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研究成果の概要（和文）：右室の心筋は左室とは本質的に異なり、高い大動脈圧を長期に支える能力を欠く事が
強く示唆されるが、そのような左右心室心筋の本質的な差は不明である。本研究は、再生医療・心不全治療への
新たな戦略的研究基盤の構築を目的とし、左右心室の心筋をin vitroで区別できるマウスES細胞を用いた実験シ
ステム独自に開発し、次世代シーケンサーや画像解析といった最先端の計測技術を駆使し、左右の心筋の先天的
な特性の差を明らかにすることを目標とした研究を展開した。必要とする遺伝子改変ES細胞の準備が完了し、今
後はデータの取得と解析へと移行する。得られた最終成果を国際学会と国際誌にて順次発表していく予定であ
る。

研究成果の概要（英文）：Some clinical evidences strongly suggest that right ventricular 
cardiomyocytes are unable to support high pressure like systolic arterial pressure for long period. 
However, such an intrinsically different feature of right ventricular cardiomyocytes from those of 
left ventricle is still largely unknown. In this study, we have developed genetically modified (GM) 
mouse embryonic stem (ES) cell system (Bacterial Artificial Chromosome Tbx5CreERT2 transgene・
ROSA26-eYFP) to discern right ventricular cardiomyocytes from left ventricular ones if 
differentiating in vitro. Then, we are about to isolate right ventricular cardiomyocytes and left 
ventricular ones originating from those ES cells in vitro, which will be then subjected to RNA-seq, 
phosphorylated protein profiling with mass spectrometry, and appreciation of mechanical property via
 calcium transient measurement. We will publish our results in international conference and 
scientific journal in the near future.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
右心室の心筋と左心室の心筋が本質的に異なるのであれば、まず、左右心室心筋に本質的な差がないことを前提
とした右心不全の治療戦略を再考する必要性が生じる。また、現在のinduced pluripotent stem（iPS）/ES細胞
を用いた再生医療用の心筋も、左右心室心筋が混在しているものであり、左室型心筋のみを抽出し使用する方が
高品質である可能性が高い。残念ながら、本研究では期間内にデータ解析を完了できなかったが、研究の継続に
より近い将来に得られる最終成果は、上記の臨床戦略を再考すべきかどうかの医学的知見を提供し、生物学的に
も極めて重要な疑問に迫ることができるはずである。

※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 

先天性心疾患である修正大血管転移症には、他に合併心奇形が無ければ、体循環を解剖学的

右室が担うものの血行動態は生理的に修正された状態であるので症状が無い。しかし、多くの症

例が長期経過で次第に心不全に陥る。この事実は、右室の心筋は左室とは本質的に異なり、高い

大動脈圧を長期に支える能力を欠く事を強く示唆する。左右心室心筋の本質的な差を明確にす

ることは、生物学的にも医学的にも極めて重要であるが、適当なマーカーや環境の違いで生じる

後天的形質の差を除外する実験系が無く、左右心室心筋の本質的な差は全く不明である。 

研究代表者は、転写因子 Tbx5を発現する心臓前駆細胞をマウス胚で追跡するシステムであ

る Bacterial Artificial Chromosome (BAC) Tbx5CreERT2 transgene (Tg)・ROSA26-eYFP（R26R-eYFP）マ

ウスを樹立し解析することで、転写因子 Tbx5を発現する細胞系譜はほとんどが心筋に分化し、

左心室に寄与し右心室には寄与しないことを見出した（Kokkinopoulos, Yashiro et al. PLoS One. 

2015）。この独自のマウスの胚盤胞から Embryonic Stem (ES) 細胞を樹立し、かつ心筋にしか分化

出来ない独自に開発した単分化心筋前駆細胞の単離法を利用すれば（Ishida, Yashiro et al. Cell 

Reports. 2016）、左心室と右心室の心筋細胞を同一の培養条件で ES細胞から分化誘導し、後天的

な表現型を付与する可能性がある環境の差を排除した in vitroで分化した左室心筋と右室心筋を

それぞれ単離して比較解析する独自の実験系が構築可能であると考えた。 

２．研究の目的 

本研究では、後天的に付与される表現型を排除し、左右の心室の心筋を単離できる独自の実

験系の開発を起点として、これを用いて左右の心筋の先天的な特性の差を明らかにし、再生医療

と心不全治療に対して新たな戦略的研究基盤を構築する事を目的とした。この目的を達成する

ために、研究代表者の独自の研究結果を用いて、左室心筋と右室心筋を同一条件下で in vitroで

分化誘導してそれぞれ単離し、次世代シークエンサー、質量分析計、画像解析といった最先端の

計測技術を駆使して比較検証することを目標とした。 

３．研究の方法 

上記の背景と研究目的をふまえ、研究計画の概要は以下の通りであった。(1) in vitroで分化

した左右の心室心筋間での網羅的遺伝子発現プロファイルの比較を行い解析する。BAC 

Tbx5CreERT2 Tg ・R26R-eYFP マウス ES細胞に、汎レチノイン酸受容体阻害剤（心室型心筋への分

化促進）と 4水酸化タモキシフェン（左室心筋へ eYFPを遺伝学的にラベリング）の存在下で心

筋へと分化誘導をかけることで、分化した左心室心筋（eYFP陽性）と 右心室心筋（eYFP陰性）

を分離する。それぞれに対して次世代シークエンサーによって RNA-seq を行い、遺伝子発現プ

ロファイル解析とパスウェイ解析により特性差を比較解析する。(2) in vitroで分化した左右の心

室心筋間での網羅的蛋白発現プロファイルの比較解析を行う。マウス ES細胞由来の左右心室心

筋から膜蛋白分画と細胞質分画リン酸化蛋白を調整し、質量分析計ショットガンにより網羅的

に膜蛋白とリン酸化蛋白の定量的蛋白発現プロファイル解析とパスウェイ解析を行い、(1)のデ

ータと統合して左右心室心筋間の本質的な特性の差を明らかにする。(3) in vitroで分化した左右

の心室心筋間での力学特性の比較解析を行う。マウス ES細胞から得た左右心室心筋の一細胞レ

ベルで力学特性の違いを、カルシウム・トランジエントを測定するなどをして比較検証を行う。 

４．研究成果 

研究代表者の研究施設の移動、予期しなかった研究資源の喪失、及び新型コロナウイルス感

染拡大による研究活動の制限などにより、当初予定していた研究計画に遅れを生じたが、研究と

しては進展した。研究期間内に得た下記のような成果を元に、今後も研究を継続し、成果を国際

学会と国際誌にて公表していく予定である。 



(1) in vitroで分化した左右の心室心筋間での網羅的遺伝子発現プロファイルの比較 

当初は、数年前に BAC Tbx5CreERT2 Tg ・R26R-eYFP マウスの胚盤胞より樹立したマウス ES

細胞（Kokkinopoulos, Yashiro et al. PLoS One. 2015）を用いて研究を開始したが、現在広く普及

している 2i+LIF培地による維持培養法に起因すると考えられた ES細胞の変調に直面し、ES細

胞の分化能に大きな問題が発生した。これを解決するために、新しく BAC Tbx5CreERT2 Tg ・

R26R-eYFP マウスの胚盤胞から ES細胞の樹立を行った。3i+LIF培地を用いて胚盤胞を培養

し、増殖した内部細胞塊由来の細胞を数回 3i+LIF培地上で継代し、フィーダー細胞フリーの条

件で ES細胞グレードの血清+LIF培地で継代できる ESクローンを樹立した。 

この新しく樹立した BAC Tbx5CreERT2 Tg ・R26R-eYFP マウス ES細胞に心筋分化誘導を誘

導し、心臓前駆細胞の段階で GFRA2陽性・PDGFRa陽性・KDR陰性の細胞を FACSにて回収

し、pan-RAR阻害剤 AGN 194310 と 4-hydroxytamoxifen存在下で分化培養を継続し、左室心筋

（eYFP陽性）と右室心筋（eYFP陰性）を FACSで単離し、RNA-seqを行う予定にしている。

期間内にデータの取得完了までに至らなかったが、今後も研究を継続し、データを取得し解析

に移る予定である。 

(2) in vitroで分化した左右の心室心筋間での網羅的蛋白発現プロファイルの比較解析 

(1)同様にして左室心筋と右室心筋を単離し、ショットガンによる質量分析計を用いたタン

パク発現プロファイルを解析する予定であったが、まだデータを取得し解析を完了させるに至

っていない。質量分析計で解析するための試料の準備が完了次第、データを取得し解析を行う予

定である。 

(3) in vitroで分化した左右の心室心筋間での力学特性の比較解析 

(1)で準備し用いることとなっている ES 細胞と分化誘導法にて得る左室心筋と右室心筋を

用いて、カルシウム・トランジエントを測定することで力学的特性の差を解析する予定であるが、

残念ながらデータを取得し解析を完了させるに至らなかった。試料の準備が完了次第、データを

取得し解析を行う予定である。 
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