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研究成果の概要（和文）：　哺乳類の心筋細胞は生後早い時期に分裂能を失うと報告されているがそのメカニズ
ムは明らかでない。研究代表者らは核内受容体に注目しマウス心筋細胞による網羅的遺伝子発現解析の結果、核
内受容体の一つであるレチノイン酸受容体とその関連遺伝子が心筋細胞分裂能喪失に関与していることを見出し
た。
　レチノイン酸合成の律速段階酵素であるAldh1a2は生後6日をピークに一過性の発現上昇を示し、これは低酸素
誘導因子であるHif1aの制御を受けていることが示されたことから、生後の高酸素環境がトリガーとなりHif1aを
介するレチノイン酸受容体シグナルの活性化が心筋細胞の分裂を停止させるメカニズムであると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Several lines of evidence suggest that mammalian cardiomyocytes lose their 
ability of cell division during neonatal period, however, the underling mechanism is remained yet to
 be elucidated. We hypothesized that nuclear receptors play a role in the process of cell cycle 
arrest in neonatal cardiomyocyte. We found that all trans retinoic acid, a ligand of retinoic acid 
(RA) receptors,inhibits the cell cycle of cardiomyocyte. Moreover, Aldh1a2, a rate limiting enzyme 
of RA biosynthesis, is transiently upregulated peaking at postnatal day 6 in mouse heart. We also 
found that the gene expression of Aldh1a2 is under control of oxygen concentration through Hif1a, 
hypoxia inducible factor 1a. Accordingly, we conclude that increased tissue oxygen concentration 
degrades Hif1a which is negatively regulating the gene expression of Aldh1a2. Stimulated RA 
receptors,modulate cell cycle related gene expressions including Cyclin B1 or Cyclin D1, thereby 
inhibit cell cycle progression.

研究分野：循環器内科

キーワード： 心筋細胞　細胞分裂　核内受容体　レチノイン酸　低酸素誘導因子　エピゲノム修飾
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 ヒトを含む哺乳類の心筋細胞は分裂能が無く、心筋梗塞などで一旦その数が減ると再生されないと考えられて
きた。しかし、最近の報告によると哺乳類の心筋細胞もその数は限られているが分裂能を有していることが明ら
かになってきた。この心筋細胞の分裂効率を上昇させることができれば残存心筋から心機能を回復するだけの心
筋細胞を再生させることができるかもしれない。
　研究代表者らの今回の研究は、心筋細胞の分裂能喪失という新生児期に起こる現象のメカニズムを検討するこ
とで、将来的に残存心筋の分裂能を再開させ心筋再生を治療応用できるレベルまで高めることを実現する端緒と
なる基礎研究であると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景  

魚類や両生類の心筋細胞には分裂能が保存されており、既存の心筋細胞が傷害されても

再生され心機能が復元されることが示されている。それに比べ、哺乳類の心筋細胞は最終分

化した細胞で、分裂せず、したがって再生能を持たないと考えられてきた。しかし、最近に

なって幾つかの動物実験や 14C birth-dating 法を用いたヒトでの検討により、哺乳類の心筋

細胞も分裂・再生能を有していることが示されるようになったが、その分裂頻度は年率 

0.5％以下と非常に低く、心機能を回復させるには遠く及ばない。現時点で有力と考えられ

ている心筋再生療法は、体性幹細胞を移植する方法や、iPS を心筋細胞に分化誘導しそれを

心臓に移植するなどの方法が考えられているが、安全性や費用面など今後克服すべき課題

も含んでいる。それに比べ魚類や両生類の様に心筋細胞の分裂能を賦活できればより効率

的で生理的な再生医療が実現できると思われる。このような再生療法の実現にはさらなる

心筋細胞の基礎実験が必要である。  

  

２．研究の目的  

哺乳類成体心筋細胞の多くは分裂能を喪失している。この細胞分裂能を喪失する時期は出

生後の数日以内であることがマウスの実験で示されたが、その詳細なメカニズムは明らか

でない。研究代表者らは、核内受容体の一つであるレチノイン酸とその下流のシグナルが、

心筋細胞分裂能喪失のメカニズムに関連

しているのではないかと仮説を立てた。実

際に予備実験でレチノイン酸が細胞分裂

停止能を持つことを in-vitro 実験で確認

した。また、 出生後の心臓においては、レ

チノイン酸合成酵素の産生が極端に上昇

していることがわかった。核内受容体は、

DNA の転写調節領に結合して、遺伝子発

現を制御していると考えられているが、最

近の研究では、エピゲノム修飾を介して、

細胞の運命を司っていることがわかって

きた。そこで本研究は、心筋細胞がどのよ

うに分裂能を喪失するかのメカニズムを、

レチノイン酸を介する経路を中心に検討

した。 

 

３．研究の方法   

心筋細胞は生理条件下では生後 7 日で分裂能を失うことが報告されているので、胎児期

 

Fig.1 レチノイン酸受容体のリガンドである 

ATRA は新生児心筋の細胞分裂を抑制する。 

(上：FACS plot、右下：cell cycle 関連遺伝子

の発現が低下する。) 
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終盤から新生児期のマウスを用い、遺伝子

発現解析や薬剤負荷試験、遺伝子改変マウ

スを用いて心筋細胞の分裂能喪失に関係す

る分子メカニズムを明らかにした。I n-vitro 

実験では、生後 1 日以内に採取したラット

心筋細胞を用い、低酸素環境や薬剤添加に

より心筋細胞分裂速度や遺伝子発現レベル

がどのように変化するかを評価した。  

  

４．研究成果  

マウス心筋細胞が分裂能を喪失する変化

は生後 7 日間で起こることがわかっている

ため、生後心筋細胞を経時的に採取し、adult

マウス心筋細胞と比べ遺伝子発現がどのよ

うに変化しているか検討した。今回の研究

ではヒトに48 種類あることがわかっている核内受容体遺伝の発現をPCR 法で網羅的に検

討した。その結果、レチノイン酸受容体(RAR)が新生児期に多く発現していることがわかっ

たため、RAR のリガンドであるレチノイン酸が心筋細胞分裂能を低下させる作用があるか 

in-vitro で検討した。 その結果、レチノイン

酸添加にて新生児心筋の分裂速度が低下す

ることが示され (fig.1)、cell cycle を司る分

子の発現も低下していた。  

  

 次世代シークエンサーのデータから、RAR 

関連遺伝子発現の経時的変化を検討した結

果、レチノイン酸合成の律速段階酵素である

Aldh1a2 の発現が、生後 6 日をピークに一過

性に上昇していることがわかった (fig.2)。さ

らに、Aldh1a2 は低酸素環境下では発現上昇

を示さないことから、心臓組織が生後高酸素

環境下にさらされることがこの遺伝子の発

現契機になっていると考えられた。 Aldh1a2 

遺伝子発現の調節領域には種を超えて Hif1a

の結合配列が保存されていることから、 

Hif1aがAldh1a2 の発現を制御していると仮

説し、 Hif1a 遺伝子の knockdown 実験を行

 

Fig.２ レチノイン酸合成酵素 Aldh1a2 は

新生児の心臓で一過性に発現が上昇する。 
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Fig.３ Aldh1a2 発現調節領域には Hif 結

合配列が種を超えて保存されている(上)。 

Aldh1a2 の発現は Hif1a に制御される。 

M. musculus ……  GGAGCGTGGGC…124bp…Aldh1a2…

R. norvegicus……  GGAGCGTGGGC…172bp…Aldh1a2…

H. sapiens ……  GCGGCGTGGGC…188bp…Aldh1a2…

HIF binding core consensus
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い、 Hi f1a が Aldh1a2 の発現を negative に

制御していることが示された (fig.3)。  

  

 次に、実際に RAR シグナルを抑えることに

より心筋分裂能が生後 7 日以降も延長する

かを検証するために、レチノイン酸 inverse 

agonist 投与下に、生後 7 日目に心尖部に 

cryoinjury モデルを作成し、心筋再生能を評

価した。その結果、レチノイン酸シグナルを

抑制することで、心筋分裂・再生能は生後 7 

日を超えて延長することが示された(fig.4)。  

  

 さらに、 Aldh1a2 の心筋特異的タモキシフ

ェン誘導 knock out マウスを作成し、心筋の

分裂能を生後 7 日の時点で評価した結果、 野

生型マウスにくらべ、knock out マウスで 

Ki67 陽性細胞が多く観察された(fig.5)。  

  

以上の結果から、マウス心筋細胞では生後

上昇する酸素分圧により Hif1a が分解され、

二次的に Aldh1a2 の遺伝子発現が亢進し、

RAR シグナルが活性化されると考えられ

る。これにより、Cyclin B1 や Cyclin D1 な

どの cell cycle 関連遺伝子の発現が抑制されることで、細胞分裂が停止するものと考えられ

た。    

 

結果のまとめ  

⚫ 核内受容体の一つである RAR を活性化すると、新生児マウス心筋細胞分裂が停止する。  

⚫ レチノイン酸合成律速段階酵素である Aldh1a2 は生後一過性に発現上昇を示す。 

⚫ Aldh1a2 の発現は酸素濃度と関係しており、低酸素環境下では発現上昇は見られない。 

⚫ 酸素分圧の上昇による Aldh1a2 発現は Hif1a が媒介していると考えられる。  

⚫ RAR シグナルを抑制することで、新生児期の細胞分裂能は 7 日を超えて延長する。  

  

自己総括 

 当初予定した実験は概ね遂行できたと考えるが、予期せぬトラブルにより遺伝子改変マ

ウスの準備が遅れたため、現在も追加実験を行っている。早期論文発表を目指したい。 

 

Fig.４ レチノイン酸のシグナルを抑制す

ると生後 7 日を超えて心筋再生がみられ

る。 
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Fig.５ Aldh1a2 conditional KO マウスで

は生後 7 日の Ki67 陽性心筋細胞が多い。 
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