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研究成果の概要（和文）：心外膜前駆細胞は、胚心臓の静脈洞に形成され、発生の進行にともない胚心臓をおお
い、成人心臓の心外膜や冠状血管になる。本研究では、心外膜前駆細胞の分化過程でのレチノイン酸の作用につ
いて調べた。心外膜原基形成過程において、マーカー分子のWT1とTBX18タンパク質は心外膜原基の隆起が形成さ
れる以前に局在が観察された。培養系を用いて調べたところ、ニワトリ胚ステージ14、15の臓側中胚葉の外植体
は心外膜前駆細胞に分化したが、ステージ11-13の臓側中胚葉を培養したときには分化の低下が見られた。この
培養系にレチノイン酸を加えたところ外植体のWT1とTBX18の発現は増加した。

研究成果の概要（英文）：The proepicardial organ (PEO) arises in the sinus venosus region, and then 
the cells of the PEO spread over the myocardium. These cells differentiate into the epicardium, the 
fibroblast, the smooth muscle and the endothelial cells of the coronary vessels. The markers of the 
PEO, such as WT1 and TBX18, were detected in the PEO presumptive region at stage 14. In vitro PEO 
assay using stage 11-13 showed the reduce of the differentiation into the PEO. When retinoic acid 
was administrated in the culture medium of the assay, the expression of WT1 and TBX18 protein was 
increased.

研究分野： 発生学
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１．研究開始当初の背景 

心外膜前駆細胞(proepicardium)は、胚心

臓の静脈洞に形成され、発生の進行にともな

い胚心臓をおおい、成人心臓の心外膜や冠状

血管になる。近年、心外膜前駆細胞は冠状血

管の平滑筋細胞・内皮細胞、心臓線維芽細胞、

血球だけでなく、心筋細胞へ分化する可能性

も示唆されている。心外膜前駆細胞が多分化

能をもつことから、心外膜前駆細胞発生の仕

組みを明らかにすることは「心臓の形づく

り」の解明につながるばかりではなく、将来

的な心外膜前駆細胞を利用した疾病治療の

開発に寄与する。しかしながら、心外膜前駆

細胞がいつ、どこで、どのようにして形成さ

れるのかは明らかでない。本研究の目標は心

外膜前駆細胞の決定の仕組みを明らかにす

ることを目指した。 

 

 

２．研究の目的 

Mikawa らは、心外膜前駆細胞の形

成に肝臓原基が関与していることを

ニワトリ全胚培養法で明らかにした。

一方、Brand らはニワトリ胚の培養系

を 用 い て BMP (bone morphogenetic  

protein)と FGF (fibroblast growth 

factor)が心外膜原基の形成に関与す

る可能性を示した。しかし、これらの

報告よりも早い発生段階で心外膜前

駆細胞の分化が決定される可能性を

見出した。本研究の目的は、初期心外

膜前駆細胞の培養法の確立と心外膜

前駆細胞の分化過程でのレチノイン

酸の役割を明らかにすることである。 

 

 

３．研究の方法 

（１）正常胚での心外膜（前駆）細胞マ

ーカーの局在 

 免疫組織化学法により心外膜原基の形

成過程における WT1 と TBX18 の局在を調

べた。 

 

（２）心外膜前駆細胞の in vitro 培養法

の確立 

 ニワトリ胚予定心外膜領域を微小外科

手術により切り出し、培養する生物検定

法を試み、その条件検討を行った。また、

切り出した組織片から内胚葉を分離する

条件も検討した。心外膜前駆細胞への分

化の有無は分化マーカーである WT1、

TBX18、Cytokeratin などに対する抗体を

用いて免疫組織化学法により判定した。 

 

（３）分化誘導因子の検討 

（２）で検討した培養法を用いて、培養

液中にレチノイン酸を加え、心外膜前駆

細胞への分化を判定した。 

 

 

４．研究成果 

（１）ニワトリ胚心外膜原基形成過程での

WT1, TBX18 タンパク質の局在 

 心外膜原基形成過程でのマーカー分子の 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ ニワトリ胚心臓発生過程での WT1、
TBX18 タンパク質の局在 
(A, D) は st14、(B, E) は st15、(C, F) st16
の心臓領域の矢状断面を示す。 
a, atrium; oft, outflow tract; PEO, 
proepicardial organ; sv, sinus venosus; v, 
ventricle 



発現時期を明らかにするために WT1、TBX18 

タンパク質の局在を調べた。その結果、ステ

ージ（stage: st）12 までは WT1、TBX18 タン

パク質の局在は観察できなかった。ステージ

14 になると静脈洞領域の臓側中胚葉にシグ

ナルが観察できた（図 1A, D）。この陽性シグ

ナルはステージ 15 になると強くなった（図

1B, E）。ニワトリ胚の心外膜原基は、ステー

ジ 16 頃より静脈洞領域の臓側中胚葉が隆起

し形成される。この時期になると WT1、TBX18

のシグナルは心外膜原基の隆起に強く局在

した（図 1C, D）。これらの結果から、心外膜

原基を形成する細胞（心外膜前駆細胞）は、

心外膜原基の隆起が形成される以前に分化

していることが明らかになった。 

 

（２）生物検定による心外膜前駆細胞分化時

期の決定 

 （１）の結果に基づき微小外科手術により

ニワトリ胚予定心外膜原基形成領域（静脈洞

[sinus venosus]）を切り出し、培養した。

心外膜が形成された場合には外植体の周囲

に細胞の広がりが観察された（図２A）。培養 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

後、外植体を TBX18、cytokeratin 抗体など

の心外膜前駆細胞のマーカー分子に対する

抗体で染色し、分化の有無を検討した（図２

B、C）。 

各発生段階について調べたころ、臓側中胚

葉と内胚葉を同時に切り出し、培養した場合

には外植体は 100％心外膜前駆細胞に分化し

た（表１）。しかし、臓側中胚葉だけを培養 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

した場合、心外膜前駆細胞に分化した外植体

は、ステージ 14、15 では 100％であったのに

対し、ステージ 13 では 66％、ステージ 11、

12 では 25％であった。この結果は、ステー

ジ 13 より早い時期においては、臓側中胚葉

の心外膜前駆細胞への分化には内胚葉が必

要であることを示している。さらにステージ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ st12 胚の予定心外膜形成領域の培

養実験 

(A) 微分干渉による像。細胞の広がりが見

られた。(B) TBX18 抗体による免疫組織化

学。(C) Cytokeratin による免疫組織化学。 

B, C とも陽性のシグナルが観察できた。 

表１ 外植体の心外膜前駆細胞への分化 

( )：心外膜前駆細胞の分化マーカーを発
現した外植体数／外植体数 
SV: sinus venosus 

図３ 静脈へのインク注入による総主静

脈と静脈洞結合位置の同定 

胚を右から見た図。頭部は切断してある。 

矢印は総主静脈と静脈洞結合位置を示す。 

h, heart; ov, otic vesicle; so, somite 



10 より早期の胚では、予定心外膜形成領域が

不明瞭であることから、切り出す領域を明確

にすることを試みた。心外膜原基は総主静脈

と静脈洞の結合部位に形成されることから

胚静脈にインクを注入し、それらの結合位置

と体節の位置関係を調べた（図３）。その結

果をもとに、第 4体節を指標に組織片を切り

出し、生物検定を行ったが、検定の不安定さ

は十分に解消されなかった。今後も検定法の

改良が必要であると考えている。 

 

（３）レチノイン酸の作用 

 ステージ 11-の胚の外植体にレチノイン酸

を作用させたところ、コントロールに比べ外

植体の細胞は広がった。これらの細胞には心

外膜前駆細胞のマーカーである WT1 と TBX18

の局在が見られた（図４）。この結果は、レ

チノイン酸が心外膜原基の形成過程に関与

している可能性を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）今後の展望 

 生物検定が不安定であることから、さらな

る培養条件の検討が必要と考えている。また

微小外科手術による切り出し位置を最適化

するためにも発生段階の早い胚の予定心外

膜原基の領域を詳細に調べる必要がある。 

今回の結果からレチノイン酸が心外膜前

駆細胞の分化にかかわっている可能性が得

られたが、既知の因子である BMP2 や FGF4 と

の関係は不明のままである。今後これらの因

子との関係を明らかにしてくことで心外膜

前駆細胞の分化メカニズムが明らかになる

と考えている。 
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