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研究成果の概要：冠動脈の大動脈近位部発生、特に大動脈への開口の過程と関与する細胞や接

着分子について検討した。動脈幹分割や大血管の弁形成に関与する神経堤細胞や右心室流出路

形成に関与する二次的心臓前駆細胞はこの過程に直接関与せず、心外膜前駆細胞から分化し大

動脈周囲に形成される冠動脈原基と大動脈内皮との間の直接的なシグナル交換により冠動脈口

が形成されることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

冠循環は高度な分化を遂げた脊椎動物に
認められる循環システムである。しかし、冠
動脈が大動脈に開口する機序については不
明な点が多い。冠動脈の発生について、その
原基は心外膜前駆組織であることが明らか
にされつつあるが、大動脈近位部の形成、特
に大動脈への開口にあたっては、動脈幹の分
割や動脈の弁形成に関与する神経堤細胞、右
心室の流出路形成に関与する二次的心臓前
駆細胞等の心臓外に起源を有する細胞の関
与も示唆されているが定説はない。また、大
動脈内皮が外に向かって突出するのか、大動
脈周囲の組織が大動脈内に入り込むのかも
明らかにされていない。 

２．研究の目的 
冠動脈近位部の発生過程を明らかにする

ため、心臓外に起源を有し、かつ心臓（特に
動脈幹や冠動脈）の発生に深く関与すること
が明らかな細胞に注目し研究を行うことと
した。具体的には、冠動脈原基となる心外膜
前駆組織(proepicarial organ:PEO)由来の細
胞、それに心臓神経堤細胞（cardiac neural 
crest cell:cNCC）と二次的心臓前駆細胞
(second heart field:SHF)について、心臓発
生過程におけるこれらの細胞の相互作用、動
脈幹の分割と冠動脈発生への関与と両者の
解剖学的な関係を明らかにする。また、テネ
イシンや PECAM、HNK-1 等の接着分子の役割
についても検討する。 
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３．研究の方法 
PEO 由来の細胞から冠動脈が発生する過程

で cNCC や SHF 細胞が与える影響について in 
vitro と in vivo で検討した。特に冠動脈近
位部における cNCC や SHF 等の心臓外組織由
来細胞の分布について組織学的に検討した。
また、PEO とその他の細胞の相互作用を検討
するため、ニワトリ及びマウス胚から摘出し
た PEO 細胞の培養系を確立し、他の細胞との
共培養を実施した。 

(1) マウス胚での細胞接着分子の分布 

 胎生 12－14 日のマウス胚を用い、テネイ
シン Cや PECAM 等の細胞接着分子の冠動脈開
口部付近の分布の変化について組織化学的
に検索し、cNCC、PEO、SHF 細胞との関連性に
ついて検討した。 

(2) PEO 細胞と cNCC の共培養 

HH16-17のニワトリ胚と胎生8.5日のマウス

胚からPEO細胞を摘出し、血清添加コラーゲン

ゲル上で37℃にて2週間培養した。 

HH10-11のニワトリ胚からcNCCを含む神経

管の部分を摘出しコラーゲンゲル上にて培養

した。この培地上にHH16-17のニワトリ胚から

摘出したPEOを加えて培養を試みた。同様に胎

生8.5日のマウス胚からcNCCを含む神経管の

一部を摘出し、コラーゲンゲル上にて培養し

PEOを加えて培養を試みた。また、この継続と

して両方の培養面を密着させ、共培養の代用

とすることを試みた。 

(3) PEO 細胞と SHF 細胞の共培養 

HH14のニワトリ胚からSHFを含む咽頭弓部
分を摘出し、コラーゲンゲル上にて培養した。
この培地上に HH16-17のニワトリ胚から摘出
した PEO を加えて培養し、形態変化を実態顕
微鏡下に観察した。 
(4) 心臓周囲の神経由来組織の分布 
 平成 19年度と 20年度の途中までの結果を
踏まえ、cNCC を含む神経系組織と心臓発生の
関係を再検討する目的で、神経系組織のマー
カーである HNK-1を用いて冠動脈形成前から
形成期にあたる胎生 12.5 日から 16.5 日のラ
ット胚における発現を検索した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス胚での細胞接着分子の分布につ
いて 
①大動脈周囲での冠動脈の形成 
 胎生 13 日のマウス胚では大動脈周囲にテ
ネイシンＣ陽性の組織がメッシュ状に形成
され（図１A,D）、それが胎生 14 日になると
密に集合し大動脈に接近するのが観察され
た(図１B,E)。さらに胎生 14 日の後半になる
と冠動脈は大動脈に開口し、大動脈と冠動脈
内皮にのみテネイシンＣは陽性であった（図
１C,F）。 

図１．胎生 13 日から 14 日のマウス胚におけ
るテネイシン C の発現（A,B,C は HE 染色、
D,E,F はテネイシン C 抗体を用いた免疫染色
で、矢印は開口前の矢印頭は開口後の冠動脈
を示す） 
 
胎生 14 日のマウス胚の心臓をテネイシンＣ
と血管内皮のマーカーである PECAMとの二重
染色したものを図 2に示す。テネイシンＣは
大動脈と冠動脈の内皮だけでなく、さらに周
囲の組織にも強く発現していることが明ら
かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．胎生 14 日のマウス胚の心臓における
テネイシン Cと PECAM の発現 
 
②冠動脈開口部の形成と内皮マーカーの発 
現 
 冠動脈開口の過程を明らかにするため初
期の血管内皮マーカーであるレクチンと
PECAM 発現を冠動脈の開口前後で検討した。 
胎生 13 日のマウス胚（開口前）では大動脈
周囲の冠動脈原基の内皮と大動脈の内皮に
レクチンが強く発現していたが、大動脈周囲
の組織における PECAMの発現は明らかでなか
った。胎生 14 日の開口時も開口前と同様の
所見であった（図３、４）。しかし、胎生 14
日の冠動脈開口後には PECAMが冠動脈内皮に
発現するのが観察された。さらに周囲の冠動
脈原基の内皮においてはレクチンのみが発
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現しており、PECAM の発現は見られなかった
（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．冠動脈が大動脈に開口する前（胎生 13
日）のマウス胚心臓におけるレクチン（緑）
と PECAM（赤）の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．冠動脈が大動脈に開口する時期（胎生
14 日早期）のマウス胚心臓におけるレクチン
（緑）と PECAM（赤）の発現 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５．冠動脈が大動脈に開口した後（胎生 14
日後期）のマウス胚心臓におけるレクチン
（緑）と PECAM（赤）の発現 
 

以上より、大動脈周囲の冠動脈原基と冠動
脈口となる部位の大動脈内皮はレクチン陽
性の極めて primitive な内皮であり、開口し
た後、冠動脈が成長するにつれ大動脈内皮側
から PECAM陽性の成熟した内皮が冠動脈の抹
消側に向かって順次伸張していく事が示さ
れた。 
 
(2) PEO 細胞と cNCC の共培養 
 HH16-17 のニワトリ胚と胎生 8.5 日のマウ
ス胚から摘出した PEO細胞は血清添加コラー

ゲンゲル上で 37℃、2 週間の培養で成長し、
血管内皮のマーカーの発現も見られ血管組
織に分化することが明らかとなった（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６．2週間培養した PEO 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７．cNCC と共培養した PEO 細胞 
 
しかし、cNCC との共培養や培養面を接着させ
る方法では PEO細胞の形態変化や分化は見ら
れなかった（図７）。この結果から、PEO が冠
動脈に分化するうえで cNCC が重要な因子で
ある可能性は少ないと考えられた。 
実験の限界として、発生ステージの異なる

時期の細胞を共培養したり、哺乳類で発生環
境の異なる組織の細胞を共培養する方法論
に問題がありそうで、方法を再考する必要が
あると考えられた。 
 

(3) PEO 細胞と SHF 細胞の共培養 
 (2)の結果と同様、PEO 細胞と SHF を含む咽
頭弓部分の共培養や培養面を接着させる方
法では PEO細胞の形態変化や分化は見られな
かった。この結果から、PEO が冠動脈に分化
するうえで SHFの細胞が重要な因子である可
能性は少ないと考えられた。 
 実験の限界として、（2)に加え、咽頭弓部
は種々の細胞群で構成されていることが問
題となっている可能性がある。SHF の細胞を
単離する方法を用いる必要がある。 
 また、上記の結果から、当初予定していた
Suzuki HR らの方法に準じて HH10-HH11 のニ



 

 

ワトリ胚の cNCC を含む神経管の部分（耳胞
ー第 3体節）と、Ward らの方法に準じて HH14
のニワトリ胚の SHFを含む咽頭弓の部分にカ
ルボシアニン色素である DiI を微量注入し、
冠動脈周囲の分布を追跡する実験は実施せ
ず、研究の方法の(4)を行うことにした。こ
の結果を以下に示す。 
 
(4) 心臓周囲の神経由来組織の分布につい
て 
胎生 12.5 日のラット胚において、HNK-1 陽
性細胞は背側間葉組織に発現し、胎生 13.5
日には心房中隔にも発現した。このステージ
は一次中隔の発達と肺静脈が背側に進展す
るのと一致していた。 

 
図８．胎生 12.5 日ラット胚における HNK-1
の発現 
 

胎生 14.5日には HNK-1 陽性細胞は心房中
隔全域から静脈弁、上下大静脈、洞房接合部
に及ぶ広い分布を示し、反回神経や迷走神経
叢と直接連続していた（図９）。これらの細
胞群は自律神経組織や一部刺激伝導系に分
化する可能性が示された。 

また、胎生 16.5 日には右心房に沿う HNK-1
陽性組織から連続して大動脈周囲にも強い
HNK－１陽性の細胞群が確認された（図 10）
が、この時期は冠動脈が大動脈に開 
口する時期とは一致せず、冠動脈の開口に 
は直接関係しないことが示唆された。 

  
 
 
 

 
図９．胎生 14.5 日ラット胚における心房と
背側間葉組織（左欄下段）と心室及び房室接
合部（上段）における HNK-1 の発現 
 

 
図 10．胎生 16.5 日ラット胚における HNK-1
発現 
 
以上より、冠動脈が大動脈に開口する過程

において、心臓外に起源を有する細胞のうち
PEO の細胞は大動脈周囲に細胞群を形成し冠
動脈の原基を形成するとともに開口に大き
く関与することが明らかになったが、cNCC や
SHF の細胞は直接関与しないことが示唆され
た。また、大動脈周囲に限局したシグナル、
すなわち大動脈とその周囲の冠動脈原基と
の間にタイムリーに発信されるテネイシン
等の接着分子の相互作用によって開口が完
成されると判断された。 
この過程で作用する分子とその情報伝達

の機序を明らかにすることが今後の大きな
課題である。 
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