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研究成果の概要（和文）：ヒアルロン酸経路上にあると予想され、心臓での発現が検出された新

規遺伝子を６種類、心臓形成に関与しうる血管での発現が検出された新規遺伝子を６種類、肝

臓での発現が検出された新規遺伝子を４種類、血球での発現が検出された新規遺伝子を 12 種

類同定した。それらの中から、心臓形成に正の制御を行っていると予想されるMA107、MA135、

MA140 にまずは注目し、これらの遺伝子の心臓原基への過剰発現を行ったところ、心臓形成

への影響が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：I identified many novel genes expected as factor belong to 

hyaluronan-dependent signaling pathway. 7 genes were detected in heart. 6 genes were 

detected in blood vessel. 4 genes were detected in liver. 12 genes were detected in blood 

cells. These three tissues are known as region participates in cardiogenesis. Moreover, 

MA107, MA135, MA140, expected as positive inducer for cardiogenesis, were overexpressed 

in cardiac primordium, suggesting that these genes has expected ability. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 心臓発生は、他の臓器の発生と比べて比
較的早い時期から開始されるため、短いサイ
クルで検証実験を繰り返すことが可能であ
り、形態形成研究のモデル系として優れてい
る。心房・心室といった形状の違いが判別さ
れやすいこと、拍動をともなうため見つけや
すいこともこの系の有利性を高めており、心

臓発生の研究が形態形成研究に共通する学
術的興味（軸形成の問題、物質の濃度勾配に
関する問題、時期・場所特異的な転写制御の
問題）の解明を促進すると考えられる。 
 
(2) 心筋梗塞といった再生医療の対象にな
りうる心臓疾患を抱える患者数は、国内だけ
でも９０万人に達すると言われている。さら
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に、先天性臓器不全のうち、心臓に関する疾
患が最も多種類にわたって報告されている。
これらの状況を打開する上で、心筋細胞さら
には心臓そのものの再生医療技術の確立は
有用であると考えられる。 
 

２．研究の目的 

脊椎動物の心臓原基誘導には、ヒアルロン酸
が必要である。しかしながら、細胞外マトリ
クスとして存在するヒアルロン酸の支配下
にある細胞内シグナルに関しては殆ど分か
っていない。本研究では、心臓原基の細胞に
対して、ヒアルロン酸マトリクスが及ぼす影
響を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 初期尾芽胚期の心臓原基において、ヒア
ルロン酸マトリクスの存在により発現維持
もしくは発現誘導される遺伝子を同定する。 
① 以下の４条件に合致する遺伝子を、マイ
クロアレイを用いて探索する。全てのスクリ
ーニングは心臓原基の周辺にヒアルロン酸
マトリクスが存在している初期尾芽胚期
(st.23)に行う。 
(A)「非心臓誘導条件のアニマルキャップ」
と比べて「心臓誘導条件のアニマルキャッ
プ」において発現量が上昇する遺伝子。 
(B)「非心臓誘導条件の腹側帯域」と比べて
「心臓誘導条件の腹側帯域」において発現量
が上昇する遺伝子。 
(C)「心臓誘導条件のアニマルキャップ」と
比べて「ヒアルロン酸合成を阻害した心臓誘
導条件のアニマルキャップ」において発現量
が減少する遺伝子。 
(D)「心臓誘導条件の腹側帯域」と比べて「ヒ
アルロン酸合成を阻害した心臓誘導条件の
腹側帯域」において発現量が減少する遺伝子。 
② 各候補遺伝子の発生過程を通じての詳細
な発現解析(WISH法)、過剰発現・翻訳阻害
(mRNA、モルフォリノオリゴのマイクロイン
ジェクション法)による機能解析を行う。 
 
(2) 初期尾芽胚期の心臓原基において、ヒア
ルロン酸マトリクスの存在により活性化さ
れるシグナル経路を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロアレイを用いたヒアルロン酸
依存的シグナル経路の候補遺伝子の探索 
 心臓形成におけるヒアルロン酸依存的シ
グナル経路を解明すべく、本研究室で作製し
たツメガエルの DNAマイクロアレイを用いて、
３．に記載の方針で行った実験サンプルの網
羅的遺伝子発現解析及び絞り込み作業を行
った。用いたアレイには約 28000種の遺伝子
を搭載し、これはツメガエルの遺伝子をほぼ
網羅していると考えられる。その結果、4 つ

のカテゴリー（Ⅰ-Ⅳ）にそれぞれ当てはま
る候補遺伝子を同定した。 
 カテゴリーⅠでは、「uninjected VMZ と比
べて dkk1 VMZ で 2 倍以上発現が上昇」し、
「dkk1 VMZ と比べて dkk1 をマイクロインジ
ェクション後 4-MU処理した VMZで 2倍以上
発現が減少」し、「 dkk1 VMZ と比べて
dkk1+Xhas2-MO VMZで 1.5倍以上発現が減少」
した遺伝子が 338種類同定された。これらの
遺伝子は、心臓形成に対して正の制御を行い、
dkk1、ヒアルロン酸からも正の制御をされて
いると想定される。実際にこの遺伝子群中に
は、すでに心臓形成への関与が報告されてい
る Tbx20、mef2c、cldn5 を始めとする 31 種
類の心臓形成関連遺伝子が含まれていた。そ
れ以外にも、肝臓や腎臓、血球など心臓周囲
の器官への関与が報告されている 45 種類の
遺伝子が同定された。 
 カテゴリーⅡでは、「uninjected VMZと比べ
て dkk1 VMZで 2倍以上発現が上昇」し、「dkk1 
VMZと比べてdkk1をマイクロインジェクショ
ン後 4-MU処理した VMZで 2倍以上発現が上
昇」し、「dkk1 VMZと比べて dkk1+Xhas2-MO VMZ
で 1.5 倍以上発現が上昇」した遺伝子が 47
種類同定された。これらの遺伝子は、心臓形
成に対して正の制御を行い、dkk1からは正の
制御を、ヒアルロン酸からは負の制御をされ
ていると想定される。この遺伝子群中には、
2 種類の心臓形成への関与が報告されている
遺伝子が含まれていた。それ以外にも、脳へ
の関与が報告されている 9種類の遺伝子が同
定された。 
 カテゴリーⅢでは、「uninjected VMZ と比
べて dkk1 VMZ で 2 倍以上発現が減少」し、
「dkk1 VMZ と比べて dkk1 をマイクロインジ
ェクション後 4-MU処理した VMZで 2倍以上
発現が上昇」し、「 dkk1 VMZ と比べて
dkk1+Xhas2-MO VMZで 1.5倍以上発現が上昇」
した遺伝子が 248種類同定された。これらの
遺伝子は、心臓形成に対して負の制御を行い、
dkk1、ヒアルロン酸からも負の制御をされて
いると想定される。この遺伝子群中には、心
臓形成への関与が報告されている遺伝子は
なかった。またその他には、血球や脳、骨格
筋などへの関与が報告されている遺伝子が
15種類同定された。 
 カテゴリーⅣでは、「uninjected VMZ と比
べて dkk1 VMZ で 2 倍以上発現が減少」し、
「dkk1 VMZ と比べて dkk1 をマイクロインジ
ェクション後 4-MU処理した VMZで 2倍以上
発現が減少」し、「 dkk1 VMZ と比べて
dkk1+Xhas2-MO VMZで 1.5倍以上発現が減少」
した遺伝子が 11 種類同定された。これらの
遺伝子は、心臓形成に対して負の制御を行い、
dkk1からは負の制御を、ヒアルロン酸からは
正の制御をされていると想定される。この遺
伝子群中には、心臓形成及びその他の器官形



 

 

成に対して報告のある遺伝子は同定されな
かった。 
② ヒアルロン酸依存的シグナル経路の候補
遺伝子の発現パターン解析 
 マイクロアレイによって、多くのヒアルロ
ン酸依存的シグナル経路の候補遺伝子を同
定した。そこで、心臓形成に対する既知遺伝
子が多く同定されてきたカテゴリーⅠを今
後の解析対象とした。カテゴリーⅠで同定さ
れた 338種類の遺伝子の内、92種類は断片的
な配列情報しかない ESTであるため、これら
の遺伝子については解析対象外とした。さら
に、残りの 246種類の遺伝子の内、すでにツ
メガエルの各器官形成に対する機能が分か
っている遺伝子が 163種類あり、これらの遺
伝子においても解析対象外とした。その結果、
83種類の遺伝子が残った。これらの遺伝子は
「ツメガエル以外で心臓形成に関与が示さ
れているもの」、「全生物において機能未知な
もの」である。よって、これらの遺伝子を今
後の解析対象とし、MA69から MA155とナンバ
リングした。 
 さらに、候補遺伝子の中でも心臓で発現し
ている遺伝子および心臓形成との関与が示
される血管・血球・肝臓で発現している遺伝
子についてより絞込みを行うために、これら
の全遺伝子に対して Whole mount in situ 
hybridization を行い、それぞれの発現領域
を解析した。解析には、stage8、10、12、15、
18、23、28、34、38、44のツメガエル胚を用
いた。その結果、心臓での発現が検出された
遺伝子は、MA74、MA115、MA121、MA128、MA135、
MA140 の６種類であった。また、心臓形成に
関与していると思われる血管での発現が検
出された遺伝子は MA74、MA93、MA103、MA107、
MA108、MA128の6種類であった。さらに、Xhas2
の翻訳が重要であると示唆された肝臓での
発現が検出された遺伝子は MA100、MA125、
MA145、MA148の 4種類、血球での発現が検出
されたのは MA69、MA83、MA88、MA93、MA109、
MA112、MA118、MA120、MA122、MA126、MA128、
MA133 の 12 種類であった(図１)。（発現領域
のカウントには重複あり） 

図１ 候補遺伝子の発現解析 

 他にも心臓形成とは直接関係ないが、ヒア
ルロン酸経路に関連すると思われる遺伝子
も多数クローニングされた。Xhas2由来の HA
が存在する器官での発現が検出された遺伝
子は、目では MA75、MA86、MA88、MA91、MA94、
MA95、MA105、MA118、MA119、MA123、MA125、
MA144、MA146、MA147の 9種類、体節では MA75 、
MA76、MA88、MA91、MA102、MA105、MA107、
MA115、MA116、MA117、MA118、MA124、MA125、
MA126、MA135、MA144、MA147、MA153、MA155
の 19 種類、鰓弓では MA91、MA105、MA107、
MA116、MA117、MA118、MA125、MA140、MA144、
MA147、MA153、MA155の 11種類であった。ま
た、MA77、MA84、MA96、MA97、MA99、MA101、
MA149、MA150に関しては、生体内での発現量
が少なく、クローニングすることができなか
った。これらの結果から、マイクロアレイに
よって同定した遺伝子の中でも、心臓形成に
おいてヒアルロン酸の制御化にあり、かつ心
循環系で発現している新規の遺伝子が明ら
かとなった。よって、今後はこれらの遺伝子
の機能解析を行っていく必要がある。 
 
③ ヒアルロン酸合成阻害胚における候補遺
伝子の発現解析 
 マイクロアレイによって得られた候補遺
伝子の発現パターンを解析することで、さら
に心臓及び心臓形成に関与していると思わ
れる遺伝子の選別を行った。その中で、心循
環系での発現が検出された MA107、MA135、
MA140 に着目し、これらの遺伝子のヒアルロ
ン酸合成への関与を明らかにするため、4-MU
処理胚における各遺伝子への影響を whole 
mount in situ hybridization 法によって解
析した（図２）。 

図２ ヒアルロン酸合成阻害による MA107, 
MA135, MA140発現変化 
 
 MA107 の発現を見ると、stage 23 では
control胚と比べて 4-MU処理した胚では、目
や体節での発現が弱くなっており、MA107 の
発現が抑制されていることが分かった（図２
A）。stage 34でも同様に、MA107の発現が抑
制されていた。また、4-MU処理を行った胚で



 

 

は、はっきりとした体節の境界が見られず、
正常な体節の形成が阻害されていることが
分かった。MA135の発現を見ると、stage 23、
stage 34 共に、4-MU 処理した胚では体節で
の発現が抑制され、stage 34においては心臓
での発現も抑制されていた（図２B）。よって、
MA135 の発現には、心臓、体節ともにヒアル
ロン酸の合成が必要であることが分かった。
MA140の発現を見ると、4-MU処理した胚では、
control 胚と比べて背側内胚葉での弱い抑制
が見られた（図２C）。しかし、stage 34にな
ると、検出された発現は control 胚よりも
4-MU処理した胚で強くなった。 
 この結果から、選別した 3つの遺伝子の内、
MA135 が最もヒアルロン酸合成阻害の影響を
受ける事が分かった。また、MA140 は心臓で
の強い発現が検出したにもかかわらず、
MA140 自体の発現にはヒアルロン酸合成によ
る影響を受けないことが分かった。さらに、
MA107、MA135 の結果から、4-MU 処理胚では
体節の境界が曖昧になっていた。よって、
4-MU 処理胚の体長が著しく短くなっていた
原因が、ヒアルロン酸合成阻害により、正常
な体節形成が阻害されたためであることが
分かった。 
 
④ 候補遺伝子の過剰発現による心臓形成解
析 
 MA107、MA135、MA140 の心臓形成における
機能を解析するために、各遺伝子の過剰発現
実験を行った。stage 4 の背、植物極側（将
来の心臓原基）の 2割球にそれぞれの遺伝子
をマイクロインジェクションし、各 stageで
サンプリングを行った。その後、whole mount 
in situ hybridization 法により心臓マーカ
ー遺伝子の発現を調べ、心臓形成への影響を
解析した（図３）。 

図３ MA107, MA135, MA140 の過剰発現によ
る心臓形成への影響 
 
 stage 23において、MA107をマイクロイン

ジェクションした胚のうち約 1/3 は、
uninjected胚と比べて、心臓マーカーの発現
量、発現領域共に減少が見られた（図３）。
さらに約 1/3の胚では心臓マーカー発現量の
減少が見られた。stage 34 になると、MA107
をマイクロインジェクションした胚では、ほ
ぼすべての胚で形成された心臓の縮小が見
られ、中には心臓原基の融合が阻害された胚
もあった。stage 38においても、心臓の縮小
が見られた。この結果から、MA107 には、心
臓形成に対して負に働く機能があることが
分かった。MA135 をマイクロインジェクショ
ンした胚では、stage 23、stage 34、stage 38
のいずれの時期でも、control 胚と比べて心
臓形成に異常が見られなかった（図３）。よ
って、発生初期に MA135 を過剰発現しても、
心臓形成には影響を及ぼさないことがわか
った。MA140 をマイクロインジェクションし
た胚では、stage 38において心臓マーカー遺
伝子の発現がほとんど検出されなかった（図
３）。しかし、この胚では、原腸陥入が正常
に行われなかったことから、MA140 の過剰発
現は、心臓形成に限らず胚の発生自体に影響
を及ぼすことが分かった。 
 
 各遺伝子の過剰発現実験により、心臓形成
に対する機能を予想することができた。今後
は、DNA のインジェクジョンによる発生後期
での過剰発現実験や、MOを用いた機能欠失実
験により更なる解析を進めていく必要があ
る。また、今回過剰発現実験を行った MA107、
MA135、MA140 以外の候補遺伝子においても、
同様に機能解析を進め、既知の心臓関連遺伝
子との相互作用や、同定した候補遺伝子同士
の相互作用を明らかにする必要がある。 
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