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研究成果の概要（和文）：マウス心臓から単離した血管内皮細胞をシングルセル解析し、申請段階で選び出して
いた4つの転写因子の相互発現を確認したところ、全ての血管内皮細胞に同様に発現しているものではなく、ヘ
テロな組み合わせを構築していることがわかった。また、それぞれの転写因子に異なる直接的制御機構があり、
特にその一つはりプロモーター付近の結合が豊富でありコアプロモーターとして機能している可能性が示唆され
た。これらの転写因子を組み合わせた過剰発現細胞株を作成し、傷害心筋への移植モデルを作成した。その結
果、2因子が生着に必須であること、また付随する3つ目の因子によって分子発現パターンが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We performed single-cell analysis on endothelial cells isolated from mouse 
hearts and confirmed the co-expression of four selected transcription factors at the application 
stage. It was revealed that these factors are not uniformly expressed in all endothelial cells but 
rather form heterogeneous combinations. Furthermore, each transcription factor was found to have 
different direct regulatory mechanisms, with one particularly showing abundant binding near the 
promoter region, suggesting its potential role as a core promoter. By creating cell lines 
overexpressing these transcription factors in combination, we established a transplantation model 
for injured myocardium. As a result, we identified that two factors are essential for engraftment, 
and the accompanying third factor revealed the molecular expression patterns.

研究分野：血管生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管内皮細胞が臓器特異的な役割を担っていることが最近の研究から示唆されていたが、その特異性に関わる転
写因子群が同定されたことに意義がある。今後病的な血管あるいは機能破綻につながる要素として司る分子解明
を繋げ、生活習慣を含めた予防的な介入が視野に入る。例えば心臓病における寄与の大きい動脈硬化病変におい
て、このような特異的分子の状態を解明する方向に、今後の展開を広げていくことができる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

心疾患は我が国でも糖尿病・肥満などを背景に患者数の増加が社会問題化している。心臓

そのものが血管再生能の高い臓器であり側副血行路の発達も瞬時に始まるのであるが、そ

れにも関わらず治療後の心機能回復が立ち遅れる患者群が存在する。その原因が、血行再建

される冠動脈の先にある「微小循環の機能不全」にあるとしばしば言及される。 

血管は生体内に張り巡らされたネットワークであり、血液需要に応じて緻密に制御されて

いる。同時に血管内皮細胞は単に血液運搬に関わるだけではなく、多くのサイトカイン・ケ

モカインなどを分泌または受容して周囲とコミュニケーションする機能を担う。このような

因子を “Angiocrine 因子”と呼ぶ。しかし、そのシグナル応答と制御メカニズムはまだ解明

されていないことが非常に多く、果たす意義がつかみにくい分子も数多く存在する。近年、

その原因が血管内皮細胞の臓器特異性にあることが示唆され始めた。 

 
２．研究の目的 

本研究は、心臓特異的な血管内皮細胞の分子学的特徴を明らかにすることにより心疾患

に対する予防そして治療的な標的を探索することを目的とする。特に血管内皮細胞が産生

する Angiocrine因子が組織特異的な細胞群の維持・増殖の鍵分子として作用していると考

えその調節に携わる転写因子の探索的解析と作用メカニズム解析を行う。さらに人工的に

心臓血管内皮細胞をリプログラミングすることで心臓疾患に対する新たな予防や治療法開

発への応用を目指す。正常心臓をもとに、病的心臓における変化を解析することで、今後発

症する可能性のある心疾患及び発症したあとの心不全状態を対象に、新規シーズ開発を探

る。 
 

 
３．研究の方法 

①多臓器間比較・シングルセル解析による心臓血管内皮細胞の特異的遺伝子パターン評価:

すでにマウス臓器から血管内皮細胞を単離し、4 つの心臓特異的な転写因子を選び出し

ている。本研究では single cell RNAseqを用い、各転写因子の分布・重複性の評価を行

い、作用分子である Angiocirne 因子の心臓特異性と転写因子との関連を解析する。 

 

②転写因子導入による心臓血管細胞リプログラミング：見つかった転写因子が心臓特異性

に寄与するか確かめるために、非心臓由来のヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVECs)にレ

ンチウイルスベクターで遺伝子導入する。心臓特異的な 4つの転写因子の発現ベクター

を作成し HUVECs へ実際に導入した結果、いくつかの分子に心臓特異性パターンが再

現された。これをもちいて RNAseqにて網羅的な全体像を明らかにするとともに、ChIP-

seq / ATAC-seqにて転写領域を探索する。 

 

③心筋細胞への生理的役割評価：心臓特異性の意義・Angiocrine 因子の作用メカニズムを

明らかにするために、リプログラミング血管を単離心筋細胞と共培養する。共培養した心

筋について、心筋収縮力計測・電子顕微鏡解析などを行なって機能評価する。更に心臓特

異的な Angiocrine 因子が病的心、特に虚血心筋に作用するか評価するために、免疫不全



マウスの心筋梗塞モデルに移植を行い、どの因子が生着に必要か、生着が心機能の改善に

寄与するかを評価する。 
 

 

４．研究成果 

①単離血管内皮細胞においてシン

グルセル解析を行い、特異的転写

因子として発見した 4 つの転写

因子が相互的に共発現しながら

ヘテロな集団を築いていること

を見出した。４因子の発現は心

室・心房ともに認められ、95％の

心臓血管内皮細胞はいずれかを

発現している一方で、それぞれの

因子の発現割合は 53%-77%と不

均一であることがわかった。発現

の組み合わせに一定の偏りはな

かったが、心臓血管内皮細胞の特

徴として見られる脂質輸送分子

群陽性細胞においては、転写因子

数の増加と相関があった。このこ

とは、補完する機能を互いに持っ

ているとともに強調的に制御している可能性が示唆される。 
 

②これら４因子をウイルスベクタ

ーを用いて過剰発現させたリプ

ログラミング血管内皮細胞を作

成した。RNAseq にて単因子での過

剰発現に比較し、4因子での複合

的役割として、特に脂質輸送分子

群の変動が特徴的であった。単因

子での過剰発現と比し、４つの因

子の重複過剰過剰発現により多

くの遺伝子変動が確認された。GO

解析の結果、前述の脂肪酸輸送や

創傷治癒・血管新生に関わるター

ムが上位に認められた。次に、こ

れらの転写因子がどのような領

域を制御するか評価するために

ChIPseq/ATACseq を行ったとこ

ろ、それぞれの分子が異なる機能

を持っており重複機能は限定的

で補完し合う機能が大きいこと
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が明らかとなった。特に Single cell データのネットワーク解析から、４因子のうち 1因

子が中心的役割を担っている可能性が示唆されたが、同分子の結合領域は他と比較してプ

ラモーター領域の結合が有意に多く、コアプロモーターとして機能している可能性が示唆

された。４因子での ATACseq では、過剰発現によりオープンとなった領域について 1182

領域が確認されたが、約半数の 613 領域については直接の転写因子結合が ChIPseq にて確

認された一方で 280 領域については単因子での ATACseq では確認できないオープン領域

であった。すなわち、複合的な過剰発現により初めて制御される領域と解釈できる。 

 
③心筋梗塞モデルに対して、リプログラミングを行った細胞を移植したところ、長期間に

わたる生着が確認された。移植により心臓収縮能の改善を認め心筋細胞への波及作用が

示唆された。そこで生着した細胞を回収しシングルセル解析を行なった結果、4因子のう

ち 2 因子が生着細胞に大きく寄与し、残りの 2 因子の発現の違いによって２つのサブグ

ループに分かれることが分かった。次にリプログラミングを行なった血管内皮細胞と培

養胎児心筋との共培養を行い、解析を行なった。まず共培養後の心筋細胞の RNAseq を行

なった結果、細胞周期に関わる分子発現の上昇が確認された。そこで、共培養後の心筋に

ついて Ki67 染色で心筋分裂を確認したところ、胎児心筋の分裂促進を確認することがで

きた。 
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