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研究成果の概要（和文）：初期心臓発生における心室心筋の成長と分化に対する心外膜の役割と胚心筋傷害の修復過程
について検討した。原始心外膜は心室心筋の緻密層の成長と分化に関与し、原始心外膜と心筋の組織間相互作用を司る
シグナルはTGFβとFGFであった。原始心外膜の形成阻害によって心室心筋緻密層の菲薄化が起こった。凍結傷害による
心外膜形成前の心筋傷害モデルを作製した。その傷害修復過程では、凝血塊形成、瘢痕形成、瘢痕収縮と心筋肥大（肥
大については未確認）が経時的に起こったが、心筋細胞の過剰な増殖と心筋再生は検出できなかった。

研究成果の概要（英文）：In this project, roles of primitive epicardium against the myocardial development 
before the onset of coronary circulation was investigated; and a cardiomyocyte injury model was 
established to examine the restoration process of the injured cardiomyocytes during development. 
Primitive epicardium was required for proper development of the compact ventricular layer and the 
signaling molecules regulating the cardiomyocyte differentiation and maturation were FGF and TGFβ. The 
investigator also established cryoinjury model of the developing heart during embryogenesis. The 
restoration process of the injured heart included formation of the clot, scar formation, scar contraction 
and cardiomyocyte hypertrophy surrounding the injury. Neither cardiomyocyte proliferation nor 
regeneration was observed at the acute phase of restoration. Further experiments are necessary to 
elucidate the mechanisms underlying the restoration of the injured heart during development.

研究分野：解剖学・発生学
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１．研究開始当初の背景 
（１）発生初期（初期神経胚）、左右の前方

側板中胚葉に存在する予定心臓領域が融合

して一本の原始心筒として形成され、拍動

（循環）が開始する。原始心筒は内側の内皮

細胞層と外側の心筋層で構成される。原始心

筒は伸長し、右に曲がったループ心を形成す

る。ループ心が形成されると、心臓静脈門（静

脈洞）前壁の中胚葉組織から心外膜原基が発

生し、心外膜原基から派生した原始心外膜が

第三の層として心筋表面をシート状に覆う。

原始心外膜は上皮間葉移行によって間葉細

胞を心外膜下に供給する。この間葉細胞は血

管内皮細胞、平滑筋細胞、外膜細胞に分化し

冠循環を司る冠状血管を形成する。さらに心

臓間質細胞を供給し、心筋層の形成にも関与

する。しかし原始心外膜がどのようなメカニ

ズムで心筋層成長に係るかは不明である。ま

た心外膜マーカーを用いたマウスの研究で

原始心外膜から心筋が分化し傷害心筋の再

生に寄与する可能性が示唆されたが否定的

な報告もある。 

（２）哺乳動物の心臓は冠状動脈の閉塞等に

よる心筋傷害（心筋梗塞）を起こすと、障害

心筋は瘢痕組織に置換され、心筋細胞は再生

しない。したがって広範囲の心筋傷害は心不

全を惹起する。一方、イモリ（有尾両生類）

やゼブラフィッシュ（硬骨魚類）は再生能力

を持ち、四肢（魚類では鰭）のみでなく成体

心臓の傷害も再生し心筋組織によって修復

される。しかしこの心筋再生を司る細胞機構

や分子機構は不明である。また有羊膜類の胚

子・胎児の心筋再生に係る研究はなくアフリ

カツメガエル（無尾両生類）では変態前の胚

子期の心筋再生能力が知られている。 
 
２．研究の目的 
（１）原始心外膜の除去によりどのような心

筋発生異常（心筋傷害）が起こるかを明らか

にしその分子機構について検討する。 

（２）原始心外膜形成前の心筋傷害モデルを

作製し、その修復過程を明らかにする。また

心筋再生（新生や過剰な増殖）が起こればそ

のメカニズムについて検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）ニワトリ胚心臓を用いた心外膜形成不

全モデルの作製：ニワトリ受精卵の卵殻を開

窓し発生ステージ 16のニワトリ胚（心ルー

プが形成されたステージ）の心膜体腔を開放

し、心外膜原基をバイブレーションニードル

によって切除した。また心外膜原基を卵殻膜

で覆い原始心外膜の伸展をブロックした。 

（２）ニワトリ胚心臓を用いた心筋傷害モデ

ルの作製：心外膜形成前の発生ステージ 16

の原始心室心尖部に、凍結、切除、熱傷害を

与え適切な傷害モデルを検討した。 

（３）組織学的検討：作製したモデルの心臓

は緩衝ホルムアルデヒド溶液で固定し、パラ

フィンあるいはOCTコンパウンドに包埋し、

それぞれパラフィン切片、凍結切片標本を作

製した。パラフィン切片はヘマトキシリンエ

オジン染色を行い形態変化を観察し、凍結切

片は特異的抗体を用いて蛍光免疫染色を行

い目的分子の組織内局在を検出した。培養細

胞は固定し蛍光免疫染色によって目的分子

の局在を検出した。 

（４）器官培養：胚心臓から心筋組織あるい

は心外膜組織を単離し、心筋単独あるいは共

培養（心筋＋心外膜）を無血清培地にて行っ

た。検討する目的の分子あるいはその阻害物

質を培地に添加し機能獲得実験と機能阻害

実験を行った。 

（５）ウエスタンブロット：組織を SDSサ

ンプルバッファーに可溶化し、SDSポリアク

リルアミドゲルを用いて電気泳動を行った。

ゲルに展開した蛋白分子は PTFD膜に転写

し特異的抗体を用いて目的のタンパク質を

検出した。 
（６）in vivoでの遺伝子機能阻害：目的分子
のドミナントネガティブレセプター（組織に
発現し目的分子の細胞内シグナルを抑制す
る）の遺伝子を遺伝子導入試薬（リポフェク



トアミン）に混和し、心膜体腔に微量注入し
心筋に遺伝子導入を行った。再孵卵後、心筋
組織の分化を組織学的に検討した。 
 
４．研究成果 

（１）心外膜除去モデルの心室緻密層は菲薄

化していた：ヘマトキシリンエオジン染色の

組織切片で観察すると心外膜除去モデルの

心室心筋はコントロール群に比較し外層の

緻密層が菲薄化していた。心筋細胞の横紋構

造を筋肉アクチニン、細胞膜をカドヘリン、

核を DAPAで染色した。その結果、心外膜除

去モデルでは横紋構造が未発達で単位面積

当たりの心筋細胞の数が増加していた。この

結果は心外膜除去モデルでは心筋の横紋構

造が未発達で心筋細胞が小さい（正常心筋肥

大の抑制）ことを示しており、心筋分化とそ

の成長には心外膜が必要であることが判明

した。 

（２）心外膜除去モデルの心筋では FGFと

TGFβシグナルが減少していた：心外膜除去

モデルで、心筋発生に係る FGF（繊維芽細胞

増殖因子）、TGFβ（形質転換成長因子）、BMP

（骨形成因子）の発現およびシグナルについ

て免疫染色とウエスタンブロットによって

検討した。その結果、心外膜には TGFβが発

現していたため、心外膜除去モデルでは心筋

の TGFシグナル伝達（リン酸化 Smad2）が

低下していた。また心筋除去モデルの緻密層

では FGFの発現が低下し、FGFシグナル（リ

ン酸化 ERK）が低下していた。BMPシグナ

ルに差はなかった。以上の結果から、心外膜

除去モデルの心筋では TGFβ、FGFシグナル

が減弱していることが明らかになった。 

（３）TGFと FGFシグナルは培養心筋の分

化と肥大化を促進した：心外膜除去モデルで

は心室緻密層の心筋分化と正常心筋肥大が

抑制され緻密層が菲薄化していた。この結果

は心外膜由来のシグナルが心筋分化と肥大

を誘導していることを示唆する。心室心筋を

培養し、培養した心外膜の培養上清を添加し

たところ心筋分化と肥大化が誘導された。次

に心外膜と共培養した心室にTGFβのインヒ

ビターを投与したところ心筋分化と肥大化

が抑制された。また FGFインヒビターの投与

によって肥大化が抑制された。次に無血清培

養した心室心筋の培地にTGFβと FGFのリコ

ンビナントタンパクを添加したところ、心筋

分化と心筋肥大化を誘導することができた。

この結果は心室心筋緻密層の成長には心外

膜から分泌される、あるいは心外膜によって

心筋に誘導される TGFβ、FGFシグナルが関

与していることが明らかになった。 

（４）in vivo心室のドミナントネガティブ

TGFβレセプターとドミナントネガティブ

FGFレセプターの共発現は心筋分化と肥大

化を抑制した：培養での TGFβと FGFの作用

を確認するために発生ステージ 16の心室心

筋にドミナントネガティブ TGFβレセプター

とドミナントネガティブ FGFレセプターを

遺伝子導入し、発生ステージ 29で心室心筋

緻密層の成長を検討した。その結果、実験群

では心筋分化と心筋細胞の正常肥大化が抑

制されていた。 

以上の結果から、冠循環完成前の心室心筋緻

密層の成長（分化と正常肥大）には原始心外

膜由来の誘導シグナルが必要で、TGFβと

FGFがシグナルの一端を担っていることが

明らかになった。発生過程において心尖部心

外膜は最も後に形成される。今回の研究結果

から心外膜形成不全はヒトに発症する心尖

部心筋緻密化障害の原因の一つであること

が示唆された。 

（５）心室傷害モデルの作製：心外膜形成前

の胚心臓の心筋傷害モデルの作製を行った。

傷害は冷凍、切除、熱傷害の３方法について

検討した。傷害後の心臓組織切片で傷害組織

が確認され生存率が高い冷凍傷害をモデル

として選択した。冷凍傷害モデルは、液体窒

素で１分間冷却した直径 200マイクロメータ

ーの自家製チタンプローブを使用した。発生

ステージ16まで孵卵した受精卵は４℃で約1



時間冷却し拍動を停止させた。心臓を心外膜

腔から露出させ心室心尖部に冷却したプロ

ーブを接触させ傷害を作った。1分間の接触

後、ペニシリン・ストレプトマイシンを含有

するタイロイド緩衝液を心膜体腔内に投与

し、卵殻窓をセロハンテープで閉鎖して再孵

卵した。目的のステージで心臓を摘出し組織

学的検討を行った。 

（６）胚心臓冷凍傷害モデルの修復過程：冷

凍傷害・再孵卵後胚心臓を摘出しヘマトキシ

リンエオジンで染色した連続組織標本を作

製し修復過程を観察した。傷害後 1日では冷

凍傷害部位の心筋は完全に欠損していた。欠

損心筋部位に隣接する内皮細胞は心室外に

突出し、突出した内皮細胞の袋内に血球細胞

が認められた。また内皮細胞は形成された原

始心外膜に接触していた（内皮細胞、凝血塊、

心外膜による修復）。傷害後 2日目では修復

部位の内皮細胞および心外膜下に間葉細胞

が集積していた。これらの間葉細胞はそれぞ

れ心内膜、心外膜の上皮間葉移行によって形

成されたものと推測された（瘢痕形成）。傷

害 3から 4日では傷害部位の間葉細胞が増殖

し瘢痕様組織を形成し、心内膜の袋状突出

（心内膜嚢）の頚部は狭小化していたが心筋

に置換されてはいなかった。傷害 5日後には

瘢痕組織は残っているものの心内膜嚢頚部

の内腔は消失していたが内皮細胞は残って

いた。また瘢痕周辺の心筋細胞は厚くなって

いるように見えた（瘢痕収縮と心筋細胞の増

殖あるいは肥大）。今後、さらに長期的に経

過を追跡する予定である。 

（７）心内膜おび心外膜由来の瘢痕組織中に

幼弱心筋細胞は認められなかった：瘢痕形成

期の瘢痕組織から心筋細胞が発生しうるか

について、幼弱心筋マーカーの免疫染色で検

討した。その結果、瘢痕組織内に幼弱心筋細

胞は認められなかった。すなわち心外膜ある

いは心内膜が脱分化し新たに心筋に形質転

換する修復過程を検出することはできなか

った。 

（８）急性期の修復過程で過剰な心筋細胞の

増殖は検出できなかった：傷害 2日から 7日

の間で心筋増殖を検討した。凍結切片を作製

し、細胞分裂M期のマーカー分子リン酸化ヒ

ストン H3と心筋分化マーカーMef2Cの二重

蛍光免疫染色を行った。心筋傷害周辺でM期

の心筋細胞の過剰増加は認められなかった。

今後は急性期の心筋細胞の肥大と、亜急性期、

慢性期の心筋細胞の増殖および肥大につい

て検討する必要がある。心筋が過剰増殖して

いる時期を明らかにし、DNAマイクロアレー

を実施し増殖にかかわる分子機構について

検討したい。 

（９）結論 

①冠状血管形成前の心室心筋緻密層分化と

成長には心外膜と心筋の相互作用が必要で

あり、TGFβ、FGFシグナルがその一端を担

っている。 

②心外膜形成前の凍結心筋傷害モデルを作

製した。 

③心外膜形成前の心筋傷害の急性期の修復

は①凝血塊形成、②瘢痕形成、③瘢痕収縮と

心筋肥大（肥大については未確認）が経時的

に起こった。 

④瘢痕組織からの心筋再生（新生）、傷害部

位周辺の過剰心筋増殖は検出できなかった。 

⑤心筋傷害修復過程と心筋増殖については

亜急性期、慢性期での検討が必要である。 
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