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研究成果の概要（和文）：心臓管腔を構成する心内膜内皮細胞は拍動・血流から生じる物理的ストレスを受け
る。当課題ではゼブラフィッシュ胚を用い、心臓の力学応答シグナルを正確に定義するための生物学的アプロー
チかつ、生物物理学的アプローチを行った。研究成果として、まず①心管腔面から生じる力学特性が、心内膜内
皮細胞の力学応答を誘導することを見出した。次に、②心管腔内への磁生体操作法の開発により、垂直応力では
なく接線応力の特性が有意に力学応答を誘導することを見出した。そして、③接線応力を発生する血流のイメー
ジング解析から、心内膜内皮細胞は双方向性の血流に応答して細胞内シグナルが活性化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cardiac lumen is constituted by endocardial cells. Endocardial cells are 
constantly sensed physical stress, such as pulsation and blood flow. In this project, we applied 
zebrafish embryos and performed both biological and biophysical approaches to accurately define the 
mechanical response in the heart.
We first found that (1) forces-dependent signal is triggered from the cardiac luminal side in 
endocardial cells. Next, (2) we developed a magnetic manipulation method into the cardiac lumen and 
then found that the properties of tangential stress (e.g. shear stress), not vertical stress, are a 
main regulator for the mechanical signal in endocardial cells. We also discovered that (3) 
intracellular signals are activated in endocardial cells in response to bidirectional blood flow. 
Further investigation will allow us to define the force effects that occur within the cardiac lumen.

研究分野： 心臓発生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓での力学応答の重要性は明らかであるものの、生体の中で実際におこる直接的な力学応答機構と、形態形成
における明確な力学作用機序についてはほとんど示されていない。本研究は、独自に開発した生物学応答と物理
学情報を直接的に関連付ける分野融合アプローチ：「生体心臓に対して人為的に力を操作することで出力される
化学シグナル変動の定量的解析」によって、これまで理解することができなかった機構を明らかにする意義をも
つ。本成果より、弁形成における「流れ」と「拍動」の力学情報の違いを明確に区別する研究への展開が期待で
きる。また、他の恒常的刺激を感受する臓器、骨格や筋肉についての研究への波及効果が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

心臓がポンプとしての機能を果たすには、逆流を防ぐための弁形成が必須となる。遺伝学的因子に
よる調節だけでなく、ゲノムには書き込まれない物理作用を介した力学応答も弁形成に関与する。初期
弁形成時、心臓弁は心臓の管腔に面する心内膜（心内膜内皮）細胞で構成され、強い力学的刺激に
曝露される（Heckel et al., Curr. Biol., 2015）。これまでに血流で誘導される転写因子 Klf2（Krüppel-like 
factor 2)、Egr1（Early growth response 1）などが力を介した弁形成制御因子として同定されてきた
（Vermot et al., Plos Biol., 2009, Banjo et al., Nat. Commun., 2013）ことからも、弁形成過程の全容理解
にはメカノトランスダクション機構の解明が必須である。しかし、力学刺激がどのように転写因子を調節
するのか、制御機構は未だに解明されていない。大きな要因は、主な心臓研究が固定サンプル・または
培養細胞を対象として解析されているためである。この状態では細胞に作用する外因力が 0 になってし
まうため、力学応答機構の理解を進めることができない。また、得られたデータが直接的に力学応答に
由来するかどうか検証する系も確立していない。力学刺激を与えることができるデバイスを用いた培養
条件下での解析も行われているが、形態形成が行われる環境を再現することは容易でない。ゆえに、拍
動する心臓の生体ライブイメージングを行うことが、心臓の発生と形態維持機構の問題解決に不可欠で
ある。 

研究代表者はゼブラフィッシュ胚を用い、拍動心臓イメージングと独自に開発した手法から直接的な
物理刺激作用を検証した。その結果、心内膜内皮細胞において細胞外 ATP（アデノシン-3-リン酸）の
受容体：P2XR（プリン受容体）活性化を介した Ca2+流入が弁領域特異的かつ形成期特異的におこるこ
とを見出した（図１）。さらに直接的な物理
刺激が Ca2+流入誘因となり、異所性の弁
構造を構築しうることを見出した。ただし、
心臓弁形成過程における力学応答を理解
するためには、未だに複数の課題が存在
する。まず、「細胞外 ATP を介した Ca2+流
入が管腔面と間質面のどちらに起因する
のか」明らかでない。そして、なぜ「継続し
て拍動し続ける心臓において、力学応答
シグナルが弁領域の弁形成時期に特異的
におきるのか」明らかでない。これらの課題
を解決することは、力を感知する機構の全
容理解における重要な知見となる。 

２．研究の目的 

本研究目的は、心臓弁がどのようにして適切に形成されるのか機構を詳細に理解することである。そ
のために、代表者が見出した力学刺激による弁形成機構の全容理解を目指し、２つの達成目標を設定
した。 

心臓弁形成時、心内膜内皮細胞は、血流がおきる「管腔」面と、ヒアルロン酸が豊富に存在する「間
質（Cardiac jelly）」面に接した１層のシート構造を形成する。目標（1）では、心内膜内皮が面する空間を
区別して捉え、Ca2+流入が管腔面と間質面のどちらに起因するのか明らかにする。 

循環器系、とくに心臓は常に物理的刺激に晒されるにも関わらず、物理情報がどのようにして適切に
生体機能を調節するのか、その機構は理解されていない。目標（2）では、物理的刺激に応答した化学
シグナルがどのように弁形成時に限って弁領域に限定されるのかを明らかにする。 

３．研究の方法 

研究をすすめるにあたり、遺伝子改変ゼブラフィッシュの作製と高速イメージング、力操作系の開発を
行った。そして力学刺激に応答した化学シグナルがどこで変換され、どのように入力されるのか明らかに
することを目指した。具体的には、（1）心内膜内皮細胞が面する“外”を区別するための細胞膜に局在
する Ca2+蛍光センサーの樹立、（2）細胞外 ATP 変動を捉えるための蛍光 ATP センサーの樹立、そして
（3）磁性流体と電磁石を活用した心管腔内力操作系の開発に取り組んだ。 

４．研究成果 

まず本研究課題開始後、先行研究結果を裏付けるための検討を行い、研究代表者らが見出した力



学応答シグナル経路が心臓弁形態形成に必須である心内膜内皮間葉転換（EndoMT）を調節すること、
さらに既存の力学応答シグナルとは独立した調節を行う経路であることを明らかにした。以上から、心臓
の管腔面を構成する心内膜内皮細胞に対する直接的な力学応答シグナルが弁形成を調節する成果
の論文発表を行った（Fukui et al., Science, 2021）。つづいて、研究計画の遂行から得た３つの成果を
報告する。 
（1） 力学刺激に応答した細胞内 Ca2+は管腔面から供給される。 

心内膜内皮細胞がどのように力を感知して Ca2+流入を誘導するのか、まず「力を感知する場」の
理解を目指した。ミリストイル化脂質修飾タグを付加した蛍光 Ca2+センサー：myr-GCaMP7a を心内
膜内皮細胞/血管内皮細胞特異的プロモーター下で発現するゼブラフィッシュ系統を樹立し、細胞
膜上の Ca2+変動を検証した。スピニングディスク型共焦点顕微鏡（Dragonfly）を用いて高速かつ高
解像度で拍動する心臓を撮影した結果、Ca2+は心臓管腔側を起点として認められ、その後 400 
msec 以内に全体へと伝播することが明らかとなった（図２）。これは心臓管腔側で発生する力学刺
激を感知して生じる現象を捉えた結
果である可能性が考えられた。また、
ミトコンドリア外膜に局在する蛍光
Ca2+センサーも樹立し、細胞膜局在
レポーターと同時に発現する胚を観
察した結果、まず細胞膜の Ca2+レポ
ーター活性が認められることを確認し
た。当初、心内膜内皮細胞を挟んで
管腔の反対側である間質より力作用
がおきる可能性を考えたが、以降の
検討では管腔側に着目した。 

（2） ゼブラフィッシュ生体内 ATP 変動計測にはセンサーの感度を最適化する必要がある。 

細胞外 ATP を感知するプリン受容体を介して Ca2+流入が誘導される先行検討を基に、心内膜内
皮細胞における細胞膜上 ATP 量変動と Ca2+流入変動の関係動態を明らかにすることを目指した。
FoF1-ATPase のドメイン構造と sfGFP を活用した 1 波長 ATP 蛍光レポーター：iATPSnFR1（Lobas 
et al., Nat. Commun., 2019）を発現する個体樹立が完了し、Lightsheet 顕微鏡解析を行ったが、蛍
光発現変動を認めることはできなかった。その理由として、既報の条件は HEK293 細胞を用いた検
討であり、ゼブラフィッシュ個体での条件ではセンサーの感度（結合定数、解離定数）が至適ではな
かった可能性が挙げられた。最近 ATP 感度が亢進した改変型 ATP センサー: iATPSnFR2 が報告
されており（Marvin et al., PNAS, 2024）、今後も様々な検証を継続する。 

（3） 双方向性血流に由来する接線応力が Ca2+流入を誘導する。 

心臓管腔に作用する力学特性の理解を目指して、磁力を活用した力操作法を開発してきた。先
行研究では磁気ビーズを用いてきたが、新たに磁力により変形する特徴をもつ磁性流体を活用し
た。管腔内に打ち込んだ磁性流体に対して、胚体外に設置した電磁石型磁気プローブより磁力が
入ると、主に垂直方向の力を入力できる。一方で、磁力をなくして流体がもとに戻る際、隙間に血液
が侵入して水平方向の力が優位に働く。磁力操作時の細胞内 Ca2+流入を観察したところ、磁力が
ない状態、管腔面に対して並行（接線方向）に作用するせん断応力が生体シグナル（Ca2+流入）を
誘導することを見出した。他方で、垂直に力を作用させた際、細胞膜張力が増加するにも関わらず
Ca2+流入が認められなかった。先行検討での膜張力センサー（Piezo 受容体）の変異体、そして伸
展刺激応答の阻害剤（Gd3+イオン）が心管腔における力-Ca2+流入-Nfat シグナルに影響しなかった
結果は本成果に整合している。管腔内の接線応力は血流により生じることから、つづく検討では血
流動態を高速イメージングで詳細に解析した。その結果、力学応答性シグナル活性領域・時期と双
方向性の血流発生が相関することが明らかとなった。実際にビーズによる血流閉塞を行い、人為的
に双方向性血流を作り出すことで、心内膜に力学応答シグナルを誘導できることを確認した。 

心管腔では力の違いを明確に区別する機構が存在すると考えられ、今後の研究では、生体内で生じ
る血液流動が引き起こすせん断応力の本質に迫る仮説を検証する計画である。そして心管腔組織形成
機構の解明を目指す。 
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