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研究成果の概要（和文）：Atypically-shaped cardiomyocytes（ACMs）は，成体マウスの心室組織から単離され
た細胞である。ACMsは低酸素環境に耐性を有し，培養すると自発的に大きく成長して拍動を開始する．培養ACMs
を経時的に観察した結果，プリオンタンパク質を発現する小型細胞が互いに融合して多核の大型細胞に成長する
ことを見出したが，細胞分裂は現在の培養条件下では観察されなかった．これらのことから，ACMsは幹細胞から
次の段階へ分化の進んだ心筋前駆細胞の一種であると考えられた．また，ACMsはマウスおよびヒトにおいて老齢
に至るまで心臓組織に存在することも明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We recently discovered a novel subpopulation of adult mouse heart cells that
 spontaneously develop into beating cardiomyocytes, defined as atypically-shaped cardiomyocytes 
(ACMs). ACMs are likely to be cardiac progenitor cells that possess more resistance to severe 
ischemic conditions compared to the ventricular myocytes and survive the long-term post-natal 
development while preserving the expression of fetal cardiac gene products. Under culture 
conditions, ACMs fuse with each other to become large beating cells, however, we could not observe 
cell proliferation. In combination with cardiac-specific contractile protein cardiac troponin T 
(cTnT), PrP/cTnT-expressing cells are found in the interstitial spaces among ventricular myocytes 
both in mouse and human adult heart, indicating that these cells remain in the normal heart 
throughout the lifetime. 

研究分野： 細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 心臓には，心筋細胞，内皮細胞，血管平
滑筋細胞などに加え，cardiac progenitor 
cells および side population cells に分類さ
れる種々の幹細胞が存在することが明らか
になり，これらの幹細胞を培養してホルモ
ン等で刺激したり，マウスの傷害心に対し
て直接あるいは静脈を介して注入したりす
ることによって心筋細胞に分化させる方法
が報告されている． 

申請者らは，ランゲンドルフ灌流による
成体マウス心室筋細胞単離の最終過程にお
いて，遠心によって取り除かれた上清分画
（心筋細胞を含まない小型細胞分画）を集
めて methylcellulose を含む半固形状培地
中で培養したところ，3~5 日後の接着細胞
群の中に，枝分かれした形態に変化すると
ともに自動的に拍動する細胞が存在するこ
とを見出した（図 1）． 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 拍動中の ACMs (bar: 50 m) 
 
 この細胞の分裂・増殖は観察されず，幹
細胞マーカーとして知られる細胞表面抗原
の発現も見られなかった．ほとんどの細胞
は多核であり，自動能を有し，心室筋の主
要なギャップ結合タンパク質である
connexin-43 の発現が確認された．また，
パッチクランプ法により，洞房結節細胞に
類似した自発的活動電位が記録された（図
２）．これらのことから，心室筋組織内に存
在し，心室筋細胞と洞房結節細胞の両方の
特徴を併せ持ったこの細胞を「非定型心筋
細胞（atypically-shaped cardiomyocytes , 
ACMs）」として同定した． 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
図 2．ACMs の自発的活動電位 
 
 また，出生直後から老年までのマウスの
ACMs について調べた結果，生後１日目で
は数千個の ACMs が確認されたが，その後
急速に減少し，成体になるとその細胞数は
ほぼ一定であること（図３）， atrial 

natriuretic peptide や T-type Ca2+ 
channel (Cav3.2)などの胎仔性心筋遺伝子
によってコードされるタンパク質を老年に
至るまで発現していることが明らかになり，
ACMsは胎生期から心臓に存在している可
能性が示唆された． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．出生後の ACM の細胞数の変化 
 
 さらに，ACMs を低酸素環境下に曝した
ところ，心室筋細胞に比べて生存率が高い
ことが明らかになった．正常の条件下で培
養中の ACMs について，細胞内微細構造を
調べてみると，自食（オートファジー）に
よりミトコンドリアなどを取り込んだと見
られる多数の自食胞（オートファゴソーム）
がリソソームによる種々の段階の加水分解
を受けている様子が観察された（図４）． オ
ートファジー阻害剤であるBafilomycin A1

によって細胞の成長（形態変化と拍動の開
始）および低酸素環境に対する耐性が抑制
されたことから，ACMs におけるオートフ
ァジーの恒常的活性化が，細胞の成長と虚
血耐性に貢献していることが推察された． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．ACM の透過型電子顕微鏡像 
 
 
２．研究の目的 
 
 ACMs の細胞周期の分子基盤とその調節
および電気生理学的性質について，心室筋細
胞，心房筋細胞，洞房結節細胞，心臓に存在
する幹細胞との相違点を明らかにすること
により，ACMs の生理的意義および細胞周期
調節機構を解明することを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
 
ACMs の単離と培養 



 マウスの心臓をランゲンドルフ灌流装置
を用いて酵素液で灌流し，心筋細胞を遠心し
て除いた分画をさらに遠心し，沈殿した小型
の細胞を Methylcellulose を含む半固形状培
地で培養した． 
 
形態的観察とタンパク質発現 
 培養細胞の動画を撮影し，拍動の様子を記
録した．発現タンパク質の確認は，抗体染色
画像を記録することによって行った． 
 
マイクロアレイ解析 
 フィルム上に培養した ACMs をレーザー
マイクロダイセクション装置を用いて切り
出して集め，RNA を抽出し，増幅した後に
DNA に逆転写し，マイクロアレイ解析を行
った． 
 
４．研究成果 
 
 ACMs は，ランゲンドルフ灌流による成体
マウス心室筋細胞単離の最終段階で得られ
た「心筋細胞を含まない小型細胞分画」の培
養中に発見された，自動的に拍動する細胞で
ある．ACMs の多くは多核であり，α-actinin
や cardiac troponin T (cTnT)などの収縮タン
パク質を発現しているが，Sca-1 などの心臓
に存在する体性幹細胞マーカーを発現して
いないことがわかった（図 5）．  
 

 
図 5. a．ACM はアクチニン（赤）陽性 Sca-1
（緑）陰性  b. 幹細胞はアクチニン陰性
Sca-1 陽性の細胞であることを示す． 
 
 心筋細胞は明らかになっている表面抗原
マーカーがほとんどない．ACMs のマーカー
を探索したところ，心筋細胞心筋前駆細胞の
マーカーとして報告されている CD230
（prion protein, Prp）を細胞膜に強く発現し
ていることを明らかにした（図６）． 
 

 
図6. ACMsと心筋細胞におけるPrP（緑）

の発現. 
 

培養中の ACMs を経時的に観察したところ，
既に拍動している ACMs に対して小型で丸
い形状の PrP 陽性細胞が遊走し融合するこ
とを見出した（図６）．しかしながら，現在
の培養条件下では ACMs の分裂・増殖は観察
されなかった．このことから，ACMs は細胞
融合によって，より大型で複雑な形状の多核
細胞に成長する可能性があると考えられた． 
 
 

 
図６. 培養中の ACMs の細胞癒合の様子 
 
 PrPはほとんどの細胞に発現しているため，
心筋収縮タンパク質との共発現を調べるこ
とにより，ACMs を認識できることを見出し
た．マウス心室組織を調べたところ，PrP と
cTnT を共発現する小型細胞が心室筋細胞の
間隙に単独またはクラスター状で存在する
ことがわかった（図 7）．PrP 陽性細胞は血球
系幹細胞マーカーであるCD45を発現してい
なかった．これらのことから，PrP/cTnT 陽
性細胞は心筋前駆細胞の一種である可能性
が示唆された． 
 

 
図７. マウス心臓組織における PrP/cTnT 陽
性細胞 
 
 マウスの ACMs と心室筋細胞から RNA を
抽出し，マイクロアレイ解析を行った結果，
ACMs は心室筋細胞に比べて発現が増加し
ている遺伝子は少ないことがわかった．一方，
ACMs で発現が低下している遺伝子は多く，
クラスター解析によって，ミトコンドリアや
収縮タンパク質に関連したタンパク質をコ
ードする遺伝子群であることが明らかにな
った．これらの結果は，ACMs において，オ
ートファジーによるミトコンドリアの自食
や，電子顕微鏡像による低密度な筋繊維分布
を裏付けるものであると考えられた． 
 
 



さらに，ヒト心室組織においても，PrP/cTnT
陽性細胞が心室筋細胞の間隙に存在するこ
とを明らかにした（図８）． 
 

 
図８. ヒト臓組織における PrP/cTnT 陽性細
胞 
 
 
これらのことから，ACMs は成体の心臓にお
いて，胎生期からの心臓細胞が心筋前駆細胞
の一種として細胞間隙に残存していること
が示唆され，ACM は通常は静止であること，
隣接する心筋細胞が単離されると成長して
拍動細胞となることが推察された．ACMs は，
幹細胞から心筋細胞へと分化が進んだ細胞
であり，化学的な刺激がなくても成長するこ
とから，細胞周期は停止しているものと考え
られた．ACMs は多核細胞が多く，当初は分
裂が起きている可能性があると考えていた
が，その原因は細胞融合にある可能性が高い
ことが本研究により明らかになった．今後は，
この細胞周期を再開させて心筋細胞に再生
させる手段の開発が望まれる． 
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