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研究成果の概要（和文）：ヒト心筋生検組織より単離した心筋分化可能な多能性間葉系幹細胞

(CSC)より得た cDNA のサブトラクションスクリーニング法とディファレンシャルスクリー

ニング法を組み合わせる事によって、「初期プライミング因子」群の候補になりえる６因子同定

した。そのなかでも、比較的新規とされる骨形成タンパク質(BMP)結合タンパク質である

crossveinless-2(Cv2)に注目し解析を進めた。心臓発生過程では初期胚の側方に位置する心臓発

生領域において、間葉系細胞が周囲の内胚葉／外胚葉から分泌される細胞増殖因子(BMP 等)

の刺激により転写因子活性を生じ、多くの遺伝子の段階的で複雑な働きが開始されることによ

り心筋細胞が分化するとされる。従って BMP 結合タンパク質は間違いなく重要な役割を果た

していると考えられる。 

Cv2 について H21 年度に得られた研究成果として、(1)発生過程において２相性に発現し、BMP

結合タンパク質で BMP 情報伝達系の阻害物質である Noggin と同様に、Cv2 が BMP 情報伝

達系の抑制作用を持つことを明らかにした。(2)内因性 Cv2 の役割を検討するために、RNAi

の手法を用いて心筋細胞分化発生初期の Cv2 の発現を抑制したところ、幹細胞の心筋細胞への

分化が著しく阻害された。(3)遺伝子レベルの検討では、当該幹細胞は心臓中胚葉に分化するよ

りもむしろ内胚葉に分化していた。(4)さらに Cv2 蛋白を外的に添加することで分化過程がほ

ぼリバースされる事が明らかになった。以上の事より心筋細胞分化プロセスにおいて初期中胚

葉誘導期には BMP 感受性の重要な過程が存在し、初期プライミング因子群の一つである Cv2

はこの過程において心臓中胚葉への道標的な役割を果たしていることが想定される。これらの

解析は、心筋再生医学のネックとも言えるセルソース（再生治療用細胞資源）の問題を解決す

る糸口を得る突破口になる可能性があると考えている。 

 
研究成果の概要（英文）：Increasing evidence indicates that bone morphogenetic proteins 

(BMPs) are crucial for cardiac induction, specification, and development. Although 

signaling of BMPs is tightly regulated through soluble BMP-binding proteins, how they 

regulate BMP signaling during cardiac differentiation remains unknown. To identify 

molecules responsible for BMP signaling during early cardiomyocyte differentiation of P19 

cells, cDNA subtraction was performed. We found a bimodal expression of the BMP-binding 

protein Crossveinless-2 (Cv2) during cardiomyocyte differentiation; Cv2 is temporally 

expressed earlier than cardiac transcription factors such as Nkx2.5 and Tbx5 and acts as a 

suppressor for BMP signaling in P19 cells. We established a P19 clonal cell line harboring a 

cardiac alpha-myosin heavy chain promoter-driven enhanced green fluorescent protein 

gene to monitor cardiac differentiation by flow cytometry. Treatment with BMP2 during the 

first 2 days of differentiation suppressed cardiomyocyte differentiation through activation 

of down-stream targets Smad1/5/8 protein and Id1 gene, whereas treatment with Cv2 

conversely inhibited Smad1/5/8 activation and Id1 expression, leading to increased 

generation of cardiac cells. RNA interference-mediated knockdown (KD) of endogenous Cv2 

showed increased Smad1/5/8 activation and impaired cardiomyocyte differentiation. 

Expression of cardiac mesoderm markers was reduced, whereas expression of Id1 and 

endoderm markers such as Sox7, Hnf4, and E-cadherin was induced in Cv2-kinase dead 
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cells. These phenotypes were rescued by the addition of Cv2 protein to the culture media 

during the first 2 days of differentiation or co-culture with parental cells. These data 

suggest that Cv2 may specify cardiac mesodermal lineage through inhibition of BMP 

signaling at early stage of cardiogenesis. 
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１． 研究開始当初の背景 

私達は世界で初めてヒト心筋生検組織より
無血清浮遊培養 spheroid 形成法にて、心筋
分化可能な多能性間葉系幹細胞 (CSC)の単
離 ・ 増 幅 に 成 功 し た (J Cell Sci 

2007;120:1791, BBRC 2007;352:635)。しか
し、この幹細胞の心筋分化効率は 1-2%と低
く、増殖能も遅く、世界中が心筋分化誘導・
増殖促進因子を探索している。本研究は、申
請者らが成人ヒト心筋より単離成功した２
つの新規の心筋分化・増殖誘導因子 (Cv2, 

MuRC)を中心に、初期心筋分化プライミング
因子群の解析、次世代心筋再生医療の開発を
目指した。 

 

２．研究の目的 

下記の 4つのプロジェクトを研究の主目的と
する。 

1) ヒト心臓内幹細胞の自己増殖促進因子で
ある bFGF とその受容体(FGFR1)との
complex を用いた新たな心筋幹細胞固有
増殖因子の単離と機能解析 

2) 成人ヒト心筋より単離に成功した新規２
遺伝子：bone morphogenetic protein 

(BMP)抑制蛋白 cross veinless(Cv)-2、心
臓 Z-disk 特 異 的 に 発 現 す る
muscle-restricted coiled-coil protein 

(MuRC)による心筋幹細胞の高率な心筋
分化誘導 

3) BMP 抑制蛋白 Cv-2 を用いた心筋細胞分
化初期プライミング因子群の機能解析 

 

３．研究の方法 

1）ヒト心臓内幹細胞より bFGF依存性に活性

化される増殖因子の単離。ヒト心臓内幹細胞
(hCSCs)に human FGFR1 を人工的に遺伝子導
入後、bFGF添加培養中の培養血清中に検出さ
れる分泌蛋白の同定を行う。比較対照の
controlとして、bFGF/FGFR1 complex のない
幹細胞の培養血清のほかに、検出力の特異性
を高めるために、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞
(hBMCs)も比較対照細胞として解析し、
subtraction 法にて、より精度の高いスクリ
ーニングを行う。hCSCsと hBMCs にそれぞれ
bFGF/FGFR1 complex導入の有無により、4群
間での網羅的遺伝子検索を以下のように行
う。Affynmetrix GeneChip Mouse Expression 
Set430のマイクロアレイにて網羅的に検
索：G2500A gene array スキャナーにてイメ
ージを取り込み、MAS 5.0にて遺伝子データ
を定量化し、5倍以上と有意に変化した遺伝
子に注目して解析作業を行う。SAGEライブラ
リーを作製し、塩基配列をシークエンサーに
より決定する。得られたシークエンスデータ
と NCBI (National Center for Biotechnology 
Information)の SAGEmap Reference Sequence 
Database と比較することにより、各 SAGEタ
グの塩基配列を同定する。定量的遺伝子解析
ソフトを用い、各遺伝子発現の変化を解析し、
既知及び未知の遺伝子を同定する。 
 
2）MuRCとの特異的結合蛋白を同定し心筋分
化初期プライミング因子解明する 
心筋細胞のサルコメアの両端に位置する
Z-discは、心筋の伸展を感知し、肥大や生存
のためのシグナルを伝達し、心不全発症に重
要な役割を担っている。申請者らは、成人心
臓に発現している遺伝子の網羅的な探索を



行い、心臓、骨格筋、血管平滑筋にのみ発現
している筋細胞特異的新規遺伝子 MuRC の単
離に成功した 
MuRCは -actinin の局在と一致して心筋
Z-discに存在した。Tg-MuRC は著明な心筋細
胞肥大と心電図上 PR間隔の延長を認め、完
全房室ブロックや心房細動を呈した。さらに、
MuRC-Tgは心筋間質の著明な線維化と拡張し
た左心室径および低下した心駆出率も示し
た。MuRCは Z-disk 存在蛋白であるため、ま
ず MuRC-Tgで発症した心筋肥大誘導と心房細
動の原因遺伝子の同定や心不全という表現
型解析のため、MuRC-Tg 群と NT-g群の左房と
左室のそれぞれから mRNAを回収し、
Affynmetrix GeneChip Mouse Expression 
Set430のマイクロアレイにて遺伝子群を網
羅的に検索する。MuRC は Z-Disk に存在する
ので、yeast-two hybrid 法にて結合蛋白も同
定する。 
 
3）BMP拮抗作用を持つ cv-2 の心臓内幹細胞
の心筋細胞分化促進の検討と cv-2依存性心
筋細胞分化モデルを用いた初期プライミン
グ因子群の機能解析。全能幹細胞に心筋分化
特異的遺伝子のプロモーター下に蛍光タン
パク質を発現する遺伝子を導入、心筋分化過
程にある細胞の挙動をリアルタイムに観察
可能で、ハイスループットな探索に対応でき
る幹細胞心筋分化モデルを確立する。探索ソ
ースとしては、心筋細胞分化初期以前の過程
にある P19細胞より抽出した mRNAプールを
用い、既知の cDNA を積極的に排除した 
cDNA ライブラリーに対しての cDNA サブト
ラクションスクリーニング法とディファレ
ンシャルスクリーニング法を組み合わせる
事によって、新規遺伝子を含む「初期プライ
ミング因子」群の候補になりえる因子群を単
離同定する。予備実験において、「初期プラ
イミング因子」の候補因子を既に６因子同定
している。過剰発現系では、通常の心筋細胞
分化過程よりも早く分化させ、また分化効率
を上昇させる分子が含まれる事を発見して
いる。逆にアンチセンス遺伝子を用いた発現
抑制系では心筋細胞分化過程を全く生じさ
せない分子が含まれる事も確認している。そ
のなかでも、比較的新規とされる骨形成タン
パク質(BMP)結合タンパク質である
crossveinless-2(Cv2)に注目し解析を進め
る。 
 
 
４．研究成果 
ヒト心筋生検組織より単離した心筋分化可
能な多能性間葉系幹細胞 (CSC)より得た 
cDNA のサブトラクションスクリーニング法
とディファレンシャルスクリーニング法を
組み合わせる事によって、「初期プライミン

グ因子」群の候補になりえる６因子同定した。
そのなかでも、比較的新規とされる骨形成タ
ンパク質 (BMP)結合タンパク質である
crossveinless-2(Cv2)に注目し解析を進め
た。心臓発生過程では初期胚の側方に位置す
る心臓発生領域において、間葉系細胞が周囲
の内胚葉／外胚葉から分泌される細胞増殖
因子(BMP 等)の刺激により転写因子活性を生
じ、多くの遺伝子の段階的で複雑な働きが開
始されることにより心筋細胞が分化すると
される。従って BMP 結合タンパク質は間違い
なく重要な役割を果たしていると考えられ
る。 
Cv2 について H21 年度に得られた研究成果と
して、(1)発生過程において２相性に発現し、
BMP 結合タンパク質で BMP 情報伝達系の阻害
物質である Noggin と同様に、Cv2が BMP情報
伝達系の抑制作用を持つことを明らかにし
た。(2)内因性 Cv2の役割を検討するために、
RNAi の手法を用いて心筋細胞分化発生初期
の Cv2の発現を抑制したところ、幹細胞の心
筋細胞への分化が著しく阻害された。(3)遺
伝子レベルの検討では、当該幹細胞は心臓中
胚葉に分化するよりもむしろ内胚葉に分化
していた。(4)さらに Cv2 蛋白を外的に添加
することで分化過程がほぼリバースされる
事が明らかになった。以上の事より心筋細胞
分化プロセスにおいて初期中胚葉誘導期に
は BMP感受性の重要な過程が存在し、初期プ
ライミング因子群の一つである Cv2はこの過
程において心臓中胚葉への道標的な役割を
果たしていることが想定される。これらの解
析は、心筋再生医学のネックとも言えるセル
ソース（再生治療用細胞資源）の問題を解決
する糸口を得る突破口になる可能性がある
と考えている。 
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