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研究成果の概要（和文）：心筋細胞は低酸素下の胎生期にのみ分裂再生能を有し、出生時肺呼吸開始による酸素
増加が分裂を停める。本研究では、低酸素胎内の代謝/栄養環境に着目し、アクチン等の特定の筋蛋白にのみ存
在する3-メチルヒスチジンという特殊なアミノ酸が心筋分裂に関与することを明らかにした。今後はその作用機
序を明らかにし、心筋再生に繋げていく。次に、胎内環境維持に必須の胎盤の役割を検討する為、成熟胎盤を欠
くこと以外は我々有胎盤類に最も近い有袋類オポッサムを用い、成体期では心筋の構造・機能が有胎盤類と類似
していることを明らかにした。今後は周産期の酸素環境と心筋分裂再生能の関連を検討し、胎盤獲得の進化学的
意義を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：Fetal cardiomyocytes (CMs) actively proliferate under hypoxic intrauterine 
condition, but they stop dividing soon after birth due to an elevated oxygen tension by the onset of
 breathing. In this study, we focused on intrauterine metabolic/nutritional environments, and 
identified 3-methylhistidine playing a role in CM proliferation and regeneration. This uncommon 
amino acid is contained in a handful of muscle-specific proteins such as actin. Elucidating the 
molecular action of this amino acid will contribute to attain successful heart regeneration. The 
placenta is essential for the maintenance of the intrauterine environment. We used marsupial gray 
short-tailed opossum, which is most closely related to eutherians except that it lacks mature 
placenta. Our analysis revealed that adult opossums lost CM proliferative capacity as in eutherians.
 Examining the oxygen dynamics and CM proliferation around birth in opossums will contribute to 
clarify the evolutionary significance of the placenta.

研究分野： 心臓分子生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋梗塞や心不全に対する根治療法は存在しない。これは出生後の肺呼吸開始による酸素の増加が引き金となっ
て心筋細胞の分裂が停止するからである。一方、魚類や両生類の中には一生を通じて心筋分裂再生能を維持する
種が存在する。本研究ではこれらの動物種間の比較から、アクチン等の特定の筋蛋白にのみ存在する3-メチルヒ
スチジンという特殊なアミノ酸が心筋分裂に関与する可能性を見出した。この知見を将来の心筋再生療法の開発
に繋げたい。心筋分裂が活発な胎生期の特殊環境は胎盤により維持されている。本研究では成熟胎盤を欠くこと
以外は我々有胎盤類に最も近い有袋類との比較を行うことで、進化学的観点から胎盤の存在意義を考察した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
心筋梗塞や心不全に対する根治療法は存在しない。これは、我々哺乳類の心筋細胞が胎生期に

は活発に分裂するが、出生後は分裂を停止しており、心傷害に対する再生能がないからである。
この課題に対する現在の主流戦略は、ES/iPS 細胞等の未分化細胞を出発点として体外で分化心
筋細胞を創出するものであるが、その成果は心筋では限定的であり、臨床応用には至っていない。
この主な原因は、iPS 由来心筋細胞の成熟度不足にある。心筋細胞は胎生期から成体期への成熟
過程で大きさ・内部構造や収縮力が激変する。例えば、迅速な Ca2+流入に必須の膜陥入構造であ
る T 管は胎生期には存在せず、出生 2～3 週で形成されるが、単離培養すると数日で消失してし
まう。また、胎生期の心筋ミトコンドリアは出生時のエネルギー代謝変化に伴って大部分が分
解・除去され、新規合成の成熟型ミトコンドリアに置換される。このような長期にわたる細胞と
しての“履歴”（ヒトで 10～20 年）を短期間の iPS 心筋作成過程（1～2 ヶ月）で獲得させるのは
困難である。実際、標準法によって作られた iPS 由来の心筋細胞は胎児型であり、T 管は形成さ
れず、ミトコンドリアの置換も起こらない。自律的な拍動や心筋様の遺伝子発現パターンのみで
は真に成熟した心筋細胞とは言えないのである。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、発想を転換した革新的・挑

戦的な戦略を提唱する。具体的には、正常な履歴
を蓄積した成体心筋細胞に分裂が活発な胎生期の
履歴情報（胎内履歴）を導入することで一時的に
分裂能を付与する、即ち、内在性細胞を用いた履
歴ベースの心筋再生を目指す（図 1）。しかし、こ
の戦略の鍵を握る胎内環境は胎盤を介した母体と
の双方向性の情報伝達により最適化される複雑な
環境であり、遺伝子のみならず、代謝や栄養、外部環境等の広範な因子によって規定される。そ
の制御機構は不明であり、比較的解析が容易な遺伝子レベルの検討に留まっている。我々は遺伝
子追及のみの戦略に限界を感じ、それらを統合制御する上流の履歴情報が重要と考えた。その結
果、成体でも心筋再生が可能な両生類との進化学的な比較解析から、心筋分裂には低酸素環境が
必須であり、哺乳類では出生時の肺呼吸開始による酸素の増加が遺伝子調節系を介して心筋分
裂を停めることを突き止めた。即ち、胎内環境は外部酸素環境を起点として下流の遺伝子調節系
に至る階層的の制御系を構成すると言える（図 1）。以上を踏まえ、本研究では遺伝子・分子の
みに限定せず、個体・環境・進化を網羅した多角的な方法論を用い、階層的な胎内制御系の実態
を明らかにし、成体心筋において可能な限りこれを再現することで、ES/iPS 細胞に依存しない、
内在成熟心筋の再生能力に則った心筋再生の実現を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 心筋分裂再生に関与する代謝・栄養環境（アミノ酸、脂肪酸）の同定 
出生時の酸素上昇に関連して心筋で起こる最大の変化はエネルギー代謝変化（低酸素：嫌気的解
糖⇒高酸素：酸化的リン酸化）であるので、本研究では低酸素下の胎内において心筋分裂を制御
する重要な階層として代謝・栄養環境、特にアミノ酸、脂肪酸に着目した。哺乳類の出生前後、
また、心筋再生能の異なる種々の動物種間で大きく変動する分子群を同定する為、以下の動物サ
ンプルについて血液中のアミノ酸（39 種）、脂肪酸（24 種）濃度を網羅的に計測した。①につい
ては血液だけでなくホモジナイズした心筋試料についても同様の解析を行った。 
 
①哺乳類（ラット）の出生前後の様々な時期（胎児～新生児～成体期） 
②心筋再生能の異なる種々の動物種（両生類【アホロートル】：強い再生能あり、爬虫類【カメ】：
恐らく弱い再生能あり、鳥類【ウズラ】：恐らく再生能を喪失、哺乳類【ラット】：再生能を喪
失）※全て成体期 

 
(2) 3-メチルヒスチジンによる心筋分裂制御機構の探索 
上記(1)の解析で得られた幾つかの候補分子の中で 3-メチルヒスチジン（以下、3MH）という特
殊なアミノ酸に着目し、詳細な解析を行った。3MH はアクチン、ミオシン等の特定の筋蛋白に
のみ存在し、その中の特定のヒスチジン残基がメチル化酵素 SETD3 によりメチオニンをドナー
としてメチル化されることにより生じ、蛋白分解後には再利用されずに尿中へ排泄される。この
ことから臨床検査等で筋蛋白の分解の指標として用いられてきたが、詳細な生理機能や体内分
布は殆ど不明である。 
 
①3MH が心筋細胞の分裂に及ぼす影響を評価する為、胎生後期のマウス単離心筋細胞に対して

3MH を種々の濃度で添加し、細胞分裂マーカー（Ki67, pH3）の発現率を免疫染色にて評価し



た。Ki67 は休止期（G0 期）以外の細胞周期が ON である細胞で発現し、pH3（リン酸化ヒス
トン H3）は有糸分裂期（M 期）にある細胞でのみ発現する。 

②3MH を検出する抗体は市販されていない為、米国 Stanford 大学のグループより 3MH 特異抗
体を入手し、種々の動物種（両生類：アホロートル[甲状腺ホルモン処理による変態前・変態
後]、イベリアトゲイモリ、鳥類：ニワトリ胚、哺乳類[有袋類]：オポッサム、哺乳類[有胎盤
類]：マウス、ラット）の心臓組織、及び培養細胞（HEK293T、マウス初代胎児心筋細胞）を
用いて免疫染色を行い、細胞分裂におけるアクチン構造の変化と 3MH 動態について検討した。 

③上記②の免疫染色において、分裂中の細胞でのみ 3MH の強いシグナルが検出されたことから、    
間期の細胞ではアクチン構造が安定しており、抗体がアクチン分子内の 3MH にアクセスでき 
ないが、分裂時はアクチン等の細胞骨格構造が一時的に解体・再構成されて 3MH が遊離する 
為、抗体がアクセスできるようになるのではないかとの仮説を着想した。これを検証する為、 
培養細胞（HEK293T）に分裂刺激を与えた場合、また、サイトカラシン D によりアクチンを 
強制的に脱重合させた場合に培養上清中の 3MH 濃度が増加するか否かを評価した。 

 
(3) アミノ酸輸送体 SNAT4 KO マウスの解析 
上記(2)の仮説のように、心筋細胞分裂中のアクチン構造の一過性解体・再構成により遊離した
3MH が細胞膜のアミノ酸輸送体を介して細胞外や血中に放出されるのであれば、血中 3MH 濃
度は心筋分裂再生能に対する指標となり得る。3MH に対するアミノ酸輸送体は同定されていな
いが、本研究ではシステム A のアミノ酸輸送体である SNAT4（Slc38a4）に着目した。最近報告
された SNAT4 欠損マウスにおいて最も大きく輸送が障害されたアミノ酸は 3MH の合成起点と
なるヒスチジンであったことから、SNAT4 が 3MH 輸送にも関わっている可能性があると考え
た。本研究では SNAT4 KO マウスを理研から入手し、胎盤における母体から胎児へのアミノ酸
輸送動態、胎児心筋におけるアミノ酸輸送動態、胎児心臓の発生、心筋分裂能、3MH 動態など
を総合的に評価するべく解析に着手した。 
 
(4) 有袋類オポッサムを用いた解析 
心筋分裂を最大化する低酸素の特殊な胎内環境を実現・維持しているのは
胎盤である。哺乳類の中で有袋類は成熟胎盤を欠くこと以外は系統的に
我々有胎盤類に最も近い種であり、胎盤獲得の進化学的意義を考察するの
に最適である。有袋類は有胎盤類より遥かに未熟な状態で出生し、出生後
は長期間にわたり母親の育児嚢の中で発育する。有胎盤類では、胎生期に
25mmHg であった動脈血酸素分圧が出生時の肺呼吸開始により 100mmHg
まで急激に上昇し、これに応じて速やかに心筋分裂が停止する。一方、有袋類では出生後暫くは
皮膚呼吸が主体（肺は未成熟）との報告もあり、未熟な状態で出生する有袋類では心筋分裂を維
持する為に出生後暫くは低酸素環境を維持している可能性がある。また、成体においても有胎盤
類とは異なった体内酸素環境を維持している可能性がある。本研究では、南米由来の有袋類であ
るハイイロジネズミオポッサム（以下、オポッサム；図 2）を導入し、有胎盤類と比較すること
により、胎盤の獲得が酸素-心筋再生制御に及ぼした影響を進化学的観点から考察した。 
 
①成体期オポッサムの心臓・心筋細胞の構造をマクロ～ミクロの種々のレベル（組織 HE 染色、
単離心筋細胞、電子顕微鏡）で解析し、有胎盤類マウスと比較した。 

②成体期オポッサムの心臓・循環器系の機能を心エコー、テレメトリー解析（心電図、心拍、血   
圧、体温）、運動負荷試験（トレッドミル）により評価し、有胎盤類マウスと比較した。 

③成体期オポッサムの心筋分裂能を分裂マーカーKi67 の免疫染色にて評価した。 
④我々がマウスで同定した心筋細胞の分裂促進因子 Novex3 について、成体期オポッサムでの発  
現を免疫染色にて解析した。 

⑤オポッサムの体内酸素環境を明らかにする為、以下の 2 つの高難度の酸素計測系の確立に挑
戦した。いずれも採血が不要で生体内の生理的酸素濃度を直接且つ連続的に計測可能である
【(a):毛細血管レベル、(b):動脈血レベル】。 

(a)ポルフィリン計測系（毛細血管レベル） 
血液中に投与されたポルフィリンは酸素濃度に依存して発
光寿命が変化するため、Nd:YAG レーザーの励起によるリン
光の減衰を計測することで、麻酔下動物の毛細血管内の酸素
分圧を直接計測することが出来る（図 3）。本実験系を用い、
オポッサムだけでなく、ラット、アホロートル、アフリカツ
メガエル等の種々の動物の酸素動態計測も併せて行った。 
(b)ニードル型酸素センサー計測系（動脈血レベル） 
麻酔下のオポッサムの腹部を切開し、腹部大動脈と大静脈を繋ぐ短絡流路（シャント）を形成し
た。流路途中にニードル型酸素センサーを挿入できる穿刺部位を作ることで、採血せずに生理的
な動脈血酸素濃度を連続的に計測できる系を立ち上げた。 
 
４．研究成果 
(1) 心筋分裂再生に関与する代謝・栄養環境（アミノ酸、脂肪酸）の同定 



①哺乳類（ラット）の出生前後のアミノ酸、脂肪酸 
アミノ酸（39 種）については、検出不可の 10 種を除く 29 種のうち 13 種では出生時の変動は  
認められなかった。残り 16 種のうち、大部分（11 種）は出生時に減少、3 種（シトルリン、 
シスチン、オルニチン）では増加した。特に、シトルリンは出生時に 20 倍まで著増し、成体 
期に再び減少していた。残りの 2 種（ヒスチジン、αアミノ酪酸）では出生前後に増加と減少 
を含む複合的な変動がみられた。脂肪酸（24 種）については、変動しなかった 8 種を除く 16 
種の全てで出生時に増加した後、成体期で減少するという共通の変動パターンが認められた。 
特にラウリン酸とリノレン酸では出生時に最大 300 倍の甚大な増加が認められた。追加で解 
析した乳酸とピルビン酸は出生時に減少 
した後、成体期にかけて回復するという 
変動がみられた。総合的にみると、出生時 
においてアミノ酸は減少、脂肪酸は増加 
する傾向であった。また、ホモジナイズし 
た心筋組織においても概ね血液と同様の 
傾向が認められた。本解析において出生 
時に大きく変動した分子は心筋分裂再生 
に関与することが考えられ、今後の再生 
戦略の標的候補分子となり得る。代表的 
な結果を図 4 に示す。 

②心筋再生能の異なる動物種のアミノ酸、脂肪酸 
心筋再生能の異なる 4 つの動物種（両生類【アホロートル】：強い再生能あり、爬虫類【カメ】： 
恐らく弱い再生能あり、鳥類【ウズラ】：恐らく再生能を喪失、哺乳類【ラット】：再生能を喪 
失）の成体期血液について同様の計測を行い、心筋再生能と強く相関する分子として 2 つのア 
ミノ酸（3-メチルヒスチジン[3MH]、トリプトファン）と 1 つの脂肪酸（アラキドン酸）を同 
定した（図 4）。特に、3MH はラットでは全く検出されず、心筋再生能が強くなるウズラ、カ 
メ、アホロートルの順に血中濃度が高くなっており、ラットにおいても心筋分裂能が残る胎生 
期にはアホロートルの 1/12 程度の極低濃度の 3MH が検出された。 

 
(2) 3-メチルヒスチジン（3MH）による心筋分裂制御機構の探索 
上記(1)の解析から 3MH に着目し、以下の検討を行った。 
①3MH をマウス胎児単離心筋細胞に種々の濃度で添加したところ、分  
裂マーカーの発現率が大きく増加した（図 5；Ki67:最大 10 倍程度、 
pH3：最大 3 倍程度）。このことは、何らかの機序で 3MH が心筋分 
裂に関わっていることを示している。 

②3MH 特異抗体を用いた免疫染色を行ったところ、興味深いことに分 
裂中の細胞でのみ強いシグナルが検出された。このことから、間期 
の細胞ではアクチン構造が安定しており、抗体がアクチン分子内の 3MH にアクセス出来ない 
が、分裂時はアクチン等の細胞骨格構造が一時的に解体・再構成される為、抗体がアクセス出 
来るようになるのではないかとの仮説を着想した。その際に遊離した 3MH が細胞膜のアミノ 
酸輸送体を介して細胞外に排出されると考えれば、先述のように心筋再生能が強く、分裂が盛 
んな動物種で血中濃度が高いことを説明できる。 

③上記②の仮説を検証する為、培養細胞（HEK293T）に分裂刺激を与えた場合、また、強制的に 
アクチンを脱重合させた場合の上清 3MH 濃度を計測したが、明確な増加は認めれなかった。 
その理由として、今回使用したのは心筋細胞ではなく培養環境下で盛んに分裂し、取り扱いが 
容易な HEK293T 細胞であり、細胞内のアクチン骨格量や付随する 3MH 量が元々少ない可能 
性が考えられる。マウス等の哺乳類の初代心筋細胞は胎生期由来であっても僅かしか分裂せ 
ず、数日しか培養出来ないが、今後はマウス由来心筋細胞、更に、培養系でも増殖が盛んなゼ 
ブラフィッシュの単離心筋細胞を用いて再試行する。 

 
以上より、3MH が心筋分裂に関与することは明らかとなったが、現時点でその作用機序は仮説
の域を出ない。今後は、3MH の作用機序を分子レベルで詳細に明らかにし、有効な心筋再生戦
略の構築を目指したい。 
 
(3) アミノ酸輸送体 SNAT4 KO マウスの解析 
3MH に対するアミノ酸輸送体は同定されていないが、本研究ではシステム A のアミノ酸輸送体
である SNAT4（Slc38a4）に着目し、SNAT4 KO マウスを理研から入手した。現在、ジェノタイ
ピング等の繁殖維持系を確立した段階であり、鋭意解析を進めていく。2019 年の報告によると、
本マウスでは、母体から胎児へのアミノ酸輸送が障害され、胎盤細胞の分裂増殖阻害により胎児
発育不全が起こる。この時、最も大きく輸送が障害されたアミノ酸は 3MH の合成起点となるヒ
スチジンであった。このことはヒスチジン/3MH系が細胞分裂に必要であることを示唆している。
我々の仮説では、一度遊離した 3MH は再利用されない為、細胞分裂が起こるたびにヒスチジン、
メチオニン、及びメチル化酵素 SETD3 による 3MH の補充が必要であると考えられ、細胞分裂
におけるヒスチジンの必要性について一致した見解となる。実際、予備検討では培養ラット心筋



細胞にヒスチジン、メチオニンを単体添加すると分裂能が亢進した。今後はこれらの解析を進め、
ヒスチジン、メチオニン、及びメチル化酵素 SETD3 による 3MH の合成・補充、細胞分裂による
遊離、アミノ酸輸送体 SNAT4 による輸送といった 3MH の生理機能や体内動態を明らかにし、
得られた知見を将来の心筋再生戦略の構築に活かしていきたい。 
 
(4) 有袋類オポッサムを用いた解析 
胎内環境の形成・維持に必須の胎盤の意義を進化学的観点から考察する為、成熟胎盤を持たない
有袋類オポッサムを用いて以下の検討を行った。 
①成体期オポッサムの心臓・ 
心筋細胞の構造はマクロ～ 
ミクロの種々のレベル（組 
織 HE 染色、単離心筋細胞、 
電子顕微鏡）で有胎盤類マ 
ウスと大きな違いはなく、 
類似していた（図 6）。 

②成体期オポッサムの心臓・  
循環器系の機能を評価した  
結果、心臓の収縮弛緩動態、 
心電図、血圧については有 
胎盤類マウスと大きな違い 
はなく、類似していた。一 
方、心拍は 350／分程度でマウス（500～600／分）より低く、体温も約 34℃でマウスより低い 
傾向であった。心拍は一般的に身体サイズと逆相関の関係にあることからマウスよりサイズ 
の大きいオポッサムで低心拍となることは想定通りであった。体温については 32℃程度との 
文献報告があり、定性的には一致していた。 

③成体期オポッサムでは有胎盤類マウスと同様に心筋分裂能が失われていた。 
④我々が同定した心筋細胞の分裂促進因子 Novex3 については、成体期オポッサムでは有胎盤類 
マウスと同様の発現パターンを示した。 

⑤生体酸素計測系の確立状況について以下に示す。 
(a)ポルフィリン計測系（毛細血管レベル） 
顕微鏡光学系、測定制御プログラム等の確立を終え、オポッサムに加えてラット、アホロートル、
アフリカツメガエル等で種々の組織の毛細血管レベルの酸素濃度の計測が可能であることを確
認した。現在、顕微鏡ステージの電動化と XY 領域自動スキャン機能等のアップグレードを行っ
ており、今後はデータ取得効率の大幅な向上が期待できる。 
(b)ニードル型酸素センサー計測系（動脈血レベル） 
ラットとオポッサムにおいて計測系の確立を完了しつつあるが、現時点では技術の習熟度が十
分でなく、シャント形成時の出血や血栓形成等の問題が起こることがある。今後は手技に習熟し、
鋭意解析を進めていきたい。 
 
以上より、成体期オポッサムの心臓の構造・機能は有胎盤類マウスと概ね同じであることが明ら
かとなった。今後は生体酸素計測系を確立し、出生前後のオポッサム個体を用いて酸素環境変化
と心筋分裂再生能の関連を詳細に検討することで有袋類特有の心筋分裂再生制御機構を明らか
にし、胎盤の獲得が酸素-心筋再生制御に及ぼした影響を明らかにしたい。 
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