実際、神経堤細胞が形成される時に

sox9 と slug が協調的に働いていることが示

されている。 

 

（３）今後の展望 

今回の研究により、心内膜床形成過程で

sox9 は slug とともに間葉を誘導することが

明らかになった。しかしながら形成される間

葉の数は生体に比べ少ない。このことはさら

に未知の転写因子・機構が働いている可能性

がある。今後この点を明らかにしたい。 

心内膜床形成でおこる上皮－間葉形成を

モデルにその仕組みを明らかにすることで、

個体の発生過程や病態で重要な上皮の間葉

化の分子機構の解明が可能になると考えて

いる。 
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