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研究成果の概要（和文）： 
本研究の目的は、上皮－間葉転換後の弁成熟の過程における BMPと Notchシグナルの役割をあ
きらかにすることである。我々は、BMP が骨形成の lineage にクッション組織を誘導するのに
対して Notch が抑制的に働き、弁の骨化や石灰化を防いで、正常な房室弁形成に寄与している
との仮説を立てて、研究を行った。その結果、以下の 3 点が明らかになった。1）BMP2 は心臓
房室弁形成の過程で、Notchシグナルを増強させる。2）BMP2はヒアルロン酸の発現を増加させ
ることで、細胞遊走をコントロールしており、その機序には PI3K シグナルが関与する。3）心
臓房室弁形成において、BMP がもつ骨化作用を Notch シグナルが抑制することで、弁組織の成
熟に関与している。 
研究成果の概要（英文）： 
Formation of the endocardial cushion mesenchyme in the atrioventricular (AV) canal is 
the essential morphogenetic step in cardiac valvuloseptal morphogenesis. Numerous 
studies demonstrated that BMP-2 signaling promotes mesencymal cells differentiation into 
pre-valvular fibroblasts. 
In this study, we showed that BMP-2 induces expression of Notch1 and Notch pathway 
intermediates in the endocardial cushion mesenchymal cells (ECMC) aggregate culture. We 
also demonstrated that BMP-2 induces the valvulogenic phenotype including hyarulonan 
expression and cellular migration and inhibits expression of alternative mesodermal 
lineage markers in chick ECMC cultures. 
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１．研究開始当初の背景 
心臓弁中隔形成は心臓発生の過程における
４心室形成の極めて重要なステップである。

弁および中隔の異常は先天性心疾患の中で
最も頻度が高く、臨床的にも重要である。房
室部と流出路の心内皮細胞は上皮－間葉転
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換を介して、弁と膜様中隔の原基となる。間
葉細胞に転換した内皮細胞は細胞外基質（心
ゼリーと呼ばれる）の中を移動し、心クッシ
ョン組織という間葉化された突起を形成し
ていくのである。上皮－間葉転換後、クッシ
ョン組織は間葉細胞によって肥厚し、線維化
が進行して弁として成熟していく。この過程
は主に以下の３つのステップからなってい
る。１）心ゼリー中への間葉細胞の移動
（ migration ）  ２ ） 間 葉 細 胞 の 増 殖
（proliferation）３）クッションの成熟に
必要な細胞外基質タンパクなどの分子の発
現。しかし、これらの過程の分子生物学的機
構はいまだ十分に明らかにはされていない。 
BMP2 は TGF-βスーパーファミリーに属する
蛋白質で、上皮－間葉転換に必須であること
が知られている。我々は、チックにおける
BMP2の分布様式から、上皮－間葉転換後の弁
形成にも重要な役割を担っていると考え、独
自に開発した細胞培養アッセイと RCAS ウィ
ルスを用いた BMPレセプターの発現調節によ
る実験で、BMP2 が間葉細胞の心ゼリー内の
migration を促進するとともに、弁成熟に重
要とされる periostin,HAS,Versican といっ
た細胞外基質タンパクの発現をも促進して
いることを明らかにした。これは、BMP2が上
皮－間葉転換後の弁形成にも autocrine的に
働いていることを示していた。 
一方、Notch シグナルは房室弁形成に関与し
ており、その下流転写抑制因子 hesr1とhesr2
を介してクッションにおける上皮－間葉転
換にはたらいていることが報告されている。
さらに、NOTCH1の変異がヒトの大動脈弁石灰
化を引き起こすことが報告されており、この
ようなことから、Notch は上皮－間葉転換後
の弁成熟にも何らかの役割を持つ可能性が
考えられる。興味深い点は、指骨形成におい
て、その骨形成部位に BMPが強く発現してい
るにもかかわらず Notch の発現がない一方、
指間部には Notchの発現がみられることであ
る。すなわち、Notch は BMP が本来持つ骨形
成の働きに抑制的に働いている可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、心臓房室弁形成過程におけ
る、BMP と NOTCH シグナルの役割を解明する
ことにある。特に上皮―間葉転換以後の弁成
熟の過程での両者の役割を 1)In Situ 
hybridization による同レセプターの局在性
の同定 2)独自に開発した細胞培養アッセイ
系で、BMP,NOTCH やその阻害薬を用いて、間
葉細胞の増殖、遊走などの成熟現象の観察 
3)NOTCH およびその阻害薬の BMP の骨形成促
進作用に対する影響を明らかにするための
アルカリフォスファターゼ測定、を行って明
らかにする。これらの解明によって、心臓弁

の形成過程の分子生物学的機構が明らかに
なり、心臓弁の再生医療の発展に寄与すると
考えられる。 
 
３．研究の方法 
本研究は chickを用いて行った。胎仔のス

テージングは Hamburger and Hamilton (HH)
のクライテリアを用いた。本研究では上皮－
間葉転換後の弁成熟に注目するため HH２９
の胎仔を使用した。はじめにあたって、BMP
と Notchのシグナルが弁成熟の過程において
心クッションに存在しているかをあきらか
にしなければならない。BMP2についてはその
詳細な発現の局所性と時系列があきらかに
なっているが、BMP receptorと Notchに関し
ては十分な情報がない。そこで、HHステージ
29 の心臓における Type I BMP receptor と
Notch の発現をあきらかにするため以下の実
験を行った。HH２９のクッション組織と心筋
を切り出し、そのおのおのについて BMPR-1A, 
BMPR-1B and ALK2 に対して RT-PCRを施行し
た。HH ステージ 29 のクッション組織および
心筋から, RNA STAT-60 (Tel-Test Inc) を
用いて total RNA を抽出し、iScript cDNA 
synthesis kit (BIO RAD) によって cDNA を
作成した。. PCR primer は以下の通りであ
る 。 BMPR-1A (L49204, forward, 
5’-CTGAGAGTTGAGCGATTG-3’, reverse, 
5’-CAGCCAGAAGCAAGTGTTGG-3’), BMPR-1B 
(D13432, forward, 
5’-GGAGAGCAGAAAAGAAGATAGTGAGG-3’, 
reverse, 5’-TGGTGTGGAATAGGAGTGTCC-3’) 
and ALK2 (U38622, forward, 
5’-CTGTGTTGGGGTCACTG-3’, reverse, 
5’-TGGAAGCAGCCTTTCTGG-3’). これらのプ
ライマーと Taq polymerase を用いて、 
iCycler iQ Real-Time PCR machine (BIO-RAD) 
で PCRを行う。（30 cycles of 94˚C for 30 sec, 
56˚C for 30 sec and 72˚C for 2 min. ） コ
ントロールとして 逆転写のステップを省略
したサンプルを使用。  

Whole-mount In Situ Hybridazation 
は以下のように行った。HH stage-29 chick 
heart RNA を RNeasy Column (Qiagen) で抽
出し cDNA を作製。 作製した cDNA から以下
のシークエンスを増幅させて Whole-mount In 
Situ Hybridazation のプローブ として使用
する。 
BMPR-1A (L49204; nt 351-640),  BMPR-1B 
(D13432; nt 387-720) and ALK2 (U38622; nt 
21-299) 
 Section ISH には, 浸透と検出力を考えて、
前者より長いシークエンスを使用する
BMPR-1A (L49204; nt 366-996) and BMPR-1B 
(D13432, nt 387-838).   
次に、クッション組織から抽出した間葉細

胞の培養アッセイを用いて、BMP2とNOTCHシグ



ナルの相互関係について検討するために以下
の実験を行った。まず、HH２９のクッション
組織を周辺の心筋を注意深く取り除きながら
切り出し、トリプシンによって細胞を分離し
た後、２０µlのhanging dropをwith ITS (5µ
g/ml insulin, 5µg/ml transferrin and 5 n
g/ml selenium, BD Sciences) と抗生剤 (10
0units /ml penicillin and 100µg/ml strep
tomycin, Invitrogen) を加えたserum-free
のmedium１９９で作製し、培養用シャーレの
ふたを使用して一晩培養した。細胞数はあら
かじめカウントし、20 µl のHanging drop一
個に細胞40,000とした。翌日、一塊となった
間葉細胞をコラーゲンジェル (1mg/ml, rat 
tail tendon, BD Sciences) 上に置き、1% c
hick serum (Sigma), ITSと抗生剤 加えたme
dium 199 とともに２時間培養。ジェル上に細
胞がしっかりアタッチしたのを確認して、 r
ecombinant human BMP-2 (Genentics Instit
ute, Cambridge) を濃度 200 ng/mlで, reco
mbinant human noggin (BMP-2の antagnist
、Regeneron Pharmaceuticals) を濃度500 n
g/ml で、培養medium内に加え、72時間培養す
る。この方法で、Notch１、その下流転写因子
であるhey1の発現を定量的RT-PCR法および蛍
光抗体染色法で観察することで、BMP2がNotc
hシグナルに及ぼす影響を検討する。 

同様の培養系で、BMP-2 およびその阻害薬
Nogginを加えて培養し、ヒアルロン酸の発現
を免疫染色法と RT-PCR を用いて検討した。 
ヒアルロン酸を阻害する olygomer および
PI3K シグナルを抑制する Wortmannin を加え
て培養し、それぞれの細胞遊走に対する効果
を評価した。この培養アッセイは３Ｄアッセ
イであり、共焦点顕微鏡を用いて観察するこ
とで、クッション間葉細胞の proliferation 
と migration を定量評価できる。すなわち、
実際の細胞数をカウントするとともに、ゲル
内のどの深さまで細胞が移動しているかを
定量評価した。弁成熟の過程において、この
細胞の migrationは重要な現象であり、われ
われはすでに BMP2 が migration を促進する
ことを報告している。 

最後に、NotchのantagonistであるDAPTを用
いて、BMPと関連して骨化や石灰化を誘導する
転写因子であるRunx2の発現を定量的RT-PCR
で測定し、骨化の指標としてアルカリフォス
ファターゼを比色法で測定した。 
 
４．研究成果 
Whole-mount In Situ Hybridazation では、
HH29 の心臓クッション原基に BMPR および
Notchの発現が確認された。 
HHstage29の心臓房室弁の間葉細胞の培養で
は、BNPを加えた細胞において Notchの発現
がコントロールの約 4 倍に増加し、Noggin
を加えた細胞では Notchの発現が 0.3倍まで

減少していた。さらに、BNPを加えた細胞で
は Hey1 の発現は約 10 倍に増加し、Noggin
を加えた細胞では Hey1 が 0.2 倍まで減少し
ていた。また、Hey1 は Notch アンタゴニス
トである DAPT によってその発現が抑制され
ることも確認した。 
これらの検討から、BMP は心臓房室弁形成の
過程で、Notch シグナルを増強させる働きを
していることが示唆された。 
BMP-2 は房室弁において、間葉細胞の遊走に
深く関与して、その形態形成を担っている。
その効果は NOTCHシグナルを介している可能
性が高いと考え、間葉細胞の遊走を促進する
メカニズムを明らかにするために、心内膜床
の間葉細胞をコラーゲンゲル上で 培養し、
細胞遊走の定量的観察を行った。 同様の培
養系で、BMP-2およびその阻害薬 Nogginを加
えて培養し、ヒアルロン酸の発現を免疫染色
法と RT-PCRを用いて検討した。 最後にヒア
ルロン酸を阻害する olygomerおよび PI3Kシ
グナルを抑制する Wortmannin を加えて培養
し、それぞれの細胞遊走に対する効果を評価
した。その結果、BMP-2 は容量依存性にヒア
ルロン酸の発現を増強させた。ヒアルロン酸
は心臓房室弁における細胞遊走を促進する
が、その効果は阻害薬である olygomer で減
弱した。BMP-2 によって促進された細胞遊走
は Wartomanninによって阻害された。 
以上より、BMP-2 はヒアルロン酸の発現を増
加させることで、細胞遊走をコントロールし
ており、その機序には PI3K シグナルが関与
することが示唆された。 
最後に、BMP２によって本来もたらされる骨
化の過程が、Notch シグナルによって抑制さ
れているのではないかという仮説を立てて
以下の実験を行った。鶏胎仔の心内膜床間葉
細胞を 72 時間培養し、その細胞集団内のア
ルカリフォスファターゼを測定することで、
細胞内の mineralizationの程度を判定した。
Ｍ199 のみでこの培養を行った場合と、
BMP200 ㎍/ml 加えた場合、BMP200 ㎍/ml と
DAPT を加えた場合、さらに DAPT のみで培養
した場合で、mineralizationの評価を行った。
その結果、BMPのみの場合でも M199のみの場
合に比べて ALP 値は軽度上昇していたが、
DAPTを加えることで、さらに高値となること
が判明した。さらに RunX2 の発現を RT-PCR
で定量評価した結果も同様な傾向が認めら
れた。 
これらの結果は、心臓房室弁形成において、
BMP がもつ骨化作用を Notch シグナルが抑制
し、弁組織の形態形成や maturation に重要
な働きをしていることを示唆すると考えら
れた。 
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