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研究成果の概要（和文）：本研究期間を通して、哺乳類心臓再生を向上させる機構について、２つの研究結果をまとめ
ることが出来た。一つは、心筋再生に関わる際に心臓前駆細胞遺伝子マーカーSall1が発現しエピ因子の機能を制御す
ることを見出した(Morita et al., submitted 2016b) 。Sall1は初期心臓発生において、心筋心臓前駆細胞遺伝子であ
る（Morita et al., JMCC 2016; ３月号雑誌表紙：特願2015-187363）。二つめは、クロマチン因子Baf60cは心臓再生
において重要な働きをしていることを見出した（Nakamura et al., DGD 2016)。

研究成果の概要（英文）：For mammalian heart regeneration or repair, we have reported about two factors 
during heart regeneration to JMCC (Morita et al., 2016a) and DGD (Nakamura et al., 2016). Sall1 which 
plays as a key factor for cardiac induction (Morita et al., JMCC 2016a) is also re-activated during heart 
regeneration (Morita et al., submitted 2016b). Baf60c has been identified as a key factor for cardiac 
formation (Koshiba-Takeuchi et al., Etiology and Morphogenesis of Congenital Heart Disease 2016; Takeuchi 
& Bruneau. Nature 2009) and also functions for heart regeneration (Nakamura et al., DGD 2016). These 
results will open the regenerative mechanisms in several organs for the basic science and will give us 
supportive idea for the heart repair in human.

研究分野：分子発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の心臓は再生不可能と考えられて
きたが、出生後のマウス数日以内であれば心
尖部切除後も心筋のみならず、心機能も回復
することが報告された(Porrello et al., 
Science 2011)。この過程おいて、心筋が再
び増殖活性を持ち分化することによって心
臓再生が行われるとされており、心筋を中心
とした研究が多くなされている。 
 しかしながら、少なくとも二つの疑問が考
えられる。①なぜ心筋が再び増殖活性をもつ
のであろうか？これについては、明確な記載
が無い。本研究ではゲノム構造に変化が生じ
ることによって、心臓遺伝子の発現調節を行
い、心筋増殖強いては心臓再生へと至ると考
えられる。その可能性としてクロマチン構造
変換因子群の一つであるBaf60cに着目して、
心筋再生との関連を調べてきた。興味深いこ
とに、心臓発生に重要な役割を担っているエ
ピ因子 Baf60c(Takeuchi & Bruneau Nature 
2009)が心臓再生過程においても一過的に心
筋に発現してくることを発見した。②複数種
類存在する心臓細胞の中で、再生に寄与する
のは果たして心筋のみなのであろうか？し
かしながら、心臓再生現象をより深く理解す
るには、心臓の約 50%の細胞数を占める心臓
線維芽細胞の性質理解および線維芽細胞か
らの影響を理解することは非常に重要であ
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 心臓再生研究は心筋や未分化な心臓幹細
胞の性質理解に特化した研究が中心であっ
た（Sadek, Martin, Takeuchi et al., Stem 
Cell Reports 2014）。心臓再生を理解する上
において、心筋性質の理解は重要なテーマで
あると考えられる。よって、本研究では、心
筋の可塑性を理解する上で、先行研究におい
て見出されたクロマチン因子 Baf60c に着目
して、心筋の可塑的機構とゲノム構造との関
連について明らかにすることを目的とする。
二つめとして、様々な視点からの研究アプロ
ーチが必要であると考えられる。つまり、心
筋・心臓幹細胞のみならず、心臓の約 50%の
細胞数を占める線維芽細胞の性質を理解す
ることも重要である。広く線維芽細胞を標識
する Thy1 をマーカーとして、心臓再生時に
おける線維芽細胞の寄与を明らかにするこ
とを目的とする。 
 心臓再生機構を包括的に理解するために
は、心筋以外の心臓構成細胞に特化した研究
アプローチも必要となってくる。本研究では、

３年間の研究期間で、心臓再生時における心
筋の性質変化をエピ因子の機能から明らか
にする。包括的研究を遂行する上で、心筋よ
り細胞数の多い、線維芽細胞の性質理解も重
要であると考えられる。よって、本研究では、
以下の２つのテーマ（心筋と線維芽細胞）に
着目して研究を行っていく。 
（１） 心筋の可塑性理解のためのエピ因
子研究 
（２） 心臓再生時におけるThy1陽性線維
芽細胞の機能機序の理解 
 
３．研究の方法 
（１）エピ因子と心臓再生 
二つの方法を用いて、実験を遂行する。A: 発
現様式と発現変化について、Baf60 ファミリ
ーに着目して研究を行う。B: siRNA を用いた
Baf60c 機能阻害実験からの心筋再生時にお
ける機能機序の理解。 
（２） 線維芽細胞の寄与と性質理解 
線維芽細胞マーカーであるThy1/PDGFRaを指
標として in vitro 系において培養を行い、
分化状況・遺伝子発現変化を明らかにする。
特異的な発現変化をする遺伝子・因子が存在
すれば、遺伝子改変マウスを作製して心臓再
生を明らかにするためのモデルとして利用
し、研究を進める。 
 
４．研究成果 
（１）エピ因子と心臓再生 
A:心臓発生時・発育時における Baf60 ファミ
リーmRNA の発現変化：出生後の心臓発育段階
に お け る Baf60 フ ァ ミ リ ー
（Samcd1/Smarcd2/Smacd3）の発現変化を調
べたところ、心臓成熟に伴って Smarcd3
（Baf60c をコードする遺伝子）のみが顕著に
減少していることが分かった。Smarcd1 およ
び Smarcd2に関しては出生後も発現亢進が認
められ、３遺伝子において Smarcd3 が最も心
筋可塑性と関連がある結果が得られた（次項
図(B)。また、Smarcd3mRNA の発現局在を in 
situ hybridization法を用いて確認したとこ
ろ、心臓形成初期では発現が強く、発生が進
むに連れて発現が減少していき、成体(生後
13 週齢)では発現が認められなくなった(下
図(A)濃青色は Smarcd3mRNA のシグナル)。 



 
 次に、心臓再生時における Baf60c および
心臓遺伝子群の発現変化：下図のように
aMHC-GFP トランスジェニック(TG)マウスを
用いて心尖部切除を行い、心臓再生時におけ
る心筋内での Baf60c の発現変化と心臓関連
遺伝子の発現変化を調べた（下図(A)）。 

 

興味深いことに、Smarcd3 の発現は亢進し、
関連してGata4/Mef2cなどの心臓転写因子群
の 発 現 が 顕 著 に 亢 進 し 、 引 き 続 き
Tnnt2/Tnni3 などの心筋収縮因子群の発現亢
進が見受けられた（下図(B)）。 

 
B：siRNA を用いた Baf60c の期の阻害と心筋
増殖との関連 
右図(A)の様に、aMHC-GFP TG マウスから GFP
陽性の心筋のみを選別し培養する。その後、
Smarcd3siRNA を投与し３日間培養後に心筋
の増殖活性を調べたところ、ki67 陽性心筋が
顕著に減少していた（右図(D)）。 
 このことから、クロマチン因子 Baf60c は心
筋増殖を制御していることが明らかとなっ
た。 

 
以上の研究は 2016 年に国際科学論文として
報告した（Nakamura et al., DGD 2016）。ま
た、同様に、直接 in vivo 心臓に Smarcd3siRNA
を投与し、その効果を追跡したところ、遺伝
子導入が正確に行われているかトレースす
る為にマーカーとしてGFP発現プラスミドを
利用した。GFP の発現が認められ、遺伝子導
入は可能であることが明らかとなった。さら
に、Smarcd3siRNA KD マウス心臓では心臓再
生が抑制され、線維芽細胞が多く見受けられ
た。心トロポニンプロモーターで ChIP 解析
をおこなったところ、抑制型ヒストンが亢進
しており、ゲノム構造変換がされ難くなって
い た （ Nakamura et al.,in preparation 
2016b）。 
 以上の結果は、Smarcd3/Baf60c が積極的に
心臓再生時に関わっていることを示した研
究結果であり、このクロマチン因子の発現を
誘導するようなサイトカインシグナルの存
在同定が次の課題となってくる。 
（２）線維芽細胞の寄与と性質理解 
A: 心筋へと分化する非心筋細胞集団の同定 
 下図のように非心筋細胞の中で Thy1 陽性
細胞集団から心筋へと分化する細胞が見出
された。 

 

 これらは、セルソーターを用いて、aMHC-；
Sirpa-かつ Thy1+細胞群を選別されてきた細
胞集団である。後、再度５日間培養後心トロ
ポニン抗体で免疫染色すると、心トロポニン
陽性（緑）の心筋細胞が得られる。さらに、
この陽性細胞の様々な心臓関連遺伝子の発
現状況を調べると、Sall1 の発現が亢進して
いることが見出された。Sall1 は Zn フィンガ
ータイプの転写因子で心臓発生において、新
規心臓前駆細胞特異的遺伝子であることを
報告した（Morita et al., JMCC 2016a：特



願 2015-187363）。この遺伝子が再び心臓再生
時に発現してくることは興味深い。 
B: Sall1 陽性線維芽細胞の心筋への分化能 
Sall1遺伝子座にGFPが挿入されたTGマウス
(Sall1-GFP)を利用して、実際に先芯部切除
した際におけるSall1遺伝子の局在を調べた
ところ、切除部位に局所的に GFP シグナルが
見受けられた。つまり、切除部位に特異的に
Sall1 が誘導されていることを意味しており、
興味深いことにこのGFP陽性細胞は心トロポ
ニン陰性であった。さらに、既知の細胞表面
抗原を利用してセルソーターでGFP陽性細胞
の性質の同定を試みた。GFP 陽性細胞の８０%
以上は Thy1+であった。さらに GFP+;Thy1+細
胞は 99%以上が PDGFRa 陽性であり、かつ、
Vimentin で染まった。このことから、心臓再
生時に誘導されてくる GFP+;Thy1+陽性の細
胞は線維芽細胞である可能性があると考え
られる。次に、Sall1 陽性細胞が実際に心筋
へと分化するのか、GFP 陽性細胞を選別後、
再培養を行った。GFP 陽性細胞は cTnT 陽性の
心筋へと分化していることが in vitro の系
で明らかとなった。生体において実際に分化
するのか、Sall1creERT2;ROSA-YFP マウスを
用いて検証をおこなったところ、YFP 陽性細
胞は cTnT 陽性の心筋細胞へと分化している
ことが明らかとなった。この結果は、Sall1
陽性の線維芽細胞が心筋へと分化すること
を意味する、新しい知見である。 
C: 心筋再生を亢進するサイトカイン 
Sall1-GFP を指標として、心臓再生能を亢進
するサイトカインシグナルの探索を行った。
その結果、４つの分泌性因子が Sall1 の発現
を亢進させる能力を持ち合わせていること
が分かった（特許申請準備中のため）。現在、
このサイトカイン投与により心筋分化能が
亢進するのか、線維化が抑制されるのか、調
べている。 
 以上の結果は、これまで心臓再生研究に関
しては、心筋以外に焦点を当てた研究はあま
りされておらず、さらに線維芽細胞はリプロ
グラム研究のツールと考えられてきた知見
を大きく発展させるものである。申請者によ
って生体では少なからず自ら分化転換させ
る能力を有する細胞が存在することが明ら
かになりつつある（特許申請準備中）。この
発見は、個々の細胞のみならず組織・臓器自
体が有する可塑性に関して新たな知見をも
たらすことができると考える。さらには、細
胞は同一の性質を有するのではなく、環境ス
トレスや加齢、炎症などの環境変化に反応す
る細胞には特徴の異なる性質が存在する可

能性を提唱し、本研究は性質の相違と起源を
関連づけた新たな生物学分野を開拓できる
と考える。さらに、発生/再生学にとどまら
ず、心臓や肝臓・腎臓など線維化によって悪
化する病気を抑制する創薬研究、つまり、臓
器再生に寄与する線維芽様細胞をターゲッ
トとした研究へと発展が期待される。 
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