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研究成果の概要（和文）：発生中の鰓弓・側板中胚葉に存在する心臓前駆細胞の増殖、分化、遊走を制御する転
写因子とエピジェネテティック因子のクロストーク解明を行った。本研究では特に、DiGeorge症候群の原因遺伝
子の一つであるTbx1とPhc1との関係についてより詳細な解析を行い、Tbx1発現変動が確認された細胞群とPhc1高
発現細胞群が異なることを発見した。本研究の成果により、Phc1発現細胞群とTbx1を発現する心臓前駆細胞群の
間に複雑なCell-cell communicationが存在することが仮説され、これを紐解くことが先天性心疾患発症の複雑
なメカニズム解明の一助となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cardiac progenitor cells (CPCs) in the lateral plate mesoderm (LPM) and 
pharyngeal mesoderm (PM) proliferate, differentiate and migrate to contribute to the right 
ventricular and cardiac outflow tract formation. We hypothesis a specific crosstalk between the 
transcriptional network and epigenetic factors to regulate CPCs development. In transcriptional 
analysis at single-cell resolution, we defined large expression changes of Tbx1 in Phc1 negative 
cell clusters. From our results, Tbx1 express cells and Phc1 express cells may have the cell-cell 
communications to regulate CPCs development.

研究分野： 心臓発生
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DiGeorge症候群を含む染色体22q11.2欠損症候群は、心臓流出路の先天性疾患を伴った胸部組織の形成異常、特
徴的顔貌を呈する。これらの症状は、胎仔鰓弓・側板中胚葉における多能性間葉系細胞の増殖・分化・遊走障害
により発生する。本研究において、エピジェネティック因子であるPhc1の高発現細胞群と転写因子Tbx1を発現す
る心臓前駆細胞間に複雑なCell-cell communicationが存在する可能性が示唆されたことにより、ヒト先天性心
疾患発症及び重症化機構の解明に向けた心臓前駆細胞とその周辺細胞とのcommunication解明が新たな分子基盤
構築の一助となることがわかった。

※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 
新生児の約 100 人に 1 人の頻度で生まれてくる先天性心疾患の多くは、心臓流出路の形成不全
を伴う。DiGeorge 症候群に代表される染色体 22q11.2 欠失症候群（22q11.2DS）は、心臓流出路
の先天性心疾患を伴った胸部組織の形成異常を生じるが、これらの症状は主に転写因子 Tbx1 の
ハプロ不全による胎児鰓弓・側板中胚葉における間葉系細胞の増殖・分化・遊走障害により説明
される。先天性心疾患はこれまで遺伝子変異が原因と考えられ、探索研究がなされてきたが、最
近ではむしろ、母体を含む周囲環境からのエピジェネティックな影響が重要視されている。これ
までの研究により申請者は、鰓弓・側板中胚葉から心臓流出路に遊走している心臓前駆細胞にお
いてエピジェネティック因子である Phc1 の発現が低下し、逆に転写因子である Isl1 の発現が
上昇する特異な細胞集団が存在することを確認した。Isl1 が転写因子として心臓流出路から右
心室の形成に必須であることから、これら二つの遺伝子発現の入れ替わりが心臓前駆細胞の発
生において、極めて重要な位置にあると考えられた。このように、転写因子とエピジェネティッ
ク因子の間でクロストークがなされることにより、心臓前駆細胞の発生が制御されることが示
唆されたため、詳細な 1 細胞解析およびプロテオーム解析を行うことで、Phc1 と協働して心臓
前駆細胞の分化を制御する因子及びその分子機構の解明、Isl1 による Phc1 発現制御機構の解明
を試みた。これにより、心臓前駆細胞の発生制御における転写因子とエピジェネティック因子の
複雑なクロストークを解きほぐし、最終的には新たなヒト先天性心疾患の原因及び重症化機構
の解明に向けた基盤構築を目標とした。 
 
 
２．研究の目的 
22q11.2DS において形成不全を生じる、鰓弓・側板中胚葉の細胞増殖・分化・遊走は、主な原因
遺伝子である Tbx1 を始めとして、多くの転写因子による制御を受けるが、レチノイン酸投与等
によるエピジェネティックな影響も強く受ける。Phc1KO マウスでも 22q11.2DS 同様の心臓流出
路、胸部組織の形成不全を生じること、転写因子のIsl1を発現する心臓前駆細胞で一時的にPhc1
の発現が減少する事から、鰓弓・側板中胚葉の発生には転写因子、エピジェネティック因子を含
めた複雑な分子ネットワークが存在すると考えられた。本研究では、鰓弓・側板中胚葉に存在す
る心臓前駆細胞及びその周辺細胞の遺伝子発現を 1 細胞レベルで詳細に明らかにし、心臓前駆
細胞の発生を制御する転写因子とエピジェネティック制御機構のクロストークの解明、DiGeorge
症候群を始めとする心臓および胸部組織のヒト先天性疾患原因解明の分子基盤構築を目的とし
た。 
 
 
３．研究の方法 

(1) マウス胎仔鰓弓・側板中胚葉の特定細胞群のみを用いた詳細な1細胞解析。胎生8.5日、
9.5 日のマウス胎仔より鰓弓・側板中胚葉の一部（図 1a）を摘出し、TrypLE EXPRESS
（ThermoFisher）中で 1細胞化を行った。その後、シングルセル解析プラットフォーム、
Chromium（10X）を用いて 1細胞ごとに 3’mRNA-seq 解析ライブラリーを調整し、NextSeq 
500 を用いて網羅的な遺伝子発現解析を行った。得られたデータは品質を検証後、Seurat
を用いてクラスタリング解析を行い、各細胞クラスターにおける詳細な遺伝子発現解析
を行った。 

(2) Phc1KO マウス胎仔の鰓弓・側板中胚葉の特定細胞群を用いた、詳細な 1細胞解析。胎生
9.5 日の Phc1KO マウス胎仔野生型及びホモ接合型の鰓弓・側板中胚葉の一部を摘出し、
研究方法(1)同様の方法で 1 細胞化を行った。その後、Chromium を用いて 1 細胞ごとに
Multiome-seq 解析ライブラリーを調整し、NextSeq 500 を用いて網羅的な遺伝子発現解
析、エピジェネティック解析を行った。得られたデータは品質を検証後、Seurat を用い
てクラスタリング解析を行い、各細胞クラスターにおける詳細な遺伝子発現解析を行っ
た。 

(3) プロテオーム解析による Phc1 結合タンパク質の同定。 
胎生 9.5 日の Phc1KO マウス胎仔野生型及びホモ接合型の鰓弓・側板中胚葉の核抽出物
から抗 Phc1 抗体及び抗 Isl1 交替を用いて Phc1、Isl1 結合タンパク質を単離、プロテ
オーム法を用いて網羅的に解析を行った。 

 
 
４．研究成果 

(1) 1 細胞解析による、マウス胎仔鰓弓・側板中胚葉に存在する心臓前駆細胞及びその周辺
細胞の遺伝子発現プロファイリング 
発生中の鰓弓・側板中胚葉の細胞のほとんどは多能性を維持し、発生の段階とともに大
きく遺伝子発現を変化させる。胎生 8.5 日、9.5 日のマウス胎仔より摘出した鰓弓・側



板中胚葉を用いて 1 細胞解析を行った結果、転写因子である Isl1 とエピジェネティッ
ク因子である Phc1 が心臓前駆細胞の一部で排他的に発現していることが明らかになっ
ていた。Tbx1KO マウスと Phc1KO マウスの両方が 22q11.2DS 様の表現型を呈することか
ら、Phc1 と Tbx1 は特定の心臓前駆細胞で同時に発現すると仮説していたが、本研究に
おいて Phc1KO マウス胎仔鰓弓・側板中胚葉を用いて、より詳細な 1 細胞解析を行った
結果、胎生 9.5 日の Phc1 発現細胞と Tbx1 発現細胞は、ほとんど一致しないことが確認
された（図 1b、C）。野生型マウス胎仔において心臓前駆細胞と同定された細胞において、
Isl1 は発現低下していたが、異なった細胞クラスターにおいて発現上昇が確認された。
Phc1KO マウス胎仔における Tbx1 の発現は一様に低下せず、細胞クラスターごとに発現
変動の方向性が大きく異なっていたことから、発生中の心臓前駆細胞及びその周辺細胞
における転写因子とエピジェネティック因子のクロストークは当初想定されていた以
上に複雑で、心臓前駆細胞の発生には cell-cell communication が深く関与する可能性
が示唆された。本解析により、１細胞レベルで詳細な遺伝子発現変動は確認できたが、
それらの細胞が胎仔鰓弓・側板中胚葉のどの位置に存在するか確認できず、今後、詳細
な時間的、空間的遺伝子発現解析が必要とされる。 

 
(2) Phc1 結合タンパク質の探索。 

胎生 9.5 日のマウス胎仔野生型及びホモ接合型の鰓弓・側板中胚葉の核抽出物を用いて
Phc1 結合タンパク質、Isl1 結合タンパク質の道程を試みた。詳細なプロテオーム解析
を行った結果、Phc1 と結合しているタンパク質候補を単離することに成功したが、現在
のところ、Phc1 と協働して心臓前駆細胞の発生を制御するタンパク質の同定には成功し
ていない。 

(3) 心臓前駆細胞の発生における転写因子とエピジェネティック因子のクロストーク 
上記研究により、当初の仮説の一つであった、エピジェネティック因子 Phc1 と転写因
子 Tbx1 間にクロストークは確認されず、胎生 9.5 日の鰓弓・側板中胚葉ではむしろ排
他的な発現が確認された。しかし、Phc1KO マウス胎仔において、Tbx1、Isl1 など転写因
子の発現変動が確認されたことから、Phc1 発現細胞と Tbx1、Isl1 発現細胞間に何らか
の cell-cell communication が存在することが示唆された（図 2）。通常の 1細胞解析で
は同定された細胞クラスターの位置が詳細な解析が困難なことから、時間的、空間的な



遺伝子発現解析を行う必要がある。 
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