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研究成果の概要（和文）： 
心臓発生過程で形成される『心内膜床』は成熟心臓の中隔や弁の原基であり、心臓形態形成に

必須の組織である。我々は、心内膜床形成には心臓内皮細胞における選択的かつ不均一な細胞

分化誘導メカニズムが必要で、そのメカニズムに Notch 情報伝達系が関与することを見出して

いる。本研究では、Notch 活性モニターマウスを用いたライブイメージング解析、および Notch
受容体の下流ターゲット因子の遺伝子解析により、心内膜床形成における Notch シグナル伝達

のダイナミクスとその意義の解明を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Generation of endocardial cushion in the atrioventricular canal (AVC) and outflow 
tract (OFT) of developing heart is essential for subsequent chamber septation and 
valvulogenesis. During endocardial cushion formation, only a fraction of endothelial 
cells lining AVC and OFT are activated and undergo endothelial-mesenchymal 
transformation (EMT). In this study, we demonstrated that Notch signaling might play 
important roles in such differential cell-fate decision through its selective and 
ununiform activation in endothelial cells during EMT. 
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１．研究開始当初の背景 
心臓は循環系を担う臓器として最初に機

能し、胚発生の段階に合わせてその形態が変
化する【図１】。初期胚の心臓は、原始心筒
と呼ばれる一本の筒状構造をしており、発生
が進むにつれてこれが右方に屈曲すると、
「心房」、「心室」、「房室管」、「流出路」の区
画が明らかになってくる。ヒト先天性心疾患
において最も奇形が生じやすい組織である
房室中隔、流出路中隔、弁の形成は、この区
画化された心臓の流出路と房室管領域にの
み形成される「心内膜床」と呼ばれる一対の
隆起に由来する【図１，２】。これまでの研
究により心内膜床は、房室管および流出路の
心臓内皮細胞が間葉細胞へと形質転換
(Endothelial-Mesenchymal Transformation; 
EMT) することにより形成されることが明
らかとなっているが、その詳細なメカニズム
は未だに不明な点が多い。我々は心内膜床形
成領域の内皮細胞に認められた不均一な
Notch シグナル活性に注目し、この不均一な
活性化が内皮細胞での過不足のない EMT を
誘導し、正常な中隔・弁形成を制御すると考
えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
これまでの研究により、心内膜床形成領域

の内皮細胞には Notch 情報伝達系の活性が
認められ、その欠損マウスは心内膜床形成不
全を示すことが報告されている。Notch 受容

体は、リガンド結合により活性化されると細
胞内領域 (NICD) が切断され核内に移行し、
RBP-J と複合体を形成して DNA に結合する
ことによりターゲット遺伝子の発現調節を
行っている。我々は NICD/RBP-J 複合体の
制御下に GFP レポーターを結合した遺伝子
をもつトランスジェニックマウスを開発し、
「Notch 活性」のモニタリングを可能とした。
このモニターマウスを用いて、我々は心内膜
床形成領域の内皮細胞における Notch シグ
ナルの不均一で選択的な活性化をモニタリ
ングし、過不足のない EMT を誘導するメカ
ニズムの解明を試みている。そこで本研究で
は、①レポーターマウスと房室管器官培養モ
デルを用いて、心内膜床形成における Notch
シグナルのダイナミクスをライブイメージ
ングにより検討する、②Notch シグナルによ
り発現制御をうける遺伝子群を解析し、心内
膜床形成における Notch シグナルの意義を
解明する。 
 
 
 
３．研究の方法 
1) 心内膜床形成における Notchシグナルの

イメージング解析 
 予備実験により、心内膜床形成領域の内皮
細胞では Notch シグナル『ON』『OFF』細胞
が混在することが示唆されている。そこで、
このモザイク状の発現パターンをライブイ
メージング解析し、Notch シグナル陽性/陰性
細胞がどのような細胞系譜をたどるのか（内
皮細胞のままなのか間葉細胞に形質転換す
るのか）を解析する。 
本研究を効果的に行うための工夫として、

前述の Notch 活性レポーターマウス胚から得
られた房室管領域をコラーゲンゲル上に培
養する 3 次元器官培養モデルを用いる。この
方法により in vivo に非常に近い状態での
Notch シグナル活性化パターンを観察するこ
とができる。また、隣接する内皮細胞を一画
像に捉えることが可能となり、Notch シグナ
ル活性によって変化する細胞系譜解析が容
易となる 
 
2) Notch 下流遺伝子の発現解析およびその

機能解析 
我々の研究室では、Notch シグナルの下流タ
ーゲット因子として、Hairy-related 
transcription factor (Hrt)を同定している。そこ
で、心内膜床形成領域の内皮細胞における
Hrt 転写因子の発現を免疫染色および in situ 
hybridization を用いて検討する。また、Hrt 欠
損マウスを解析し、EMT への影響を検討する。 

図 1: 心臓形態形成過程における心内膜床の 
意義 

図２: 既知の心内膜床形成メカニズム 



４．研究成果 

1) Notch 活性レポーターマウスを用いた心
内膜床形成領域における Notch signal の
ダイナミクス 

心内膜床形成過程における Notch signal の
活性化パターンを検討するために、Notch 活
性レポーターマウス胚を用いて GFP レポー
ターの発現解析を行った。その結果、心内膜
床形成領域の内皮細胞では、Notch シグナル
『ON』と『OFF』の細胞が混在していたこと
から（図３）、心内膜 EMT は不均一なシグナ
ル伝達に制御される細胞集団から生じてい
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、心内膜床形成過程における Notch 活性
をライブイメージングするためにレポータ
ーマウス胚から得られた房室管領域をコラ
ーゲンゲル上に外稙し、器官培養を行った。
その結果、この方法では、コラーゲンゲル上
に増殖した内皮細胞における Notch 活性をモ
ニタリングすることができなかった。そこで、
房室管をプラスティックディッシュ上で培
養する方法に変更したところ、いくつかの内
皮細胞に GFP 陽性細胞が観察された（図４）。
しかしながら、この培養方法では GFP 陰性の
細胞が圧倒的に多いため、in vivo の状況をミ
ミックしているとは考え難い。したがって、
今後もライブイメージングが可能となる培
養系を検討する予定である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) 心内膜床形成領域における Hrt 転写調節

因子の発現とその意義について 
心内膜床形成における Notch signal の意義

を検討するために、Notch signal の下流ターゲ
ット因子である Hrt 転写因子の発現パターン
を免疫染色により検討した。Hrt 転写因子に
は Hrt1, Hrt2, Hrt3 の３つのアイソフォームが
存在し、そのうち Hrt2 が心内膜床形成領域の
内皮細胞に発現していることを見出した（図
５）。しかし、これまでの解析により、Hrt2
ノックアウトマウス (KO) では、顕著な心内
膜床形成不全が認められていない。そこで
我々は、Hrt1 および Hrt2 の 2 遺伝子を欠損さ
せたダブルノックアウトマウス (DKO) の解
析を試みた。その結果、DKO マウスでは、心
内膜床形成が異常となり、遊走する間葉細胞
がほとんど認められなかった（図６）。以上
の結果から、Notch-Hrt シグナルは心内膜床形
成に非常に重要であることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図３: (a,b)Notch 情報伝達系の模式図と
Notch 活性レポーターマウスの原理。(c)
心内膜床内皮細胞における Notch の活
性化パターン 

(a) 

(b) 

(c) 

Notch「OFF」細胞

Notch「ON」細胞

E

E: 内皮細胞

図４: (a)房室管器官培養モデルの概要
(b)Notch 活性レポーターマウスを用い
た器官培養のイメージング。矢印は
Notch 活性化細胞を示す。 

(a) 

(b) 

図５: Hrt2 は流出路と房室管の内皮細胞
に発現が認められる（矢印）。心室に認
められるシグナルは心筋細胞であり、内
皮細胞には認められない。 
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図６: EMT により生じた間葉細胞を矢
印で示す。Hrt 欠損マウスでは間葉細胞
が認められない（点線内）。 


