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研究成果の概要（和文）：Coxsackievirus and adenovirus receptor（CAR）はアデノウイルス（Ad）の受容体
として同定された膜蛋白質である。ヒト ES/iPS細胞由来中胚葉（Flk1+）細胞において CAR の発現を解析した
ところ、Flk1+ 細胞中には CAR+ 細胞と CAR- 細胞の両細胞が存在した。また、Flk1+ かつ CAR+ 細胞（F+CAR+
細胞）およびFlk1+ かつ CAR－ 細胞（F+CAR-細胞）の分化能を評価したところ、F+CAR+細胞は心筋細胞への分
化指向性を有し、F+CAR-細胞は血液・血管内皮細胞への分化指向性を有することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR) was identified as adenovirus 
entry receptor. We found that there were CAR-positive and -negative cells in mesodermal (Flk-1 
positive) cells derived from human ES and iPS cells. Flk-1-positive and CAR-positive cells could 
differentiate into myocardial progenitor cells. On the other hand, Flk-1-positive and CAR-negative 
cells could differentiate into hematopoietic and endothelial progenitor cells. These results suggest
 that CAR is an appropriate cell surface marker that can distinguish between hematopoietic and 
myocardial progenitor cells.

研究分野： 幹細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
血液細胞や心筋細胞は、発生学的には側板

中胚葉由来の細胞である。側板中胚葉のマー
カーは VEGF 受容体 Flk1 であり、実際に胚
性幹（ES）細胞を用いた in vitro 分化誘導実
験や in vivo トレース実験において、Flk1 発
現（+）細胞が血液細胞や心筋細胞へ分化す
ることが証明されている。一方、最近の研究
から Flk1+細胞は血液前駆細胞や心筋前駆細
胞等の分化能の異なる細胞種が混在したヘ
テロな細胞集団であると考えられるように
なっている。Flk1 高発現細胞が血液前駆細胞
を多く含み、Flk1 低発現細胞が心筋前駆細胞
を多く含んでいるとの報告もなされている
が、Flk1 の発現量のみでこれらの前駆細胞の
分離は困難であるため、新たなマーカー蛋白
質を加えて区別することが望ましい。2011
年、マウスおよびヒト Flk1+細胞中の前駆細
胞を分離可能な膜蛋白質として PDGFRa
（Pa）が報告され、Pa+細胞は心筋細胞へ、
Pa 非発現（-）細胞は血液細胞へ分化するこ
とが ES 細胞や人工多能性幹（iPS）細胞を
用いた実験系により実証された（Kattman, 
2011 Cell Stem Cell）。しかし、最近、マウ
ス生体においてはPa+細胞も血液細胞へ分化
することが報告され（Ding, 2013 Dev Dyn）、
Flk1+中胚葉細胞に混在する前駆細胞を Pa
では分離できない可能性が出てきた。 

Coxsackievirus and adenovirus receptor
（CAR）はアデノウイルス（Ad）の受容体
として同定され、その後の研究から、タイト
ジャンクション構成蛋白質として機能して
いることが報告された膜蛋白質である。成獣
マウスにおいて、CAR は血液細胞では発現量
が低く、その他の組織では幅広く発現してい
る（Kawabata, 2007 Gene Ther）。また、胎
児期においては、CAR は心臓において発現が
高いこと、ならびに CAR 欠損マウスは心臓
の発生異常により胎生致死を呈することが
報告されており、CAR は心筋細胞の機能に重
要な役割を担っていることが示唆される。し
かし、胎児期において CAR を発現している
細胞種や CAR の詳細な機能については不明
な点が多い。 
申請者らはこれまでに Ad ベクターを用い

た遺伝子導入による ES/iPS 細胞の分化誘導
研究を実施しており、その過程で、未分化
ES/iPS細胞においてCARが高発現している
ことを見出した（Kawabata, 2005 Mol Ther; 
Tashiro and Kawabata, 2009 Stem Cells; 
Tashiro and Kawabata, 2010 Cell 
Reprogram.）。また、最近申請者らはマウス
ES/iPS 細胞由来分化細胞（胚様体）には
CAR+細胞と CAR -細胞が混在しており、
CAR-細胞には血液前駆細胞が濃縮されてい
ることを独自に見出した。これらの知見なら
びに過去の情報から、申請者は、CAR の発現
を指標にすることにより、Flk1+中胚葉細胞
中のCAR+細胞を心筋細胞への分化能を有す
る細胞、Flk1+細胞中の CAR-細胞を血液細

胞への分化能を有する細胞として分離可能
ではないかと考えた。そこで申請者は ES/iPS
細胞由来 Flk1+細胞において CAR の発現を
解析したところ、Flk1+細胞中には CAR+細
胞と CAR-細胞の両細胞が存在していること、
そしてこれらの両細胞は造血系および心筋
系の転写因子の発現パターンが大きく異な
っていることを見出した。つまり、CAR の発
現により二種に分別された Flk1+細胞は血液
細胞と心筋細胞への分化能の異なる細胞集
団であることが強く示唆された。一方、予備
的な検討ではあるが、血液細胞へ分化するこ
とが報告されている上述の Flk1+Pa-細胞も
CAR の発現により Flk1+Pa-CAR-細胞と
Flk1+Pa-CAR+ 細 胞 に 分 離 さ れ 、
Flk1+Pa-CAR+細胞は Flk1+Pa+細胞と同等
の心筋関連遺伝子の発現量を示しているこ
と確認した。つまり、CAR+細胞には心筋前
駆細胞が濃縮されている可能性が考えられ
た。以上の結果より、CAR の発現量により分
離される細胞集団の特性を詳細に解析し、初
期発生時のCAR+細胞を特定することにより、
発生学上の大きな発見が得られ、また iPS 細
胞を用いた再生医療や創薬にも非常に有用
であると考え、本研究課題の申請に至った。 
 
２．研究の目的 

CAR はアデノウイルス（Ad）の受容体と
して同定され、その後の研究から、タイトジ
ャンクション構成蛋白質として機能してい
ることが報告された膜蛋白質であるが、CAR
を発現している細胞種や CAR の詳細な機能
については不明な点が多い。 
申請者らはこれまでに Ad ベクターを用い

た遺伝子導入による ES/iPS 細胞の分化誘導
研究を実施しており、その過程で、未分化
ES/iPS細胞においてCARが高発現している
ことを見出した。また、最近申請者らはマウ
ス ES/iPS 細胞由来分化細胞（胚様体）には
CAR+細胞と CAR -細胞が混在しており、
CAR-細胞には血液前駆細胞が濃縮されてい
ることを独自に見出した。これらの知見なら
びに過去の情報から、申請者は、CAR の発現
を指標にすることにより、Flk1+中胚葉細胞
中のCAR+細胞を心筋細胞への分化能を有す
る細胞、Flk1+細胞中の CAR-細胞を血液細
胞への分化能を有する細胞として分離可能
ではないかと考えた。 
 
３．研究の方法 
Flk1+CAR+ (F+CAR+) 細 胞 、 Flk1+CAR- 

(F+CAR-) 細胞にどのような細胞が含まれて
いるか検討するため、マウス ES/iPS 細胞由
来 F+CAR+細胞および F+CAR-細胞を単離し、
造血系転写因子（Scl や Runx1 等）や心筋前
駆細胞関連因子（Tbx5 や Nkx2.5 等）の発現
量を定量的 PCR 法により解析した。さらにメ
チルセルロースを用いたコロニーアッセイ
法を行い、単離した細胞に含まれる未熟な血
液細胞を検出する。また、マウス ES/iPS 細



胞由来 Flk1+細胞は OP9 ストロマ細胞上で培
養することにより、血液細胞や心筋細胞へ分
化することが報告されているため、分離した
F+CAR+細胞、F+CAR-細胞を OP9 細胞と共培養
した場合の血液細胞、心筋細胞への分化能を
解析した。また、血液細胞や心筋細胞だけで
なく、血管内皮細胞、リンパ管内皮細胞、平
滑筋細胞への分化能も併せて検討した。ヒト
ES/iPS 細胞を使用する場合は、VEGF や線維
芽細胞増殖因子（FGF）2を含む無血清培地中
で接着培養することにより、心筋細胞や血管
内皮細胞への分化能を評価した。 
生体においても F+CAR+細胞と F+CAR-細胞が
存在しているか否かを調べるため、マウス
E7.5～E9.5 の胎児を用いて両細胞の検出を
行った。最近、C57BL/6 マウス由来 E8.5 の胎
児においても F+CAR+細胞、F+CAR-細胞が存在
すること確認した。今回更に、時期ならびに
マウス系統を変えた場合にも同様に検出さ
れるかどうか検討した。そして胎児由来
F+CAR+細胞、F+CAR-細胞を単離し、先と同様
の手法により分化能を評価することで、マウ
ス生体においてもCARの発現により血液細胞
系譜と心筋細胞系譜を分離可能なことを示
した。また、胎児の組織切片を作製して
F+CAR+細胞が心筋前駆細胞マーカー（Nkx2.5
や Isl1 等）を発現しているかどうかを免疫
染色法により解析した。 
 
４．研究成果 
血液細胞や心筋細胞は、発生学的には側板

中胚葉由来の細胞である。側板中胚葉のマー
カーはVEGF受容体Flk1であり、Flk1発現（+）
細胞が血液細胞や心筋細胞へ分化すること
が証明されている。一方、最近の研究から
Flk1+ 細胞は血液前駆細胞や心筋前駆細胞
等の分化能の異なる細胞種が混在したヘテ
ロな細胞集団であると考えられているため、
新たなマーカー蛋白質を加えて Flk1+ 細胞
をさらに細かく区別することが望ましい。 
Coxsackievirus and adenovirus receptor

（CAR）はアデノウイルス（Ad）の受容体と
して同定され、その後の研究から、タイトジ
ャンクション構成蛋白質として機能してい
ることが報告された膜蛋白質である。ヒト 
ES/iPS 細胞由来 Flk1+ 細胞において CAR 
の発現を解析したところ、Flk1+ 細胞中には 
CAR+ 細胞と CAR- 細胞の両細胞が存在して
いること、そしてこれらの両細胞は造血系お
よび心筋系の転写因子の発現パターンが大
きく異なっていることを見出した。また、
Flk1+ かつ CAR+ 細胞（F+CAR+細胞）および
Flk1+ かつ CAR－ 細胞（F+CAR-細胞）の分
化能を評価したところ、F+CAR+細胞は心筋細
胞への分化指向性を有し、F+CAR-細胞は血
液・血管内皮細胞への分化指向性を有するこ
とが明らかとなり、CAR は Flk1 陽性中胚葉
細胞をさらに細かく分別可能なマーカーと
なり得ることが明らかとなった。また、胎生
8.5 日のマウスにおいても Flk1+細胞を CAR+

細胞と CAR陰性細胞に分別できることが明ら
かとなり、それぞれ心筋細胞指向性、血液細
胞指向性を示した。したがって、生体におい
ても CAR は中胚葉系細胞を細かく分別でき
るマーカーとなり得ることが示された。 
Flk1 陽性細胞の中に CAR 陽性細胞と CAR 
陰性細胞が存在することが示され、in vivo
（マウス生体）においても同様のことがいえ
るかどうか確認できた。マウスおよびヒト 
Flk1+ 細胞中の前駆細胞を分離可能な膜蛋
白質として PDGFRa（Pa）が報告され、Pa+ 細
胞は心筋細胞へ、Pa 非発現（-）細胞は血液
細胞へ分化することが ES 細胞や iPS 細胞を
用いた実験系により実証されている。したが
って、今後は Flk1 陽性細胞中の Pa の発現
と CAR の発現細胞について解析していきた
い。 
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