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研究成果の概要（和文）：近年、徐脈性不整脈に罹患し人工ペースメーカー植え込み術を受ける患者数は増加の一途で
ある。これは自動能をもつ洞房結節ペースメーカー細胞の変性・脱落が原因であり、再生心筋による治療の可能性が注
目を集めている。そこで洞房結節のペースメーカー細胞に特異的に発現するHCN4という分子の遺伝子座にホタルの発光
蛋白質を組み込んだ遺伝子改変マウスを作成した。このマウスではペースメーカー細胞をホタルのように光らせること
ができる。この光を手がかりに、ペースメーカー型の再生心筋細胞を簡便かつ定量的にスクリーニングする方法を開発
することができた。

研究成果の概要（英文）：As a next-generation therapy for bradyarrhythmia, development of biologically 
engineered pacemaker cells is anticipated. HCN4 channel is widely known as a specific molecular marker 
for the pacemaker cell of sinoatrial node. In order to visualize HCN4-expressing bio-pacemaker cell, we 
generated transgenic mouse, in which cDNA of firefly luciferase-GFP fusion protein was knocked in at HCN4 
locus (HCN4+/Luc). 15 min after intraperitoneal injection of 50 mg/kg luciferin, we could successfully 
visualized HCN4-expresssing myocyte in SAN area. Weak but significant luminescence of cultured neonatal 
ventricular myocyte (NVM) could be also detected using LAS4000 system. However, lentiviral transfection 
of Tbx3 or Tbx18 into NVM failed to increase HCN4-derived luminescence.

研究分野：生理学

キーワード： 洞房結節　ペースメーカー細胞　イオンチャネル
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１．研究開始当初の背景 
近年、完全房室ブロックや洞機能不全症候
群などの徐脈性不整脈に罹患する患者が増
加している。徐脈性不整脈の主たる原因は洞
房結節や房室結節の変性・脱落であり、現在
のところ機械式ペースメーカーの植え込み
術が唯一の治療法である。一方、これらの組
織は数万個の自動能をもつ特殊心筋から構
成されているのみであり、再生心筋による細
胞治療のターゲットとして注目を集めてい
る。そのため洞房結節に特異的に発現する
HCN4チャネルを指標として、ペースメーカ
ー細胞型再生心筋を作成することが試みら
れている。 

 
２．研究の目的 
 そこで本研究では HCN4 の発現誘導を定
量的に評価するために、HCN4遺伝子座に可
視化分子をノックインしたマウスを作成す
ることを第 1の目的とした。一般的には可視
化分子として GFP 等の蛍光蛋白質を使用す
ることが多いが、蛍光蛋白質は発現量が低い
場合には、細胞が持つ自家蛍光との区別が非
常に困難である。そこで本研究では背景シグ
ナルが皆無である化学発光プローブを利用
することとし、すでに in vivo イメージング
での実績があるホタル・ルシフェラーゼ遺伝
子を HCN4 遺伝子座にノックインしたマウ
スを作成することをめざした。 
 
３．研究の方法 
（１）ターゲティングベクターの構築 
クロンテック社のプロモータアッセイ用
ベクターのホタル・ルシフェラーゼ cDNA
の C 端に、 EGFP cDNA を融合した
cDNA[Luc-EGFP-SV40 polyA]を作成した。
その直後にネオマイシン耐性遺伝子を loxP
で挟んだ[loxP-Neo-loxP]カセットを連結し
た。Short arm（~2.6kb）と long arm（~5kb）
の間に HCN4 遺伝子の開始コドンに合わせ
[Luc-EGFP-SV40 polyA]+[loxP-Neo-loxP]
を挿入したコンストラクトを構築した。これ
により HCN4をノックアウトすると同時に、
HCN4 プロモーター駆動下に Luc-EGFP 融
合蛋白質を発現させることが可能である。 

 
 

（２）ノックインマウスの作成 
上記のターゲティングベクターをエレク
トロポーレーション法により C57BL6 由来
ES 細胞へ遺伝子導入してセレクションを行
った結果、72クローンの ES細胞を得た。こ
れらの細胞から、PCR genotyping により
Luc-EGFP-SV40 polyA陽性と判定される 8
つの ES 細胞クローンを得た。さらに short 
armもしくは long armの外側で切断する制
限酵素（5’側=StuI、3’側=EcoRV）を使って
ゲノムを消化し、5’側および 3’側で作成した
プローブを用いて wild type allele および
targeted alleleの二本のバンドに分かれる条
件で検出を行い、相同組み換えを確認した。
その結果、7 つの陽性クローンを得ることが
できた。これらの KI 陽性 ES 細胞を受精卵
にインジェクションし、キメラマウスを作成
した。キメラ率 70%〜95%のキメラマウス 6
匹を得ることができ、そのうちの 2匹を使っ
て 2系統の F1ヘテロマウスを作成すること
に成功した。このうち 1 系統のマウスを、
CAG promoter 駆動下に cre recombinaseを
全身で発現するトランスジェニックマウス
と交配させ、neomycin 耐性遺伝子配列を除
去し、HCN4+/LucEGFPマウスを作成した。 
 
４．研究成果 
（１）HCN4+/LucEGFPのイメージング 
これまでに HCN4 は心臓洞房結節以外に
嗅神経に発現していることが報告されてい
る。そこでこれらのHCN4の生理的発現部位
においてルシフェリン・ルシフェラーゼの化
学発光やイソフルレン麻酔下に 50 mg/kgの
ルシフェリンを腹腔内投与し、15 分後に
IVIS Xenogen にて撮影を行ったところ、体
表面に近い嗅神経に由来する化学発光を短
時間の露光で可視化することに成功した。一
方、洞房結節のシグナルを体外から検出する
ことは不可能だった。透過性の高い長波長の
発光基質（アカルミネ）をマウスに投与して
も、困難であった。また GFP 蛍光により、
HCN4発現部位を in vivoで可視することは
不可能であった。 
そこで深麻酔下にマウスに 50mg/kg のル
シフェリンを投与したうち心臓を摘出した。
洞房結節領域をトリミングし、10 uMブレビ
スタチンを潅流して拍動を停止させ、
EM-CCDカメラを使用して ex vivoで撮影し 
た。その結果、短時間の露光で洞房結節領域
の HCN4 発現部位の発光シグナルを容易に
可視化することができた。しかしながら
HCN4発現領域の GFP蛍光は周囲の自家蛍
光と区別することが不可能であった。 



 

（２）HCN4+/LucEGFP の心筋培養と、洞房結
節特異的な転写因子の遺伝子導入 

HCN4+/LucEGFP 同士を交配して得られた新
生児マウスから心臓を摘出し、24ウェルプレ
ートに分注した 50ug/ml ルシフェリンを含
む PBS 中で 15 分静置したのち、LAS4000
で化学発光を検出した。 

 
上図のうち、強いシグナルが認められるウ
ェルは、洞房結節/心房を含む心臓全体が、や
や弱いシグナルのウェルは心房を除去した
心臓の一部が入っている。これらの組織から
心室の下 2/3を採取し、コラゲナーゼ処理に
より心筋細胞を単離して 24 ウェルプレート
で 1ウェルあたり 1×105の密度で培養した。
線維芽細胞と内皮細胞はミルテニー社の抗
体磁気ビーズを使って除去した。 

 
 培養開始 12 時間後に、洞房結節特異的転
写因子のうち Tbx3、Tbx18、Shox2 を、アデ
ノウイルスベクターを使って遺伝子導入し
た。これらの転写因子の C 端には pmOrange
蛍光蛋白質を融合し、感染効率を確認した。
48 時間後に培地を 50 ug/mlルシフェリンを
含む PBS に交換し、発光シグナル強度を指
標として、HCN4の発現量を LAS4000で確
認したが、顕著な増加は認められなかった。 
 Bakker ら（Cardiovasc Res 2012）および
Kapoor ら（Nat Biotechnol 2013）は、それ
ぞれ Tbx3 や Tbx18 によって HCN4 の発現量が
上昇することを Western blot によって報告
しているが、その上昇量は顕著とは言い難い。
HCN4 発現の検出方法に関しては、我々の実験
系のほうが感度も定量性もはるかに鋭敏か
つ正確である。おそらく洞房結節特異的な転
写因子を心室筋に異所性に発現させるだけ
ではペースメーカー細胞への完全な形質転
換は不可能で、心室筋に発現している NRSF

などの抑制性転写因子のノックダウンを同
時に行うことが必要ではないかと思われた。 
 
（３）HCN4+/LucEGFPからの iPS 細胞作成 
 続いてペースメーカー型再生心筋を作成
するために、受精後 15 日目の HCN4+/LucEGFP胎
児から線維芽細胞を培養し、山中 4因子を遺
伝子導入し、iPS 細胞を作成することを試み
た。しかしながら形質転換の効率が悪く、薬
剤耐性によってiPS細胞を選択することが必
要となった。そのため理研より Nanog 遺伝子
座にpuromycin耐性遺伝子をノックインした
マウスを購入し、HCN4+/LucEGFP と交配した上で
ダブルノックインマウス胎児から線維芽細
胞を培養し、iPS 細胞を作成して心筋分化誘
導を試みた。しかしながらこれまでのところ、
心筋細胞を十分にエンリッチすることがで
きていない。線維芽細胞から心筋へ直接再プ
ログラミングすることも試みたが、形質転換
の効率が低く、断念せざるを得なかった。 
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