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研究成果の概要（和文）：本研究は、心臓形成過程での心内膜細胞系列の系譜と細胞特性の分子基盤を解明する
ことを目的として行われた。報告者らは、シングルセル発現解析により、マウス胚予定心臓領域において心臓前
駆細胞群の一部がSox17遺伝子を発現し、これらが心内膜に寄与する細胞集団であることを発見した。さらに中
胚葉特異的にSox17を欠損するマウスの心臓形成において、心筋層肥厚過程に重篤な異常が生じることを明らか
にした。本研究で得られた成果は、不明な点が多い心内膜細胞系列の分化過程と心臓形成におけるその機能解明
に新たな切り口をもたらした。以上の研究結果を2019年に Scientific Reports誌に発表した

研究成果の概要（英文）：The endocardium is the endothelial component of the vertebrate heart and 
plays a key role in heart development. Our single cell cDNA expression profiling of cardiac 
progenitor cells (CPCs) shows that Nkx2-5+ CPCs expressing Sox17 specifically differentiate into the
 endocardium in mouse embryos. The expression of Sox17 is highly correlated to the endothelial 
markers, such as Dll4 and Pecam1, but not to the cardiomyocyte or smooth cell markers. Although 
Sox17 is not essential or sufficient for endocardium fate, it can bias the fate of CPCs toward the 
endocardium. On the other hand, it is required for heart development. Deletion of Sox17 in the 
mesoderm markedly impaired heart development with regard to cell proliferation and behavior in both 
of the endocardium and myocardium. Our results provide insight into differentiation of the 
endocardium and its role in heart development. Above results were published in 2019 (Saba et al., 
Scientific Reports (2019) 9:11953).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心内膜は、発生過程で心筋と同時に出現し、心筋細胞の分化増殖を制御する必須な役割を果たしながら心臓形成
に細胞ソースとして寄与するが、その分化過程や機能の分子メカニズムについては不明な点が多かった。本研究
で報告者は、マウス胚予定心臓領域で心内膜前駆細胞群が転写因子 SOX17 を発現することを発見した。また心
内膜前駆細胞群におけるその欠損が、心室心筋層肥厚過程において細胞分化および増殖低下による肉柱形成不全
をもたらすことを明らかにした。報告者は、心内膜派生過程と心筋層肥厚過程を制御する分子メカニズムの一端
を明らかにした本研究成果が、重症心疾患治療のための新規細胞治療法開発の一助となると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
哺乳類の心臓を構成する多様な細胞群は、そのほとんどが初期胚発生過程で心臓予定領域に生
じる中胚葉性の心臓前駆細胞群（cardiac progenitor cells; CPC）に由来する。しかし CPC の細
胞学的特性や各心臓細胞系列への分化制御メカニズムに関する知識基盤は、新規細胞治療法開
発目的で多能性幹細胞から特定の心臓細胞系列の誘導法を確立するには未だ脆弱である。この
状況を打開するため先行研究において申請者らは、マウス胚予定心臓領域から CPC を単離し
て単一細胞遺伝子発現プロファイリングを行い、既存のマーカー遺伝子 Nkx2-5 を発現する
CPC の 20-30%が SRY 型転写因子をコードする Sox17 を発現し、それらが心内膜前駆細胞群
であることを発見した。しかし予定心臓領域で CPC が Sox17 を発現して以降の形態形成過程
での心内膜細胞系列の時空間的な分布、分化過程での細胞学的特性は不明であった。 

２．研究の目的 
本研究は、Sox17 の発現を基盤とする細胞系譜の時空間分布データ及びその遺伝子発現プロフ
ァイルの取得と、分化過程を再現する多能性幹細胞を用いた in vitro の実験解析系構築により、
心臓発生過程での心内膜の細胞特性とその分子実態を解明することを目的とした。 

３．研究の方法 
1) マウス胚発生過程における心内膜前駆細胞の系譜追跡 
遺伝子改変マウスを用いて予定心臓領域の心内膜前駆細胞の系譜を追跡して胚発生過程での
心内膜細胞系列の時空間的分布を明らかにする。 

2) 心内膜分化過程での細胞特性の解明 
項目 1) から得られた細胞系譜の時空間的分布情報を元に、形成過程のマウス心円筒から心
内膜細胞を採取して単一細胞遺伝子発現プロファイリングを行うことにより、CPC からの分
化過程にある心内膜の細胞特性を解明する。 

3) 心内膜細胞による心円筒形成制御機構の解明 
項目 2) で得られた遺伝子発現プロファイルから、遺伝子オントロジーと発現様式解析によ
り心円筒の形態形成に作用し得る心内膜特異的遺伝子群を選別し、それらの機能を検証する。 

4) マウス ES 細胞からの心内膜細胞分化誘導系の構築 
項目 3) で検証した心内膜特異的遺伝子群が心円筒形成過程で担う機能の分子実態を精査す
るため、マウス ES 細胞を用いて多能性幹細胞から CPC を経て心内膜細胞への分化経路を
再現する in vitro の分化誘導系を開発する。 

４．研究成果 
1) マウス胚発生過程における心内膜前駆細胞の系譜追跡 
マウス初期胚において転写因子 SOX17 を発現する CPC が、予定心臓領域に一過的に出現す
ることを、免疫組織学染色により明らかにした。さらにそれらの Sox17 を発現する CPC が心
内膜に寄与することを、遺伝子改変マウスを用いて示した (図 1)。 

 
2) 心内膜分化過程での細胞特性の解明 
中胚葉細胞系列で Sox17 を欠損するマウス胚の心臓形成において、心室心筋層の肥厚を促す
肉柱形成の不全による重篤な異常が生じることを、複合変異マウスを用いて明らかにした(図
2)。さらにこの遺伝子欠損マウスの胎生 8.5 日胚心円筒から採取した心内膜細胞及び心筋細
胞を用いてのシングルセルマイクロアレイ解析により、心円筒形成直後の両細胞系列におい

図1. 心内膜前駆細胞における転写因子
SOX17 の発現。
A,B) Mesp1Cre/+/Rosa26EYFP/+マウス
胎生7.5日胚予定心臓領域における中胚
葉性（緑、EYFP陽性）SOX17陽性
( 赤）細胞群の分布（鏃）。 C-E)
Sox17Cre/+/Rosa26EYFP/+マウス胎生
8.5日胚における Sox17発現細胞の系
譜。TNNT(C,D, 赤)陽性の心筋層の内側
にEYFP陽性のSox17発現細胞系譜が寄
与する(C,D, 緑)。それらEYFP陽性細胞
群は全てPECAM1(E, 赤)を発現する心
内膜細胞である。Al(尿膜芽), Fg(前口),
En(内胚葉), A(前方), P(後方)。青は
DNA染色、Bar は各100 µm (A,C)。

Mesp1Cre/+/Rosa26EYFP/+

EY
FP
/S
OX

17
/D
AP

I

A

P

B

A
Al

EYFP/SOX17/DAPI

B

EY
FP
/T
NN

T/
DA

PI D Fg

En

EY
FP
/P
EC
AM

1/
DA

PI E Fg

En

A

P

EY
FP
/T
NN

T/
DA

PI C

D

Sox17Cre/+/Rosa26EYFP/+

LA

LV
RV

RA

LV

RV LA

PE
CA

M
1/

TN
NT

/D
AP

I

A B
Sox17 KOWT

100 µm

図2. 中胚葉性 Sox17 欠損マウスにおける
心臓形成異常。
A,B) 野 生 型 (WT) 及 び Sox17 KO
(Mesp1Cre/+/Sox17flox/flox)マウス胎生9.75
日胚の心臓横断面蛍光免疫染色像。緑 (心
筋)、赤(心内膜)、青(DNA)。WT心室では心
内膜層によって覆われた空間で心筋細胞が
内部へ増殖する肉中形成が顕著に認められ
るが、Sox17 KOでは両組織間の相互作用
が顕著に阻害されている。LA(左心房),
LV(左心室), RA(右心房), RV(右心室)。



て顕著な遺伝子発現プロファイルの異常が生
じていることが確認された(図 3)。 

3) 心内膜細胞による心円筒形成制御機構の解
明 
項目 2) で得られた Sox17 欠損マウス初期胚
の心内膜・心筋細胞の遺伝子発現プロファイ
ルにおいて、特に DNA 複製・細胞増殖と細胞
分化に関連する遺伝子群の発現変動が顕著に
検出された（図 3）。組織学的手法による同遺
伝子欠損マウス心臓形成過程の解析からは、
胎生 9.0 日以降心内膜で、9.5 日以降は心筋で
も細胞増殖の有意な低下が認められた (図 4)。
また、胎生 9.5日の同遺伝子欠損マウス心内膜
では、心内膜の分化を促進し、さらに心筋の増
殖を促進する NOTCH シグナル伝達経路の関
連遺伝子である Notch1 と Nrg1 の発現レベ
ルが顕著に低下していた。このことが、心内
膜・心筋間の相互作用を著しく阻害して両細
胞系列の増殖低下による肉柱形成不全をもた
らしたと考えられる(図 5)。 

 
 

 
 

 
4) マウス ES 細胞からの心内膜細胞分化誘導系の構築 
マウス ES 細胞を用いて多能性幹細胞から CPC を経て心内膜細胞への分化経路を再現する 
in vitro の分化誘導系開発を行う過程で、心内膜を含めた内皮前駆細胞群のサブタイプ特異的
な分化誘導が困難であるという問題が生じている。これを解決するため、既存のシングルセ
ルシーケンスデータと複合変異マウスを用いた心内膜細胞系譜解析結果を統合し、同時期に
出現する Sox17 陽性の内皮前駆細胞群の多様性とそれらの分化過程についてのより詳細な情
報を取得中である。 

 
1-3)に関して、上記研究結果を 2019年に Scientific Reports誌に発表した。 
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図3. 中胚葉性 Sox17 欠損マウス心円筒における遺伝子発現異常。
A,B) 野生型(WT)及びSox17 KO (Mesp1Cre/+/Sox17flox/flox)マウス
胎生8.5日胚の心内膜(A)及び心筋(B)細胞を用いたシングルセルマイ
クロアレイ解析で5倍の差次的発現を示したプローブ群のヒートマッ
プ。心円筒形成直後の心内膜・心筋両細胞系列で既に心内膜前駆細
胞での Sox17 欠損による遺伝子発現プロファイル異常が生じてい
る。
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図3. 中胚葉性 Sox17 欠損マウス心臓形成過程における細胞増殖異常。
A,B) 野生型(WT)及びSox17 KO (Mesp1Cre/+/Sox17flox/flox)マウス胎生8.5-9.5
日胚の心内膜(A)及び心筋(B)におけるリン酸化ヒストンH3を発現する有糸分裂
期の細胞の割合。心内膜においては9.0日胚以降、心筋においては9.5日以降に
有糸分裂期の細胞数が有意に低下する。
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図5. Sox17 欠損による心室肉柱形成不全モデル。
野生型(WT, 左側)及びSox17 (KO, 右側)マウス胚心室に
おける肉柱形成過程模式図。WT心内膜ではNOTCHシグ
ナル伝達経路の活性化（NOTCH 細胞内ドメイン:NICD
の核移行)により下流遺伝子 Nrg1 が発現して NRG1ß が
分泌され、心筋との細胞間相互作用と増殖を活性化し、
肉柱形成を促進する。Sox17 KO 胚では心内膜による
NRG1ß の分泌が不十分であるため心筋との相互作用が
阻害され、肉柱形成が不全となる。
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