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研究成果の概要（和文）： 

(1)心室筋・心房筋分化のプログラミング因子の単離 

先行研究より、Baf60cの発現以降に心室筋・心房筋の運命決定がなされる事が明らかとなっ

た。この結果を元に、心臓発生時期と出生０日のから心房と心室領域からマイクロアレーを行い

mRNA発現プロファイルを作製した。さらにqRT-PCRで時系列発現変化を再確認した後、２０

候補因子に絞り込みを行った。マウス胚における発現様式を確認したところ、１２遺伝子(分泌

性６、転写因子４、エピジェネティック２)において興味深い結果が得られた。mRNAの発現領

域をマウス胚を用いて確認したところ、６因子において興味深い発現が見受けられた。現在強制

発現系を樹立中。分泌性因子に関してはレコンビナントを作製し、ES分化細胞系への投与と心

筋初代培養系に投与を行い、心室筋様細胞及び心房筋様細胞に分化する結果が得られている(特

許申請中)。 

(2)心臓前駆・幹細胞のプログラミング因子の探索 

既知の心臓幹・前駆細胞特異的に発現するマーカー(Islet1、Flk1)を用いて両陽性細胞からマ

イクロアレーを行い１５の候補遺伝子を単離した。この候補遺伝子は1:マウス９日胚における発

現様式、2:ES細胞分化誘導系における時系列発現変化様式で絞り込みを行ない、遺伝子破壊マ

ウスの表現型結果と初期胚における発現様式を再確認し、8種類の候補遺伝子に絞り込んだ。結

果、心臓中胚葉誘導因子である可能性があるC,Dで、細胞系譜解析(creERT2 KIマウスをROSA- 

YFPレーポーターマウスと交配)を行ったところ、心臓構成細胞(心筋、刺激伝導系、平滑筋、内

皮)に分化していることは明らかとなった（論文投稿中）。さらに、これらの細胞を発現した細

胞集団は効率よく心臓を構成する細胞群（心筋、刺激伝導系）に分化していた（特許申請済2012

年1月23日：国際特許申請済2012年12月22日）。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Two types of cardiomyocytes; atria-ventricular cardiomyocytes are formed from their 

common progenitor cell lineages, but a key factor for induction of cardiac progenitor cells as 

well as the specification of cardiomyocytes is not known yet. To understand atria-ventricular 

cardiomyocyte or cardiac progenitor specification, we generated gene profiles from 

aMHC-GFP positive heart cells in these mice lines or Islet1/Flk positive cells in mice 
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embryos. 6 genes were isolated as candidate factors for specification of atria-ventricular 

cardiomyocytes, 8 genes were screened out as cardiac progenitor specific-genes.  Two genes, 

C or D, were expressed in undifferentiated cell region that defined by islet1/Nkx2-5 gene as 

major cardiac progenitor markers during development but not expressed in the heart 

forming region.  These genes’ knockout mice exhibit severe defect of OFT and RV and die at 

approximately E9.5, suggesting that C/D-derived cells contribute to the heart and are 

essential for cardiogenesis.  By using tamoxifen inducible creERT2-ROSA-YFP reporter 

system, lineage-tracing analysis of C/D-derived cells could easily demonstrated in vivo.  In 

these analyses showed us that previously expressed these genes substantially contribute to 

the whole-heart in development, expressing in atria/ventricular cardiomyocytes, endothelial 

cells, smooth muscle, and conduction cells including pacemaker cells.  In conclusion, 

re-expression of C/D as candidate genes is necessary to promote cardiac program in 

postnatal stages, suggesting that C/D genes play as key regulators to trigger cardiac 

program. 
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１．研究開始当初の背景 

 骨格筋分化（転写因子MyoDにより制御）、

平滑筋分化（転写因子Myocardinにより制御）

とは異なり、心筋分化を誘導するマスター因

子は長年見つかっていなかったため、多くの

研究者はサイトカイン投与による心筋誘導に

は様々な問題点が明らかとなり、臨床応用を

見据える上ではマスター制御遺伝子の同定は

必須であった。本研究代表者はエピジェネテ

ィック因子であるクロマチン構造変換因子

SWI/SNF-BAF群に着目し、心臓発生、心疾

患における機能を研究してきた。その結果、

クロマチン因子群の中には組織特異的に発現

する因子が存在し、発生過程における領域の

区画化形成に関わっていることをマウス発生

工学・分子生物学を用いて明らかにした

(Lickert,Takeuchi et al.Nature 2004; 

Takeuchi et al.PNAS 2007; Zhu et al.PNAS 

2008; Yoshimura et al.PNAS 2009)。さらに、

マウス胚の強制発現系において、クロマチン

因子の一つBaf60cと心臓特異的転写因子を共

発現させることにより、心筋収縮因子の発現

と共に拍動細胞の誘導に成功した(Takeuchi 

& Bruneau.Nature 2009)。 

この結果から、クロマチン構造を変換する

エピジェネテックシグナル因子を基底とする

機能複合体が細胞の特殊分化に作用している

と考えられる。しかしながら、SWI/SNF-BAF

因子が心臓構成細胞（心室・心房心筋、ペー

スメーカー細胞、刺激伝導系細胞、心内皮細



胞）の分化系譜全てを制御しているのか、特

定細胞分化をのみ制御しているのか、申請者

の結果からでは明らかに出来ていない。この

制御メカニズムを明らかにすることはクロマ

チン因子の分子メカニズムをより詳細に解明

するだけでなく、iPS細胞等の細胞移植を利用

した再生医療を行っていく上で極めて重要な

課題である。なぜなら、未分化細胞やiPS細胞

を将来の臨床応用を目指し再生医療に用いる

為には、「単一であり、心筋以外には分化し

ない純化細胞」という大きな課題を克服する

必要があるからである。 

 よって、心臓発生における BAF 因子を始

めクロマチン構造変換複合体の細胞系譜を

明らかにし、特定細胞を誘導する機能複合体

の同定することを目的とした研究が必要と

なってくる。 

 

２．研究の目的 

 様々な心臓移植治療における問題点から、

心臓／心筋再生研究が脚光を浴び始めた。し

かしながら、細胞の運命が決定される場合も、

再度プログラミングされる際においても、エ

ピジェネティックな影響も重要な要因とな

っている。 

本研究において申請者は、心臓誘導・心筋

分化過程においてクロマチン状態に強く影

響を受ける２つの問題解明を目的とする。 

(1)心筋発生におけるクロマチン因子の特定

細胞への分化誘導機能（クロマチン因子制御

かの可能性にある、心筋分化、心臓前駆・幹

細胞、ペースメーカー細胞の樹立）を明らか

にし、(2)心臓誘導時におけるクロマチン因子

の領域特異的発現・機能を制御する上流メカ

ニズムを明らかにすることを目標とする。 

 

３．研究の方法 

(1)：クロマチン因子に制御される心臓構成細

胞（1A心筋細胞、1B心臓幹細胞、1Cペース

メーカー細胞）の分化制御機構の樹立  

(2)：クロマチン因子の細胞系譜研究と発現細

胞の選別、機能複合体の同定 

 

４．研究成果 

３(1)：に関してはさらに３つのパートに

分けて研究を行った。(1A)；心房筋・心室

筋特異的分化、(1B)；心臓前駆・幹細胞分

化、(1C)；ペースメーカー分化)から理解す

ることをテーマに掲げて研究を行ってきた。

1(A)に関しては、RNAi法を用いて候補因子の

機能阻害実験を行ってきた。その中で、心房

誘導に関わる分泌性因子を一つ、転写因子を

３つ同定した。また、心室誘導に関わる候補

因子を２つ同定してきた。現在、マウス全胚

培養を用いた強制発現系において遺伝子の組

み合わせを用いて心臓予定域以外組織におい

て強制発現を行なっている。また、同時に細

胞培養系をお用いて、強制発現を行なうため

のウイルス作製を行なっている。1(B)におい

ては、既に特許申請(東京大学知財部管理番

号：32B121002-1)と国際特許申請を行ない、

さらに心臓前駆細胞を誘導する特定のプログ

ラム因子の同定まで至った。本研究は非常に

新しい概念を含んでおり、直接ES細胞から心

臓誘導可能であることが証明された。現在論

文作製中であり、さらに特許申請を行なうと

同時に線維芽細胞や皮膚組織を用いてリプロ

グラム可能か、実験予定である。1(C)に関し

ては、1(A)の候補因子の中に誘導活性を持っ

た因子を見出した。現在、カルシウムイメー

ジングを立ち上げ、心筋タイプの選別を行な

っている。 

３(2)：に関しては、２つの仕事を行なった。

2(A)；クロマチンコア因子であるBrg1の心臓

特異的に遺伝子破壊マウスの作製。この研究

において、先天性心疾患の重篤化がクロマチ

ン因子の発現量に依存することが世界で初め

て報告出来た。さらに、心臓特異的遺伝子破

壊マウスでは心筋分化の極度の阻害が見受け



られ、これは心筋増殖因子の発現が抑制され

ていることが明らかとなった（Takeuchi et 

al., Nature Commun. 2011）。 

2(B)；クロマチン因子の恒常的発現（TG）

マウスの作製と心筋再生には特異領域でのク

ロマチン構造の変換機能。心室筋内において

心筋成熟期に連れて発現量が減少するエピ因

子を見出した。このエピ因子を恒常的に発現

するTGマウスでは心奇形を伴わなかったが、

心筋梗塞マウス(MIマウス)においては極度に

心不全抑制効果がみられた。（論文投稿中

2013; van Weerd, Koshiba-Takeuchi et al., 

Cardiovas. Res. 2011）。心筋保護因子とし

て注目しており、この心筋では心筋増殖因子、

心特異的ホルモン、血管申請因子のエンハン

サー領域においてH3k27acされ、PollIIが強

くリクルートされていた（通常では発生に伴

って、これらの領域ではH3k27me3され、転

写が抑制されている）。つまり、クロマチン

構造変換因子の強発現によってヒストン修飾

変換も生じることが分かり、これからはクロ

マチン因子が何を認識して、どのようにクロ

マチン構造を変換して行くのか、調べて行く

必要がある。つまり、次の課題はChIP-seqと

質量分析計を用いた生体パートナーの同定で

ある。そして、この心臓保護作用メカニズム

がヒトにおいても保存されているか、研究し

て行かなくてはいけない。その為にはヒト心

筋、もしくはiPS細胞を用いた実験を組む必要

があるとも考えられる。 
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