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研究成果の概要（和文）：心臓が一生にわたって拍動を続けられるのは、心壁を走る冠動脈が酸素と栄養分を心筋のす
みずみに供給するからである。冠動脈の形成には心臓の表面を覆う心外膜が必須である。心外膜は、心臓の外に生じた
前駆細胞集団が、ある特定の発生段階に心臓に追加されることによって生じる。われわれは、胚が大きく母体外で発生
する鳥類胚の利点を生かして実験発生学的解析や遺伝子導入実験等を行い、主に以下の点を明らかにした。(1) 心外膜
前駆体の心臓への融合はEph-ephrinシグナル伝達を介した接触依存性のシグナル伝達の制御を受ける。(2) 心外膜由来
間充織の形成と冠動脈の形成はともに血管内皮細胞増殖因子により促進される。

研究成果の概要（英文）：Coronary vessels supply the oxygen and nutrients to the entire heart muscle. 
Early embryonic heart, however, is avascular. The development of coronary vessels depends on a 
recruitment of an extracardiac rudiment called the proepicardium (PE). The PE, a villous protrusion that 
forms on the coelomic surface of the liver, protrudes in the pericardial cavity to fuse to a beating 
heart and cover its entire surface, forming the epicardium. What regulates the PE fusion and how 
epicardial cells later contribute to coronary vascular development still remain unclear. Our experimental 
approaches using the avian model revealed that (a) contact-dependent tissue interactions, mediated by the 
Eph/ephrin signaling, promotes the PE fusion, and that (b) both the epicardial EMT and coronary vascular 
development is promoted by epicardial misimpression of vascular endothelial growth factor-A.
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１．研究開始当初の背景 
(1)脊椎動物の器官は、多くの種類の細胞から
構成されている。この多様性はしばしば、起
源と性質の異なる複数の細胞集団が発生の
過程で融合することによってもたらされる。
心臓はその好例である。心臓が生涯にわたっ
て拍動を続けることができるのは、冠動脈が
心臓の筋肉組織のすみずみに血液を送り届
けるからであるが、発生初期の心臓は冠動脈
をもたない。冠動脈の形成は、発生のある時
期に心外膜原基と呼ばれる細胞集団が心臓
に新たに追加されることによって始まる。心
外膜原基は肝臓の近傍に生じる中胚葉性の
突起であり、原始心臓のむき出しの心筋に向
かって成長し、その表面に接着する。その後、
心臓表面を広がり、心外膜と呼ばれる新たな
細胞層を心臓表面に形成する。心外膜の一部
の細胞は、上皮-間充織転換を経て心筋層に向
かってもぐり込み、冠動脈の一部やその周囲
の結合組織へと分化する (図 1)。 
われわれは心臓からの BMP シグナルが、心外
膜原基を心臓に向かって成長させることを
明らかにしてきた 1。しかし、心筋との接触
後に起こる心外膜原基の融合過程そのもの
を制御するメカニズムについてはよくわか
っていなかった。また心臓に進入した後の心
外膜細胞の移動や分化がどのような分子機
構の制御の下で起こり、それが冠動脈の形成
とどのような関係にあるのかもよくわかっ
ていなかった。 

 
２．研究の目的 
(1) 心外膜原基の心臓への融合を制御する新
たな組織間相互作用およびその分子機構を
明らかにする。 
(2) 心外膜細胞の移動や分化を制御する分子
機構および冠動脈形成との関係を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
ニワトリ胚を主な実験材料として用いた。免
疫染色、in situ ハイブリダイゼーション、
組織移植、in vitro 培養、遺伝子導入等の 

実験手法を用い、心外膜原基細胞の移動や分
化およびそれらを制御する組織間相互作用
や分子機構を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 接触依存性の組織間相互作用が心外膜
原基の心臓への融合を制御する 
○1  鳥類胚の心外膜原基は常に、心臓の房室
接合部と呼ばれる領域に融合し、そこから心
外膜として心臓表面を広がっていく。この時
期のニワトリ胚心臓を詳しく観察したとこ
ろ、心外膜原基が、融合の起こる房室接合部
だけでなく、融合の起こらない心房とも接し
ていることがわかった (図 2)。この観察結果
は、心筋との接触の有無以外に、心外膜原基
の融合を制御する何らかの未知のメカニズ
ムがあることを示唆している。 

○2  心外膜原基の心臓への融合を解析するた
め、三次元 in vitro 共培養法を確立した (図
3A)。単離した心外膜原基と心筋を接した状
態で培養するこの新たな手法を用いること
により、接触後の経時変化をはじめ、心外膜
原基の融合過程をより詳しく解析できるよ
うになった。この共培養法を用いた解析によ
って、心外膜原基の融合が、心房よりも房室
接合部に対してより起こりやすいことが明
らかとなった (図 3B,C)。それを支持する結
果は、in vivo 組織移植による解析からも得
られた。接触依存性あるいは短距離の組織間
相互作用が、心外膜原基の領域特異的融合に
関与していることが示唆された。 



 
○3  上記の組織間相互作用を担うシグナル分
子の探索を行った。その結果、膜結合型シグ
ナル分子である EphB3 が、心臓の房室接合部
で高レベルに発現することを見いだした。な
お、その発現は心房では検出されなかった。
一方、心外膜原基では、EphB3 の受容体とし
てはたらく ephrinB1 および ephrinB2 の発現
が検出された。すなわち、EphB-ephrinB シグ
ナル伝達は、心外膜原基が房室接合部と接し
た時にのみ活性化されると考えられる。 
○4  Eph-ephrin シグナル伝達の活性化が、実
際に心外膜原基の融合部位に影響を与える
かどうかを調べるため、遺伝子導入実験を行
った。In ovoリポフェクション法 1を用いて、
EphB3 の細胞外ドメインを心臓の広い範囲で
強制発現させた。その結果、心外膜原基の心
房への異所的な融合が認められた (図 4)。加
えて、Eph-ephrin シグナル伝達を阻害するこ
とが予想される ephrinB1 の細胞外ドメイン
を強制発現させると、心外膜原基の心臓への
融合も抑制された。 

○5  以上の結果は、Eph-ephrin シグナル伝達
を介した組織間相互作用の心臓発生におけ
る新たな役割を示すものである。われわれの
結果は、EphB-ephrinB シグナル伝達が心外膜
原基の心臓への融合を促進すること、EphB3
が心房で発現しないことが、心外膜原基が心
臓の正しい場所に融合する上で重要である
ことを示唆している。心外膜原基の融合は、
分泌性因子BMPによる心外膜原基の誘引作用
1 と、EphB-ephrinB を介した接着依存性の組
織間相互作用の、少なくとも二段階の制御を
受けているものと思われる。心外膜原基の融
合部位が心臓の発生にどのような影響を及
ぼすかは現時点では不明である。冠循環と体
循環の連絡に重要であることが考えられる
が 2、これは今後の研究課題と言える。 
 
(2) VEGF-Aは心外膜の間充織転換を促進する
とともに心異所性血管の形成を引き起こす 
○1 心臓の表面は、一層の細胞層からなる薄い
上皮組織によって覆われている。この上皮組
織は心外膜とよばれ、冠動脈の発生にとって
不可欠である。冠動脈は、その形成段階から
心臓の中である程度決まった分布を示すこ
とから 3、その時点で既に冠動脈の走行に影
響を与える何らかの位置情報が心臓内部に
存在することが予想される。そのような位置

情報に関する手がかりを得るため、われわれ
は明瞭な冠動脈をもつ鳥類胚心臓と冠動脈
をもたない両生類の心臓の間で、心壁の組織
構築を比較した。鳥類胚心臓の房室溝と室間
溝には、心外膜直下に厚い間充織があり、そ
れが冠動脈の形成の場となっている。一方、
冠動脈を持たないアフリカツメガエルの心
臓にはこの間充織がほとんどない (図 5)。わ
れわれは、心外膜下の間充織層の分布が冠動
脈の発生に関係していると考え、その仮説を
実験に基づくアプローチによって検証する
こととなった。 

○2 心外膜下の間充織は、心外膜の一部の細胞
が上皮-間充織転換を経て心筋層に向かって
もぐり込むことによって生じる (図 6)。これ
までに VEGF-A, FGF-2, PDGF-B, TGFß1, TGFß2
といった成長因子が、培養した心外膜細胞の
間充織転換を促進することがわかっている 1。
われわれは、ニワトリ胚 cDNA からクローニ
ングしたこれらの成長因子遺伝子を Tol2 ト
ランスポゾンペクター4,5に組み込み、心外膜
への導入用に改良した新たな in ovo リポフ
ェクションプロトコルを用いてニワトリ胚
心外膜に導入し、強制発現させた。導入した
遺伝子のうち Vegf-a が際立った効果を示し
た(図 7)。導入部位では心外膜の上皮-間充織
転換が促進され、心外膜下の間充織が肥厚し
た。その肥厚内部には、内皮と平滑筋に囲ま
れた血管様の胞状構造が見られた。心筋で
Vegf-a遺伝子を強制発現させた場合には、明



瞭な影響は見られなかった。また Vegf-a 遺
伝子を導入した細胞の多くは異所性血管の
近傍に分布していたが、それらが内皮や平滑
筋に積極的に寄与することを示唆する結果
は得られなかった。 

○3 以上の結果は、心外膜の上皮-間充織転換
と血管形成が、共通のシグナル分子の制御の
もとで起こる密接に関連した発生イベント
であるという考えを支持する証拠と言える。
心外膜由来の間充織の分布と血管形成の間
の因果関係を明らかにするためには、さらな
る研究が必要である。間充織は、冠動脈形成
をサポートする周囲環境を提供する役割を
果たしているのかもしれない。 
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