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研究成果の概要（和文）：心拍数が著しく低下する重症徐脈性不整脈では機械式ペースメーカによる治療が普及
しているが、感染、自律神経不応答、高額医療などが問題となる。そこで、本研究では、機械に代わる心臓ペー
スメーカ細胞を別の細胞から誘導する方法の確立を目指した。はじめに、ペースメーカ組織で蛍光を発するレポ
ーターマウスの発生期心臓を用いたRNA-seqからGFP陽性細胞で高発現する遺伝子群を抽出した。次に、発生期の
マウス心臓の各領域からATAC-seqを行い、上記の遺伝子群で心房特異的オープンクロマチン領域をもつものを候
補因子とした。これらの因子については、線維芽細胞に遺伝子導入してペースメーカ細胞への誘導効率を検討し
た。

研究成果の概要（英文）：Loss or dysfunction of cardiac pacemaker cells in sinus nodes leads to a 
severe bradyarrhythmia which requires mechanical pacemaker implantation. However, the strategy using
 the mechanical device harbors the problems such as infection, autonomic unresponsiveness, and 
expenditure. Thus, we attempted to create cardiac pacemaker cells converted from other cell types. 
First, fetal hearts were removed from the reporter mice expressing green fluorescence under the 
control of pacemaker cell-specific gene, Hcn4. RNA-seq was then performed to select the highly 
expressed genes in HCN4-positive cells. Second, fetal hearts were separated into four regions 
(atriums, atrioventricular canals, ventricles, and outflow tracts) and were subjected to ATAC-seq to
 examine the open chromatin regions in the genome. Genes highly expressed in cardiac pacemaker cells
 with atrium-specific open chromatin region were selected as candidates and tested for direct 
reprograming toward cardiac pacemaker cells.

研究分野： 再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子導入によるダイレクトリプログラミング法は、体細胞から機能成熟した細胞が得られると期待される。多
能性幹細胞を用いた分化培養と比べて未分化細胞の除去や分化細胞の成熟化が省略され、時間と費用を節約でき
るため、臨床応用へ向けた基礎研究として意義深い。研究成果は、本邦で6 万件以上の移植術が行われる機械式
ペースメーカの欠点を克服した新たなツールとして、生産者年齢から高齢まで幅広い患者の予後改善や生活の質
の向上に大きく貢献すると期待される。さらに、本研究は未解明な心臓ペースメーカ組織の発生制御分子ネット
ワークの解明にも繋がり、学問的な芽生えとなる研究成果といえる。

※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 

先進国で主要な死因を占める心不全は致死性不整脈を合併する。また、過労死や突然死の原因
の多くを致死性不整脈が占めており、超高齢社会を迎える本邦において生産者層の突然死・過労
死を予防することは、医療だけでなく経済活性化の問題においても重点課題といえる。致死性不
整脈の中でも心拍数が著しく低下する重症徐脈性不整脈では機械式ペースメーカの移植が主な
治療法として普及している。しかし、感染、自律神経不応答、高額医療（～250 万円）などの課
題を抱えるため、ペースメーカ組織を再生させる新たな治療法の開発が急務となっている。心臓
の拍動は右心房に限局する微小な心臓ペースメーカ組織・洞房結節が制御しているが、強度の持
続運動や心不全が引き金となりストレスが加わるとその機能が障害される。 

現在、徐脈に対する新たな治療法の開発を目指して、心拍数を制御する心臓ペースメーカ細胞
を培養皿上で作製し、これを「生物学的ペースメーカ（biological pacemaker）」という新たな機能
再生ツールとして確立する研究が進められている。洞房結節はヒトでも長さ 1 cm、幅 0.5 cm 程
度の小型組織であり、その機能再生には多量の細胞は必要でないが、効率的な作製法は未だ確立
されていない。心臓発生期に必須とされる 3 つの転写因子 GATA4, MEF2c, TBX5 により「心室
筋細胞」への細胞転換（ダイレクトリプログラミング）が可能となったが、「心臓ペースメーカ
細胞」への転換については報告が少なく誘導効率も低く、機能的な解析も十分と言える状況では
ない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、機械に代わる心臓ペースメーカ細胞を別の細胞から誘導する方法の確立を目指
し研究を行った。はじめに、ペースメーカ組織の発生制御分子ネットワークに着目し心臓ペース
メーカ組織発生における制御因子の同定を試みた。次に、得られた制御因子に関する情報をもと
に、体細胞から心臓ペースメーカ細胞への転換に有用か否かを検証し、体細胞由来の生物学的ペ
ースメーカ作製技術の基盤構築を目指した。 

 

３．研究の方法 

心室筋細胞への転換（ダイレクトリプログラミング）と比較し、「心臓ペースメーカ細胞」へ
の転換については報告が少なく誘導効率も低く、機能的な解析も十分と言える状況ではない。そ
こで、本研究では未解明な点が多い心臓ペースメーカ組織の発生に重要な制御因子を同定する
ために、胎生期から成体に至る心臓内でペースメーカ細胞特異的遺伝子 HCN4 の発現制御下で緑
色蛍光を発するレポーターマウスを用いて実験を行った。マウス発生の各段階の心臓から GFP 陽
性細胞と陰性細胞をセルソーターにより分離し網羅的遺伝子発現解析（RNA-seq）を独自に実施
し解析を行った。さらに、発生段階の心臓の各領域から ATAC-seq を施行し、心房内 HCN4 陽性細
胞で発現する遺伝子について転写活性化領域の指標であるオープンクロマチン領域の同定を試
みた（図 1）。 

上記の実験で得られた情報をもとに、体細胞から心臓ペースメーカ細胞への転換に有用な候
補因子を選出した。Hcn4-GFP マウス由来の線維芽細胞に候補因子を遺伝子導入した後、ペース
メーカ細胞への転換について評価した。評価方法としては、心臓ペースメーカ細胞の形質獲得に
伴って発現する GFP を指標にフローサイトメトリーを用いた効率的なスクリーニングを採用し
た。また、細胞成熟度につい
てはペースメーカ特異的分
子（HCN4、Cx45 など）の発現
を蛍光免疫染色や定量 PCRで
評価し、自発性の電気活動に
ついては多電極アレイや細
胞内カルシウム濃度の変化
を蛍光イメージングにより
解析した。 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1)マウス心臓発生期における HCN4 陽性細胞で高発現する遺伝子群の解析 
マウスの心臓発生は胎生 7.5～12.5 日（E7.5～E12.5）に生じ、洞房結節は、右心房の一部と

同様に二次心臓領域が起源とされている。洞房結節が心房内で形成されていく E8.5 から E12.5
にかけてダイナミックに発現変動する洞房結節特異的な遺伝子群が、洞房結節細胞を特徴づけ
る重要な制御因子と考えられる。ゆえに、こうした制御因子の中に細胞の性質を転換しうるリプ
ログラミング遺伝子が含まれている可能性が高い。 

図 1. 本研究の方法の概略 



そこで、胎生期から成体期まで洞房結節特異的に発現する
HCN4 遺伝子の発現制御下に緑色蛍光タンパク質が発現する
レポーターマウスを用いて、E8.5、E10.5 および E14.5 の胎
仔の心臓から GFP 陽性細胞と陰性細胞をセルソーターによ
り選別して RNA-seq を実施した。その結果、GFP 陽性、陰性
細胞でそれぞれ高発現する遺伝子群を主成分解析したとこ
ろ、胎生 8.5 日から心発生のステージが進むにつれて、それ
ぞれの特徴が際立っていく結果を得た（図 2）。このことは、
心臓発生過程で洞房結節を形成する HCN4 陽性細胞が、心房
や心室の主たる構成細胞である作業心筋とは異なる特殊な
細胞であることを示唆する結果といえる。 
 
 
 
 
 
 
(2) HCN4 陽性細胞で高発現する遺伝子における発生期心臓内各領域での発現パターン 

胎生期の HCN4 陽性細胞の中には、一次心臓領域由来で肉柱側の

心室筋に一過性に発現する報告もなされている。この知見から、

HCN4 陽性細胞で高発現する遺伝子群は、心房内洞房結節予定領域

以外の心臓領域にも発現している可能性が考えられる。そこで、ル

ーピング期のマウス心臓を、心房・房室管・心室・流出路の 4 領域

に分けて採取し RNA-seq による網羅的遺伝子解析を行った。その

結果、HCN4 陽性細胞で高発現する遺伝子群の多くが、心房で高発

現している遺伝子群とオーバーラップしていることが見いだされ

た（図 3）。また、興味深いことに心室以外にも、房室管や流出路に

高発現する遺伝子群とも一部オーバーラップしていた。 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 心房内 HCN4 陽性細胞で高発現する遺伝子群に対するオープンクロマチン領域の解析 

心房かつ HCN4 陽性細胞で高発現する遺伝子群に対して、上流の転写制御機構を解明する目的

で、オープンクロマチン領域を心臓内の各領域と比較して解析した。ルーピング期のマウス心臓

を、心房・房室管・心室・流出路の 4 領域に分けて採取し、ATAC-seq を施行したところ、心房

で特異的にピークをもつオープンクロマチン領域が同定された。それらの多くが転写開始点近

傍のプロモーター領域より遠位のエンハンサー領域に存在することも見出された（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

(4) まとめ 

以上より、HCN4 陽性細胞と右心房で高発現する遺伝子群は、右心房内で洞房結節へと分化し

ていく特殊な細胞集団の性質を反映する遺伝子群であることが示唆された。さらに、これらの遺

伝子群を上流で制御する心房特異的オープンクロマチン状態を保持する重要なエンハンサー領

域候補も得られた。今後は、候補制御因子による洞房結節へのダイレクトリプログラミング法の

効率化を目指す。 

図 2. マウス心臓発生過程における
HCN4-GFP 陽性・陰性細胞で高発現す
る遺伝子群の主成分解析 

図 3. 胎生期マウス心 HCN4-GFP

陽性細胞で高発現する遺伝子群の、
心臓内 4 領域（心房・房室管・心室・
流出路）における発現分布 

図 4. 胎生期マウス心房内の
HCN4-GFP 陽性細胞で高発
現する遺伝子群に対するオー
プンクロマチン領域の網羅的
解析 
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