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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、心臓大血管形成に関与する新たな起源領域として、鰓弓を中心とす
る顎顔面骨格の起源となる前耳胞頭部神経堤細胞を冠動脈平滑筋など心臓構成組織の一起源として同定するとともに、
新たな中胚葉領域が心筋や血管内皮細胞の分化に関与する可能性を見出した。これらの細胞はエンドセリンやセマフォ
リンシグナルなどを介した細胞間相互作用によって各々の分化や器官形成に寄与していると考えられる。これらの新し
い細胞系譜の同定により、既知の系譜を含めた細胞間ネットワークの解析を進めることで器官形成機構の詳細が明らか
になるとともに、組織再生モデルの確立にも寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified the preotic cranial neural crest, which gives rise 
to craniofacial skeletons especially in the pharyngeal arch-derived structures, as a novel origin of 
cells constituting the heart to differentiate into coronary artery smooth muscle cells and other various 
cell types. In addition, we discovered another novel candidate origin of the heart in a region of 
mesoderm, which may contribute to cardiomyocytes and vascular endothelial cells. These cells from novel 
origins may participate in cardiovascular differentiation and morphogenesis through cell-to-cell 
interactions via signaling molecules such as endothelin and semaphorin-plexin. Identification of these 
cell origins and lineages enables us to analyze a broad cellular network to drive organogenesis and to 
establish different models for tissue regeneration from a novel viewpoint.

研究分野：発生学・循環器内科学・血管生物学
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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、約 15 年前に鰓弓に由来す
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明らかにな
った。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
にされた。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
周辺組織から集まり、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。 
 一方、胎生期におけるさまざまな器官の
形成は、段階的に機能を獲得しつつ、ほぼ
同時並行で進行している。その過程では、
細胞の移動やシグナルの授受、各臓器の機
能によって互いに影響し合いつつ個体の中
で各臓器が精妙に位置づけられていく。一
方、これまでの器官形成研究は、各器官の
自律的な形成プログラムの解明に焦点が当
てられ、形成過程での多臓器間の機能的ネ
ットワークの存在は多くの場合捨象されて
きた。しかし、例えば国史研究において外
交史が欠かすことが出来ないように、各臓
器の形成を他の組織・器官とのネットワー
クの中で捉えることは、器官形成を理解す
る上で重要な視点である。心臓大血管の形
成に関しては、ヒト先天性心疾患は他臓器
の異常を合併することが多く、中でも心奇
形に顔面や胸腺、副甲状腺の形成異常を伴
う染色体 22q11.2欠失症候群に示されるよ
うに、心臓大血管と頭部顔面の形成は細胞
の起源や相互作用において密接に関連して
いるにもかかわらず、その関連については
十分検討されていない。しかし最近、顔面
筋の多くが二次心臓予定領域に由来するこ
とが明らかにされるなど、心臓大血管と頭
部顔面形成の複合的研究の必要性が論じら
れはじめている。 
 我々はこれまでマウス発生工的研究によ
り、エンドセリン-1(ET-1)／ET-A 受容体
(ETAR)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(Kurihara Y et 
al., Nature 368:703, 1994; Kurihara Y et 
al., JCI 96:293, 1995)。また、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 ETAR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 ET-1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., 
PNAS 105:18805, 2008) 。 さ ら に 、
ETAR-lacZ/EGFP ノックインマウスの解
析から、ETARを発現する細胞群が一次心
臓領域の腹側に特異的な心臓起源領域を形
成することを明らかにした(Asai R et al.,  
Development 137:3823, 2010)。血管系に
関しては、血管新生過程の細胞動態を可視
化し、新たなコンピューター解析法を確立
して樹状構造形成過程での細胞の複雑な振
る舞いや先端細胞の入れ替わり現象を明ら
かにした(Arima S et al., Development 
138:4763, 2011)。これらの成果に加え、
ET-1/ ETARノックアウトマウスの解析お
よびニワトリ胚を用いた実験から、心臓神
経堤細胞よりもさらに広い領域の頭部神経
堤細胞が冠動脈の形成に重要な役割を果た
していること、鰓弓領域が心臓において新
しい役割を担っていること、心流入路の
ETAR発現細胞群が刺激伝導系や肺発生と
密接に関係している可能性があることなど
が次々と明らかになった。これらの知見は、
心臓大血管の形成がより広範囲の領域と深
く関与し、器官形成を従来よりも広い領域
間ネットワークの観点から捉える必要があ
ることを示唆している。こうした観点から
心臓大血管形成の研究を進めることで、「広
域器官形成ネットワーク」と呼びうる概念
に実質的基盤を与え、器官形成研究に新し
い視点を提供することができるのではない
かと考えた。さらに、細胞起源の多様性や
位置情報、時空間的動態を考慮した細胞分
化の最適化を検討することは、細胞移植に
よる組織再構築を目指した再生治療にも大
きく貢献しうると考え、本申請を着想する
に至った。 
 
２．研究の目的 
胎生期における器官形成は閉じた領域で
各々独立して進むのではなく、複数の領域
や組織間の細胞移動、種々のシグナルを介
した相互作用によって進行し、合目的的な
諸器官の統合性が築かれていく。本研究で
は、心臓大血管形成における細胞起源の多
様性と動態に着目し、従来知られていた心
大血管の起源領域に加え、頭部神経堤や鰓
弓、肺形成領域、流入路付近の中胚葉組織
など広範囲の領域が関与することを示すと
ともに、新たな細胞起源と幹細胞／前駆細
胞の同定、細胞運命の選択と分化機構、細
胞の動態や機能の特異性を明らかにするこ
とにより、心臓大血管を中心とした「広域
器官形成ネットワーク」の概念、さらには
細胞起源と動態の基盤に立った細胞移植に
よる組織構築モデルを確立することを目標
とした。 
 



３．研究の方法 
 遺伝子改変マウスと鳥類胚を用いた発生
学的実験により、頭部領域の神経堤細胞、
鰓弓領域中胚葉、一次心臓領域流入路を中
心に、索細胞系譜の標識と追跡、空間的な
分布パターンの観察、細胞運命と分化制御
シグナルの解析を行った。さらに、組織構
築原理を解明するため、マウス大動脈組織
片培養による血管新生モデルにおいて、
SYTO蛍光色素による内皮細胞選択的ラベ
リングと in vitro新生血管のライブイメー
ジングによる単一細胞レベルの動態計測と
数理モデリングを行い、心臓血管形成研究
の新たな基盤確立を試みた。さらに、これ
らの実験系において構成細胞の多様性や分
化特性を明らかにするため、単一細胞レベ
ルのトランスクリプトーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）心臓発生起源としての前耳胞神経細
胞とその分化関連シグナルの同定 
 ロンボメア 6〜8 に相当する後耳胞領域
由来の神経堤細胞は従来心臓神経堤細胞と
して大血管の平滑筋や大動脈-肺動脈中隔
の形成に寄与することが知られていたが、
耳胞よりも頭側にあり、頭部骨格の形成に
中心的役割を果たす頭部神経堤細胞（前耳
胞神経堤細胞）先行して心臓内に遊走し、
一部は冠動脈近位部の平滑筋細胞に分化す
ることを見出した。また、ET-1/ETARシグ
ナル欠損およびその下流と考えられるGα
12/13 の神経堤特異的欠損によって冠動脈形
成異常をきたすことから、前耳胞神経堤細
胞による冠動脈平滑筋形成過程に
ET-1/ETAR シグナルが関与していること
が明らかになった。 
 さらに、冠動脈近位部の平滑筋に加えて
大動脈弁・肺動脈弁を形成する間葉系細胞
などに分化するとともに、c-Kit 陽性の未
分化細胞として幹細胞の形質を保っている
可能性のある細胞として存在することが明
らかになった。マウスにおける薬理学的実
験により、これらの前耳胞神経堤細胞の心
臓への遊走・分化にはレチノイン酸シグナ
ルが関与している可能性が考えられた。 
 本細胞群は骨芽細胞や軟骨芽細胞に分化
して頭部骨格形成に関与する能力をもつが、
この系譜につながる細胞が冠動脈近位部の
平滑筋を構成することは、同部位が動脈硬
化病変、とくに石灰化の好発部位であるこ
とと符合し、臨床的にも興味深い発見とな
った。 
 
（２）鰓弓組織に由来する冠動脈および心
臓リンパ管の系譜と関連シグナルの同定 
 第１，２鰓弓領域に由来する中胚葉系細
胞が大動脈基部の血管内皮細胞ネットワー
ク形成に寄与していることが最近明らかに
なってきたが、本研究でも蛍光ラベル実験
でこれを指示する結果が得られた。さらに

遺伝子改変マウスの解析により、冠動脈お
よび大動脈周囲のリンパ管形成において
Semaphorin-Plexin シグナルが関与して
いることが明らかになった。 
 
（３）一次心臓領域流入路細胞の系譜解析 
 心臓発生初期において ETAR を発現す
る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をすでに明ら
かにしたが、新しい技術としてマウス‐鳥
類間のキメラ移植実験による心臓形成の解
析系を確立し、マウス心流入路中胚葉が刺
激伝導系の形成に寄与する可能性を示した。
さらに、タモキシフェン誘導型 Cre発現マ
ウスの作成により、発生初期の ETAR陽性
細胞が寄与する領域を確認するとともに、
単一細胞レベルのトランスクリプトーム解
析によりこの細胞群の特性が明らかになり
つつあり、新しいテーマへと研究を進展さ
せている。 
 
（４）血管形成における組織構築原理の解
明 
 マウス大動脈片組織培養による in vitro
血管新生のタイムラプスイメージングにお
いて、伸長する分枝における細胞運動を伸
長方向に対して一次元的に投影し、その基
本的な動態が細胞の速さと方向に関する２
−状態の確率論的推移によって説明可能で
あることを見出したが、先端細胞の追い越
しについては細胞間の相互作用による束縛
条件を加える必要があり、対応する現象を
実験的に証明した。これらにより、個々の
細胞の自律的運動と細胞間相互作用との組
み合わせによって、分枝を想定しない一次
元的血管伸長過程での追い越し現象や速度
変化などを伴う複雑な細胞動態が説明でき
ることを明らかにした。 
 一方、分枝を伴った血管網の伸長過程や
血管新生因子の影響などを含めた血管新生
過程のより進んだモデルの確立と対応する
血管細胞動態の特徴抽出、株化細胞を用い
た血管新生過程の再構成実験系の確立など
を行い、分枝形成による組織構築のロジッ
クを明らかにする新たなステップへと研究
を発展させた。 
 
（５）心臓を中心とする広域器官形成ネッ
トワーク 
 本研究により、頭部形成に中心的役割を
果たす前耳胞神経堤細胞が心臓内に流入し
て冠動脈などの主要組織形成に関与するこ
とが明らかになったが、他の研究グループ
から二次心臓領域の細胞が頭部の骨格筋に
も寄与することが明らかにされ、これらの
細胞が互いにネットワークを形成しながら
それぞれの領域で特異的な分化方向へと誘
導され組織器官形成に関与していることが
明らかになってきた。さらに、前耳胞神経
堤細胞と後耳胞神経堤細胞が、心臓へと遊



走する過程でそれぞれ異なる機序で甲状腺
の形成に寄与することも、研究分担者の富
田を中心とする研究によって明らかになっ
た。 
 一方、こうした細胞間ネットワークが形
成する頭部器官の一つである中耳構造の形
成機構の比較発生学的研究から、理研の倉
谷滋博士らとの共同研究が進展し、哺乳類
と単弓類（爬虫類、鳥類）の鼓膜は進化の
過程でそれぞれ独立に獲得されたという進
化生物学上の仮説を実験発生学的に証明す
ることができた。本研究は、器官形成にお
ける細胞間ネットワークが進化の過程でど
のように新形質を獲得していったのかを実
証的に解明可能であることを示したもので
もあり、今後の器官形成研究の基盤として
も新たな視点と方法論を与えるものと考え
られた。 
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