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研究成果の概要：心内膜床は初期胚心臓の房室管および流出路に形成され、完成した心臓の中

隔や弁の原基となる。この心内膜床は心内皮細胞の間葉への形質転換によって形成される。こ

れまでの研究で心内皮細胞の形質転換には、心筋から分泌される BMP が必要であることが示さ

れていた。今回の研究により、この形質転換過程に wnt シグナルの伝達経路も必要であること

が明らかになった。さらに BMP と wnt シグナル伝達経路の下流で転写因子の sox9 が働いている

可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 心内膜床は、房室管（心房と心室の間）お

よび流出路に形成され、将来の中隔や弁を形

成する原基である。心内膜床は、流出路およ

び房室管領域の心内皮細胞が心筋細胞より

分泌される未知の誘導因子により間葉に分

化し（上皮-間葉形質転換）、形成される。研

究代表者は、心内膜床でおこる上皮-間葉形

質転換での成長因子、とくに形質転換成長因

子 TGF β (transforming growth factor- 

β:TGF-β)ファミリーの働きに注目し、その

分子機構を研究してきた。その結果、心筋細

胞 か ら 分 泌 さ れ る 骨 形 成 因 子 (Bone 

morphogenetic protein:BMP)が、TGF-β2、 β

3 と協調的に作用し心内皮細胞の形質転換を

誘導する事が明らかになった。さらに、心内

膜床の間葉に発現するホメオボックス遺伝

子 Msx1 の研究から、BMP とともに働く未知の

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2006～2008 

課題番号：18590173 

研究課題名（和文） 心臓発生過程でおこる心内膜床形成での wnt と骨形成因子(BMP) 

の協調作用機構 

研究課題名（英文） A role of wnt and BMP during endocardial cushion tissue formation

研究代表者 

山岸 敏之(YAMAGISHI TOSHIYUKI) 

埼玉医科大学・医学部・講師 

研究者番号：60255122 



 

 

液性因子の存在が予想された。 

 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は BMPとともに働く液性因子が

wnt タンパク質である可能性を得た。本研究

では心内膜床形成過程での wntの働きを明ら

かにすることが目的である。具体的には以下

の２点について明らかにする。 

 ①心内膜床形成領域に存在する wnt遺伝子

群の同定 

 ②心内皮細胞の形質転換における wnt と

BMP の協調作用機構 

 
 
３．研究の方法 
（1）ニワトリ胚心臓に発現する wnt 遺伝子

群の全長クローニング 

  wnt の機能を明らかにするため、ニワト

リ胚心臓および胚全体より、wnt タンパク質

の全長をコードする領域のクローニングを

RT-PCR 法によりおこなった。 

 

（２）培養系を用いた wnt 遺伝子のスクリー

ニング 

 ① １で得られた wnt遺伝子を発現ベクタ

ーの pCS2+に組み込んだ。 

 ② 器官培養による生物検定は、次のよう

に行った。ニワトリ胚心臓（ステージ 13）の

心内膜床領域を微小外科手術により切り出

し、コラーゲンゲル上で培養した。４時間後、

心筋細胞を剥離し、心内皮細胞だけをコラー

ゲンゲル上に残した。 ①で作製した wnt 遺

伝子を心内皮細胞に導入し、BMP とともに培

養し、心内皮細胞のゲル内への侵入を指標に、

導入した wnt の形質転換能力を判定した。遺

伝子導入にはリン脂質系の導入試薬を用い

た。  

 
（３）活性のあった wnt の心臓発生過程での

局在 

 ２の結果から得られた wnt遺伝子の心内膜

床形成過程での発現を in  situ ハイブリダ

イゼーション法、RT-PCR 法により調べた。 

 

（４）wnt と BMP の協調作用機構 

 wnt と BMP の協調作用により、心内皮細胞

にどのような変化が起こっているのかを明

らかにするため、in vitro で培養した心内皮

細胞の培養系に wnt と BMP を添加して培養し、

心内皮細胞に発現してくる遺伝子を DNAチッ

プにより網羅的に解析した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1)ニワトリ胚心臓に発現する wnt  

 wnt ファミリーの間で保存された領域に対

してプライマーをデザインし、ニワトリ胚心

臓に発現する wnt 遺伝子の単離を行った。そ

の結果、wnt2b (wnt13)、wnt4、wnt5a、wnt5b、

wnt7a、wnt8c が単離できた。しかしながら、

すでにニワトリ胚心臓での発現の報告があ

った wnt6、wnt11 は単離できなかった。この

ことは、このプライマーを用いたクローニン

グでは胚心臓に発現するすべての wntをクロ

ーニングできない可能性を示している。そこ

でこの時のクローニングで得られなかった

既知 wnt について、β-カテニン系のシグナ

ルを活性化する wnt、また機能が明らかでな

い wnt のクローニングを胚全体から行った。

最終的に単離した wnt 遺伝子は、wnt2、wnt2b 

(wnt13)、wnt3aIII、wnt4、wnt6、wnt8c、wnt9a 

(wnt14)、wnt11 であった。 

 

(2) 活性のある wnt のスクリーニング 

 1 で得られた wnt 遺伝子を発現ベクターの

pCS2+に組み込み、器官培養系用いてその活

性をスクリーニングした。コラーゲンゲル上

で培養している心内皮細胞に wnt遺伝子を導



 

 

入し発現させ、培養液中にBMPを添加した後、

24～48 時間培養し観察した。その結果、wnt2、

wnt2b (wnt13)、wnt3aIII、wnt4、wnt8c、wnt9a 

(wnt14)を遺伝子導入したときには心内皮細

胞が形質転換し、コラーゲンゲル内に間葉が

観察できた。 

 

（３）胚心臓形成過程での wnt 遺伝子の発現 

 ２で活性のあったwnt2b (wnt13)、wnt3aIII、

wnt8c、wnt9a (wnt14)、さらに房室管領域で

の発現が報告されていた wnt6、wnt11 の心内

膜床形成過程（ステージ 14～18）での発現を

in situ ハイブリダイゼーション法を使って

調べた。その結果、wnt6、wnt11 は房室管領

域の心筋細胞に発現していたが心内皮細胞

では検出できなかった。一方、wnt9a は房室

管領域の心内皮細胞に発現が観察できた。そ

の他の wnt については検出できなかった。こ

れらの wntに対しては胚心臓を流出路、心室、

房室管、心房に切り分けて RNAを抽出した後、

各領域に対して RT-PCR をおこない発現を調

べた。その結果、wnt3aIII は、他の領域にく

らべ房室管領域に多く発現していたものの、

その発現量はきわめて少なかった。wnt8c は

心房領域に強く、房室管、心室に弱い発現が

見られた。wnt2b は RT-PCR 法でも検出できな

かった。以上の結果と生物検定の結果を合わ

せて考えると房室管領域の心内皮細胞に発

現していた wnt9a が BMP とともに働く因子の

候補として考えられる。wnt2 と wnt4 につい

ては、これらの遺伝子のノックアウトマウス

では心臓に異常が見られないが、ニワトリ胚

での発現を調べる必要があると考えている。

今回の研究では、房室管領域の心筋に発現し、

同時に形質転換活性を持つ wnt遺伝子は検出

できなかった。しかしながら、未知の wnt 遺

伝子、または wnt シグナルを活性化する未知

の因子が心筋に存在する可能性も考えられ

る。 

 

 

（４）wnt と BMP の協調作用機構の解析 

 wnt と BMP の協調作用により、心内皮細胞

に誘導される遺伝子を網羅的に解析した。そ

の結果、転写因子、成長因子、細胞外基質、

細胞骨格の調節因子、タンパク分解酵素など

が得られた。研究代表者は、sox 遺伝子群、

なかでも sox9 に注目し心内膜床形成での役

割を明らかにすることを試みた。sox は sry 

(sex-determining region Y)で見つかった

DNA 結合領域（HMG-box）配列をもつ転写因子

群である。これまでに sox9 の遺伝子欠損マ

ウスでは心臓形成異常が報告されていた。そ

こでニワトリ胚より sox9 遺伝子をクローニ

ングし、心臓発生過程での sox9 の発現を in 

situ ハイブリダイゼーション法を使い解析

した。その結果、心内膜床形成の始まるステ

ージ 16 では流出路と房室管領域の心内皮細

胞、そして流出路心筋細胞に sox9 mRNA が検

出された。ステージ 18 になると流出路と房

室管の心内皮細胞と間葉に強い発現が認め

られた。この発現はステージ 23 でも同様で

あった。ステージ 27 では心内膜床の心内皮

細胞と間葉のほかに、房室管周囲の心外膜に

も発現が見られた。ステージ 30 になると弁

の心内皮細胞とその下層の間葉に sox9 遺伝

子の弱い発現が観察された。以上の結果から、

sox9 は心内膜床形成過程で心内皮細胞の形

質転換直前の時期に心内皮細胞に発現し、そ

の後心内皮細胞と間葉に発現することが明

らかになった。このことは sox9 の発現が形

質転換シグナルにより直接誘導されている

可能性を示唆している。またノックアウトマ

ウスの結果と併せて考えると、心内皮細胞の

間葉への形質転換過程に直接関与している

可能性がある。今後 sox9 がどのように心内



 

 

皮細胞の形質転換に関わっているか検討す

る必要があると考えている。 
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