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研究成果の概要（和文）：心発生初期において、エンドセリン-A 受容体発現細胞群が一次心臓

領域の腹側に特異的な心臓起源領域を形成すること、原始心筒形成後にその左側壁を上行して

左室と両心房の心筋に分化すること、エンドセリンシグナルが ERK リン酸化や Tbx5 遺伝子発現

制御により心室筋形成に寄与することを明らかにした。血管形成に関しては、血管新生過程の

細胞動態の可視化とコンピューター解析により樹状構造を形成する細胞の複雑な振る舞いや先

端細胞の入れ替わり現象を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Early endothelin receptor type A expression defines a subdomain 
of the first heart field contributing to chamber formation, in which endothelin signaling 
is involved by stimulating ERK phosphorylation and Tbx5 expression. In angiogenesis, 
complex cell behavior and tip cell overtaking were revealed to contribute to branching 
morphogenesis by a time-lapse imaging and computer-assisted analysis. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００９年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

２０１０年度 5,300,000 1,590,000 6,890,000 

２０１１年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

  年度    

総 計 14,000,000 4,200,000 18,200,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・循環器内科学 

キーワード：分子心臓病態学、心筋細胞、心臓発生、細胞分化、血管内皮細胞、血管新生 

 
１．研究開始当初の背景 
 心臓の起源は、これまで胚の頭側に生じる
心臓半月と呼ばれる中胚葉由来の領域とさ
れてきたが、2001 年に鰓弓に由来する二次心
臓予定領域が心流出路や右室、両心房の起源
として同定されて以来、複数の領域に由来す
る細胞が集まって心臓原基を形成し、それら
の相互作用を経て精緻な器官構造が形成さ

れていくことが次第に明らかにされてきた 
（Buckingham M et al., Nat. Rev. Genet. 6:826, 
2005）。また、大血管も二次心臓予定領域を含
む中胚葉と外胚葉に由来する心臓神経堤細
胞など領域毎に異なる起源をもち、冠血管や
一部の心筋は心流入路近くに形成される心
外膜前駆組織に由来することが明らかにさ
れ、その血管形成過程や機能的特徴も領域毎

機関番号：12601 

研究種目：基盤研究(Ｂ) 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21390238 

研究課題名（和文）心血管形成に寄与する新たな細胞系譜の同定と領域特異的な細胞運命 

決定機構の解明 

 

研究課題名（英文） Identification of novel cell lineages contributing to cardiovascular 

 development and clarification of mechanisms underlying their fate 

 determination 

研究代表者 

  栗原 裕基（KURIHARA HIROKI） 

東京大学・大学院医学系研究科・教授 

研究者番号：20221947 

 

 



 

 

に特異性をもつことが知られている（Majesky 
MW, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 27:1248, 
2007）。このように、心臓大血管は、従来考え
られていた以上に多様な細胞集団が会合し、
全体として合目的的な統合性をもった器官
として形成されると考えられており、これら
の過程で細胞間シグナルがどのように働き、
多彩な細胞分化の遺伝子プログラムを作動
させるのかが現在極めて注目されている。 
 こうした器官形成に関する知見が大きく
発展してきた背景には、遺伝子改変マウスを
中心とする発生工学研究の貢献が大きい。特
に、領域毎の起源及びその派生細胞で特異的
に発現する遺伝子マーカーが Cre-loxP シス
テムの導入などにより次々に報告され、遺伝
子欠損による心血管系の形成異常から、細胞
諸系譜において重要な役割を果たす遺伝子
群が数多く報告されてきた。しかし、個々の
分子をつなぐシグナル機構や転写因子ネッ
トワーク機構、さらには派生細胞に至る細胞
系譜の全貌は多くが明らかになっていない。
例えば、心臓の刺激伝導系の起源については
未だに謎に包まれている（Anderson RH et al., 
Anat. Rec. 280:8, 2004）。ごく最近でも心筋
分化に寄与する新たな領域・細胞系譜が報告
されるなど（Moretti A et al., Cell 127:1151, 
2006; Cai CL et al., Nature 454:104, 2008）、
この分野の研究は今進展が著しい。 
 我々はこれまでマウス遺伝学的研究によ
り、エンドセリン-1（Edn1）／エンドセリン
A 型受容体（Ednra）シグナル経路が神経堤細
胞による鰓弓・心大血管の形成に重要な因子
であることを明らかにしてきた。さらに、
Cre-変異 lox 系を用いたリコンビナーゼ依存
性遺伝子交換（RMCE）によって Ednra 遺伝子
座に外来遺伝子を高い効率でノックインで
きる系を確立し（Sato T et al, Development 
135:755, 2008）、これにより Edn1 がホメオボ
ックス遺伝子 Dlx5/6 の誘導を介して上顎・
下顎領域決定の分子スイッチとして機能す
ることを証明した（Sato T et al., Proc. Natl. 
A cad. Sci. U.S.A. 105:18805, 2008）。他の研
究グループからはマウス・ゼブラフィッシュ
の遺伝学的解析により、MEF2C が Edn1／
Ednra→Dlx5/6 経路に関与している可能性が
示された（Verzi MP et al., Dev. Cell 12:645, 
2007）。 
 一方、この系により lacZ をノックインし
たマウス胚では、その発現は頭部／心臓神経
堤細胞に認められたが、それ以外に心臓原基
の流入路腹側の領域に lacZ 陽性細胞が特徴
的なパターンで分布することを見いだした。
さらに、神経堤に由来する Ednra 陽性細胞の
一部が大血管の平滑筋細胞へと分化するこ
とが示されるとともに、胎生期に新生血管内
皮とともに神経管に侵入し、脳血管の壁細胞
分化に寄与することを見いだした。これらの

細胞の系譜や領域特異性・細胞分化や器官形
成に至る細胞間相互作用の機構を解明する
ことにより、心血管系の形成メカニズムの理
解、さらには再生治療の基盤づくりに貢献で
きると考え、本研究を着想するに至った。さ
らに本研究では、血管形成のメカニズムをよ
り詳細に理解するため、タイムラプスイメー
ジングとコンピューター解析による血管新
生過程の細胞動態解析を試みた。以下に、（1）
心臓形成における Ednra陽性細胞の動態と役
割、（2）新手法によって同定された血管新生
過程における新たな細胞動態の２つを中心
的な成果として報告する。 
 
２．研究の目的 
 心血管形成の理解とは、多様な細胞系譜間
の相互作用がどのようにして機能的構造を
形成するか、そのダイナミックな変容過程を
統合的に解明することである。そのためには
構成細胞の起源と分化系譜を明らかにする
こと、一定の形態・構造を創り出す細胞動態
や細胞間相互作用を解析する新しい手法を
確立することが重要である。本研究では、新
しい細胞系譜として心臓発生初期に見出さ
れた Ednra 陽性細胞群に注目し、この細胞群
が心臓の発生過程でどのように発生し、どの
ような動態を経てどのような細胞に分化す
るのか、他の細胞とのどのような相互作用が
器官形成に重要かを明らかにする。さらに、
器官形成過程における細胞の動態をより詳
細に理解するため、血管新生をモデルとして
細胞のライブイメージングを行い、これに基
づくデータの数値化とコンピューター解析
によって血管新生過程の細胞動態をモジュ
ール化し、細胞動態に基づく器官形成理解の
ための新たな方法論的プラットフォームの
確立を試みる。 
 
３．研究の方法 
（1） 遺伝子改変マウス 
 Ednra-lacZ, Ednra-EGFP マウスは、既報の
通りリコンビナーゼ依存性カセット交換
（RMCE）を用いて作成した。即ち、Ednra 遺
伝子第２エクソンに変異型 lox 配列（lox71, 
lox2272）で挟んだ neomycin 耐性遺伝子を導
入した ES 細胞に対し、上記変異型 lox に対
応する配列（lox66, lox2272）で挟んだ lacZ, 
EGFP 遺伝子断片それぞれを含むプラスミド
を電気穿孔法で導入して Cre リコンビナーゼ
遺伝子を含むアデノウィルスベクター
（AxCANCre）を感染させて lox 配列に相同組
み換えを起こさせ、導入遺伝子を Ednra 遺伝
子座にノックインした ES 細胞株を得た。こ
れらよりキメラマウスを作成し、生殖細胞系
列に寄与したキメラマウスよりノックイン
マウスを得た。 
 マウスは温度 23±2˚C、湿度 50-60%、12 時



 

 

間毎の明暗サイクル下に飼育し、実験に供し
た。実験は東京大学動物実験規則に則り、東
京大学医学系研究科動物実験委員会により
承認された実験計画のもとで行われた。 
（2） β−ガラクトシダーゼ染色 
 LacZ遺伝子発現によるβ-ガラクトシダー
ゼの酵素活性は、全胚固定標本または凍結切
片標本において、X-gal （5-bromo-4-chloro 
-3-indoyl β-D-galactoside）を基質とした発
色反応により検出した。 
（3） 免疫染色 
 凍結切片標本において、一次抗体反応後に
ペルオキシダーゼ、FITC、ビオチンで標識し
た二次抗体を反応させ、蛍光または発色反応
によって可視化した。  
（4） in situ ハイブリダイゼーション 
 全胚固定標本または凍結切片標本におい
て、digoxigenin で標識した RNA プローブを
用いて通常の方法で行った。 
（5） 蛍光色素ラベリング 
 マウス胎生 8.25 日胚の心流入路領域に対
して、蛍光色素 PKH67（緑）または PKH26（赤）
をマイクロインジェクションした。その後、
DMEM/F2＋50%ラット血清存在下で回転培養
を 30 時間行い、蛍光実体顕微鏡（Leica 
MZFLIII stereomicroscope＋Hamamatsu digital 
camera C4742-95）で観察した。 
（6） 組織移植・培養 
 マウス胎生 8.25 日胚の心流入路 EGFP 発現
領域より組織片を切り出し、一部の実験では
蛍光色素 SYTO16 で細胞をラベルした後、同
じ発生段階のマウス胚の流入路領域に移植
した。対照群として、心流出路、心筒領域、
尾部の組織を移植片に用いた。移植を受けた
胚は、α-MEM＋10%ウマ血清存在下で 低酸素
状態（5% CO2、95% N2）で 24 時間培養し、（5）
と同様に観察した。 
 心筋培養については、マウス胎生 8.25 日
胚の心流入路 EGFP 発現領域より組織片を切
り出し、トリプシン処理により細胞を単離し
た後、マウス胎仔心臓より調整した心臓線維
芽細胞をフィーダーとして培養した。 
（7） 細胞増殖の評価 
 増殖細胞は BrdU の取り込み（S期）、リン
酸化ヒストンH3染色（M期）により評価した。 
（8） ERK のリン酸化 
 抗リン酸化 ERK 抗体、抗 ERK 抗体を用いて
ウェスタンブロッティングを行い、リン酸化
ERK／全 ERK 比を定量的に評価した。 
（9） RT-PCR 
 遺伝子発現について、特異的プライマーを
用いてコンベンショナル PCR、定量的リアル
タイム PCR の両方の方法で評価した。 
（10） 大動脈リングアッセイ 
 マウスより摘出し、周囲の脂肪・結合織を
取り除いた大動脈の組織小片を I型コラーゲ
ンゲル上に静置し、medium-199＋5%胎仔ウシ

血清＋50 ng/ml ヒト型リコンビナント VEGF
存在下で培養した。                                                                                                                                                                                                                                          
（11） マウス生体内での網膜血管新生解析 
 蛍光ラベルした BS-1 レクチンを生後１日
のマウス心腔内に注射し、網膜新生血管への
取り込みを経時的に追跡した。 
（12） タイムラプスイメージング 
 大動脈リングアッセイ開始５〜６日後、蛍
光色素 SYTO-16 または SYTO-61 （0.1 µg/ml, 
Molecular Probes）で内皮細胞をラベルし（内
皮細胞が選択的ラベルされることは、細胞カ
ーカーとの二重染色、FACS 解析により証明）、
タイムラプス画像を共焦点レーザー走査型
顕微鏡（オリンパスFluoView FV10i）により 15
分毎に 36 時間にわたって記録した。得られ
た画像を、FLUOVIEW ソフトウェアを用いてデ
ジタル化し、解析に供した。 
 細胞のモザイク解析では、培養開始前に
EGFP 発現アデノウィルスを大動脈リング標
本に感染させた。ウィルス力価は、一部の内
皮細胞が感染するように条件を設定した。 
（13） コンピューター解析 
 ImageJ、MTrackJ、MATLAB の解析ソフトを
用いて、以下の解析を行った。ラベルされた
各細胞をマニュアルでプロットし、その時系
列データをピクセル座標として蓄積した。各
分枝の伸長方向を軸として、各プロットの位
置と速度を変換した。そのデータから、細胞
の速度、方向性の相関、連続性、先端細胞の
伸長動態などをモジュール化し、それぞれを
表現するパラメータを独立性の検証を経て
数値化し、数理統計手法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（1） 心臓形成における Ednra 陽性細胞の動
態と役割 
①Ednra-lacZ/EGFP マウスを用いた Ednra 陽
性細胞群の動態解析 
 ETAR-lacZ マウスと ETAR-EGFP マウスを用
いて、心臓形成過程における Ednra 発現細胞
群の動態を解析した。Ednra 陽性細胞群はマ
ウス胎生 8.0 日胚（E8.0）の心臓原基腹側に
おいて最初に認められ、原始心筒形成期には
心臓流入路の腹側に局在していた。その発現
は、in situ ハイブリダイゼーションによる
Ednra 遺伝子の発現パターンとほぼ一致して
おり、内在性 Ednra の発現を反映すると考え
られた。この初期の発現は、一次心臓予定領
域マーカーである Nkx2.5 や Mlc2a の発現領
域の一部と一致していたが、二次心臓予定領
域マーカーである Isl1 とは重ならず、Ednra
発現細胞は一次心臓予定領域に含まれる細
胞集団であると考えられた。その後 E8.5 の
心ループ形成期には、Ednra-lacZ の発現は心
流入路から腹側にかけて左心室および右心
房方向へ分布が広がる様子が観察された。こ
の分布拡大から、Ednra-lacZ 陽性細胞群は



 

 

E8.25 の心流入路腹側から左側壁（大彎側）
を経て左心室・右心房へ移動する可能性が考
えられ、以下の実験により検証した。まず、
E8.25 の Ednra 陽性心流入路領域に蛍光色素
をマイクロインジェクションし、胎外培養を
行った結果、標識された細胞群が左心室及び
右心房に向かって移動する様子が観察され
た。さらに、E8.25 Ednra-EGFP 陽性領域を野
生型胚心流入路に移植した結果、移植先の左
心室で EGFP シグナルが認められた。これら
の移動は、心筒中央部（心室）領域、心流出
路領域の移植では観察されなかった。これら
の結果より、Ednra 陽性細胞は一次心臓領域
の亜集団であり、心ループ形成期に心流入路
から大彎を経て左心室や心房に移動し、作業
心筋の形成に寄与することが示された。 
②心臓発生初期におけるエンドセリンシグ
ナルの機能解析 
 心臓形成初期における Edn1/Ednra シグナ
ルの役割を明らかにするため、Ednra ノック
アウト胚における発生期の心臓を解析した。
その結果、E9.5 Ednra欠損胚の一部において、
心室の低形成が認められた。そこで、BrdU の
取り込み、ヒストン H3 のリン酸化を指標に
細胞増殖の評価を行ったところ、Ednra-lacZ
陽性細胞群が主に寄与する左心室の心筋に
おいて、Ednra 欠損胚で増殖活性の顕著な低
下が認められた。この増殖活性の低下が ERK
のリン酸化を介しているか検証するため、
Ednra 欠損（ホモ接合体）胚・ヘテロ接合体
胚・野生型胚から心臓を摘出し Western 
blotting を行った結果、Ednra アリルの数に
応じたリン酸化 ERK の低下が見られた。さら
に、左心室マーカーの発現を E9.5 Ednra 欠
損（ホモ接合体）胚・ヘテロ接合体胚で比較
した結果、Ednra 欠損胚では Tbx5 とその下流
遺伝子 Cx40 の発現低下が見られた。また、
Ednra欠損胚左心室ではTbx2の異所的発現も
観察されたことから、エンドセリンシグナル
が T-box遺伝子群の発現調節機構に関与して
いる可能性が考えられた。Tbx5 は心臓と上肢
に複合奇形を示す先天性疾患 Holt-Oram 症候
群の原因遺伝子であり、心臓形成において重
要な転写因子である。これらの結果から、
ETAR シグナルは ERK のリン酸化を介して、心
筋細胞増殖や Tbx5 による心室形成に寄与し
ていることが示唆された。 
（2） タイムラプスイメージングによる血管
新生過程の細胞動態の解明 
 マウス大動脈組織片培養による血管新生
モデルにより、細胞のライブイメージングと
コンピューター解析を行った。マウス大動脈
片を I型コラーゲンゲル上で組織培養するこ
とにより、CD31 陽性の血管内皮細胞による樹
枝状構造の伸長が認められた。この過程を血
管新生モデルとして血管内皮細胞を選択的
に SYTO 蛍光色素でラベルし、タイムラプス

イメージングを行うことにより、従来予想さ
れていた以上に細胞が複雑な動態を示すこ
とが明らかになった。特に、内皮細胞は全体
としての樹枝状構造を保持しながら常に異
なる速度で遊走し、相互の相対的位置関係を
常に変えていく「混ざり合い」現象を呈した。
また、これまで特定の形質をもつ細胞と考え
られていた先端細胞（tip cell）は恒常的な
ものではなく、細胞の追い越し現象によって
常に入れ替わっていくことが明らかになっ
た。こうした「混ざり合い」「先端細胞の入
れ替わり」は、マウス生体内での網膜血管新
生過程で起きていることも、レクチンを用い
た内皮細胞ラベリングで明らかになった。 
 さらに、新たに示された細胞動態の生理的
意義や分子機序を明らかにするため、得られ
たタイムラプス画像から細胞一つ一つの位
置情報を時間軸に沿って抽出し、それを基に
細胞動態を特徴づけるパラメータを設定し
定量評価した。血管新生は、血管の伸長や分
岐といった質的に異なる要素（モジュール）
が時空間的に組み合わさることにより血管
全体の形態的構造が構築されていると考え
ることができる。そこで、モジュールの一つ
である血管伸長の検討を行った。最も代表的
な血管新生促進因子である VEGF の作用点に
関して検討した結果、VEGF は血管内皮細胞の
平均速度の増加や方向性運動の質的向上、さ
らに先端細胞の遊走距離増加を介して、血管
伸長に対して促進的に作用することが示唆
された。さらに薬理学的実験から、VEGF によ
って誘導される血管伸長反応の一部は、
Delta-like 4-Notchシグナルを介した内皮細
胞間相互作用により負に制御され、また内皮
細胞-壁細胞間の相互作用により正に制御さ
れることが示され、早期血管新生における内
皮細胞−壁細胞間相互作用の役割が示唆され
た。これらの知見は、血管新生における樹状
構造形成の細胞生物学的基盤に新しい理解
を与えるとともに、細胞動態に基づく器官形
成理解のための新たな方法論的プラットフ
ォームとして多方面への応用が期待される。 
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