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研究成果の概要（和文）：心筋細胞は終末分化すると増殖能を失い、成体心筋細胞はほとんど増殖しないと考えられて
いるが、この制御機構については未だ不明である。近年、生後まもなくの間は哺乳動物において心筋細胞増殖がみられ
るとの報告が散見されるため、同時期に発現する遺伝子群のなかから心筋細胞増殖制御因子の探索を行った。マウス心
臓組織での免疫染色法、培養細胞(H9C2)でのノックダウンおよび過剰発現実験により、出生期の心筋細胞に優位に発現
し、かつ細胞増殖を促進する遺伝子を複数同定した。今後、これらの因子の細胞増殖制御における分子機序につき、心
筋細胞を用いた系を含めさらに検討を進める。

研究成果の概要（英文）：Proliferative capacity of adult mammalian cardiomyocytes is very limited. 
However, its regulatory mechanism is still unclear. Since the recent studies have suggested that the 
cardiomyocytes soon after birth retain the proliferative capacity to repair damaged cardiac tissue in 
vivo, we searched possible regulatory factors of cardiomyocyte proliferation among the genes expressed 
dominantly in perinatal mouse heart and identified several genes that are expressed dominantly in the 
perinatal stage and also promote proliferation in H9C2 cells by using immunohistochemistry of mouse heart 
tissue, gene knockdown and overexpression in vitro. Next we investigate the molecular mechanism by which 
these genes regulate proliferation of the cells including cardiomyocytes.
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１． 研究開始当初の背景 
 

 心筋細胞は終末分化すると増殖能を失い、
成体では心筋細胞はほとんど増殖しないと
考えられているが、その機序についてはよく
わかっていない。胎生期の心筋細胞は増殖に
より心臓のサイズを増大させ、心臓転写因子
やシグナリング分子の遺伝子改変によって
心筋細胞増殖の促進も見られる（図１、
Nakashima-Y et al. Circulation Research 
2014（引用文献１））。近年、生後まもなくの
間は哺乳動物の心臓でも心筋細胞の増殖が
みられるという報告が散見され、マウス新生
仔に心筋梗塞を起こすと、心筋細胞増殖活性
の亢進を伴って心筋組織が再生するとの報
告がある。一方、生後１週間を越えると同再
生はおこらず、線維化組織により修復される。
このことから、出生直後には増殖能を持つ心
筋細胞が存在するが、生後短期間のうちに増
殖能を失うと考えられる。われわれは心筋細
胞が増殖能を持つ時期に発現している遺伝
子群が、生後の心筋細胞の増殖制御に重要で
あると考えたので、それらの遺伝子群の心筋
細胞増殖に対する効果について検討を行っ
た。 

 

図１ Sln-Cre Nkx2-5 コンディショナルノック

アウトマウスにおける心筋細胞増殖能の亢進（A

心房心筋、B伝導系心筋、C増殖活性の評価）。

(Nakashima-Y et al. Circulation Research 2014

より) 
 
２． 研究の目的 
 
 本研究では、心筋細胞の増殖能が失われる
出生後早期に発現が変化する遺伝子群のな
かから心筋細胞増殖を制御する因子を同定
し、その分子学的意義を検討する。 
 

３． 研究の方法 
 
 出生後早期に発現が変化する遺伝子群に
ついて、マウスの胎仔および新生仔の心臓組
織での免疫染色法、ラット心臓筋芽細胞ライ
ン（H9C2）での各遺伝子の siRNA によるノ
ックダウンまたは cDNA の過剰発現による
細胞増殖能の検討、マウス ES 細胞由来分化
心筋細胞での各遺伝子のノックダウンおよ
び過剰発現による心筋細胞増殖能の検討に
より、出生後早期に発現変化を示しかつ心筋
細胞増殖に関与する因子を同定し、それらの
心筋細胞増殖における分子学的意義を検討
する。 

 

図２ 胎生期、新生仔期および成体期における候

補遺伝子（遺伝子 C）の免疫染色による発現パタ

ーン。 
 
４． 研究成果 
 
（１）出生後の心筋細胞において発現低下す
る遺伝子群の同定  
心発生過程のうち、出生後早期にマウス心

で mRNA 発現レベルが経時的に低下する遺伝
子群について、各遺伝子の抗体を用いたマウ
ス胎仔および新生仔心臓組織切片での免疫
染色法を行った。いくつかの遺伝子について
は、心内膜細胞や間質細胞、血管構成細胞等
の非心筋細胞での発現を反映したものであ
ったが、心筋細胞での経時的発現低下を示す
因子を複数同定した。出生後早期に経時的に
発現低下する遺伝子 Aおよび Cは、出生直前、
出生後早期に心筋細胞での発現を認める一
方、成体期の心筋細胞では発現が低下した
（図２）。 
 
（２）siRNA を用いた細胞増殖促進因子の同
定 
出生後心筋細胞は増殖能を喪失するが、そ

れに一致して発現が低下する遺伝子群に心
筋細胞の増殖能喪失に重要な因子が含まれ
ている可能性を考えたので、つぎに、出生後
早期に心筋細胞で発現が経時的に低下した



遺伝子について、ラット心臓筋芽細胞ライン
（H9C2 ライン）を用いて各遺伝子を siRNA に
よりノックダウンし、増殖促進能を持つ遺伝
子を探索した。ノックダウン後２日で細胞数
が有意に低下する遺伝子を複数同定した（図
３A）。前述の遺伝子 A および C については、
MTT assay により経時的な細胞増殖の評価を
行ったが、どちらも siRNA により有意に細胞
増殖の低下が見られた（図３B）。 

 
図３ H9C2細胞における候補遺伝子群の siRNAを

用いたノックダウンによる細胞増殖能の検討 
 
（３）過剰発現系による細胞増殖促進因子の
同定 
つぎに遺伝子 Aおよび Cについて、過剰発

現ベクターを H9C2 細胞にリポフェクション
法により遺伝子導入を行い、細胞増殖が促進
されるかを検討した（図４A）。はじめに蛋白
C末端をFlagタグで標識した発現ベクターを
遺伝子導入し、各遺伝子の蛋白発現を確認し
た（図４B）。トランスフェクション２日後の
細胞数を評価すると、GFP を発現させたコン
トロールに比べ、遺伝子 Cの過剰発現は細胞
増殖を有意に促進する結果が得られた。一方、
遺伝子 Aの過剰発現では、有意な変化は得ら
れなかった（図４C）。 
 
（４）ES 細胞分化心筋細胞を用いた、心筋細
胞増殖促進の検討 
つぎに、同定された遺伝子群が、心筋細胞 

 
図４ H9C2細胞における候補遺伝子の過剰発現に

よる細胞増殖能の検討 
 
での増殖制御に関与するかを検討するため
に、ES 細胞由来分化心筋細胞を用いて実験を
行った。ES 細胞からは心筋細胞をはじめ、
様々な組織の細胞を分化させることができ
る。われわれが以前作成した Nkx2-5-Neo ES
細胞ライン（Nakashima-Y et al. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 2010（引用文献２））
は、ネオマイシンによる薬剤選別により心筋
細胞のみを得ることができる。同 ES 細胞由
来分化心筋細胞において同定された遺伝子
の過剰発現が心筋細胞の増殖促進に働くか
を検討している。図５はネオマイシン選別後
の ES 細胞由来分化心筋細胞で、免疫染色法
により遺伝子 C の発現を確認した（図５）。
今後、同心筋細胞に対して siRNA によるノッ
クダウンや過剰発現の効果について検討し
ていく。 

 
図５ ネオマイシン選別により純化した ES 細胞
由来分化心筋細胞における遺伝子 C の発現（免疫
染色） 
 
（５）考察 
これらの結果から、出生後早期に発現が低

下する遺伝子のうち、培養細胞レベルで細胞
増殖を正に制御するものを同定することが



できた。出生後の同因子の発現低下が、生後
の心筋細胞においても増殖能低下に関与す
る可能性、また同因子の発現増強により増殖
能が亢進する可能性が示唆される。今後、上
記 ES 細胞由来分化心筋細胞およびラット初
代培養心筋細胞において、候補遺伝子群の心
筋細胞増殖制御への関与や、過剰発現による
心筋細胞増殖促進の可能性について検討す
る。 
 今回同定された遺伝子は出生後に発現が
低下し、H9C2 での細胞増殖に促進的に働くこ
とが示唆される。遺伝子 Aは、非ヒストンク
ロマチン関連蛋白で、おもに発生期を中心に
幅広い組織に発現し、細胞増殖を促進すると
の報告があり、ノックアウトマウスの検討で
も同様の結果が示唆されている。遺伝子Cは、
細胞骨格に結合する蛋白で、核移行を示す。
胎生期より心筋細胞を含め幅広い組織に発
現が見られ、他組織では成体でも発現が維持
されるが、心臓では発現が低下する。心筋細
胞の増殖能については古くから注目されて
おり、増殖因子による効果や細胞周期解析を
含め多くの検討がなされているが、その制御
機構については未だ不明な点が多い。今回の
結果から、出生後早期に発現が低下する遺伝
子群には、培養細胞レベルでの細胞増殖に関
与するものが含まれていた。これらの遺伝子
の発現低下が、出生後の心筋細胞増殖能の抑
制に単独または共同で関与している可能性
はあり得ると考えられ、さらに心筋細胞での
解析を含め検討を進める。 
 ごく最近の報告から、クロマチン修飾や
micro RNA、また転写因子 Meis、 Hippo 
signaling といった細胞増殖制御シグナルが
出生後の心筋細胞増殖制御に関与している
可能性が示唆されているが（Porrello-ER, 
Olson-EN. Stem Cell Research 2014（引用
文献３））、心筋細胞で増殖が抑制される詳し
い機序については未だ不明な点が多い。本研
究の候補遺伝子とこれらの因子との関連性
についての検討についても有用と考えられ
る。 
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