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研究成果の概要（和文）：心臓を栄養する冠血管内皮の起源は明らかでなかった。我々は心筋細胞由来のangiopoietin
-1(Ang1)の心臓での役割を検討した。心筋細胞特異的Ang1欠損マウスでは心外膜直下の冠静脈の形成のみが特異的に障
害されて、一層内側の冠動脈形成には影響が見られなかった。心筋由来のAng1が静脈洞内皮を心房・心室内へと心外膜
直下に遊走させて冠血管網を形成させることを明らかにした。また、ES細胞由来Flk1陽性内皮前駆細胞に対してVEGF,
ｃAMPとともにAng1を作用させると静脈化させる作用があることも明らかにした。以上より、心筋細胞の分泌するAng1
は冠静脈形成に必須であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The origin and developmental mechanisms underlying coronary vessels are not fully 
elucidated. Here we examined the role of myocardium-derived angiopoietin-1 (Ang1) for coronary vessel 
formation in the developing heart. Cardiomyocyte-specific Ang1 deletion results in defective formation of 
the subepicardial coronary veins, but had no significant effect on the formation of intramyocardial 
coronary arteries. The endothelial cells (ECs) of the sinus venosus (SV) are heterogeneous population, 
composed of APJ-positive and APJ-negative ECs. Among these, the APJ-negative ECs migrate from the SV into 
the atrial and ventricular myocardium in Ang1-dependent manner. In addition, Ang1 may positively regulate 
venous differentiation of the subepicardial APJ-negative ECs in the heart. Consistently, in vitro 
experiments show that Ang1 indeed promotes venous differentiation of the immature ECs. Taken together, 
these data indicate that myocardial Ang1 is essential for coronary vein formation.

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
我々は、これまで増殖因子の neuregulin-1

と angiopoietin-1（Ang1）を介した心筋細胞―
内皮細胞間のパラクラインシグナルネット
ワークが成体の心臓機能維持で重要な役割
を担うことを見出した（Nakaoka et al. J . Clin 
Invest. 117: 1771-1781, 2007）。左記の研究過程
で、特に心筋細胞が分泌する Ang1 が心臓の
血管形成過程に重要だと仮説を立てて、心筋
特異的 Ang1 欠損マウスを作製した。その結
果、心筋細胞由来の Ang1 は胎生期における
冠血管形成で重要な役割を担う可能性を示
唆する結果を得た。そこで、今回は心筋細胞
由来の Ang1 の胎生期の心臓での血管新生に
おける役割を明らかにすることに焦点を当
てて本研究を進めることとした。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、心筋細胞の分泌する Ang1 の機
能を明らかにするとともに、未成熟内皮細胞
に対する役割も明らかにすることを目的と
する。 
 
３． 研究の方法 

(1) Ang1flox マウスの作成と-MHC-Cre ト
ランスジェニックマウスの交配によ
る心筋特異的 Ang1 欠損(Ang1CKO)マ
ウスの作製と胎生致死表現型の解
析：Ang1CKO マウスは胎生 E12.5-14.5
で致死を呈したため、その心臓の表現
型を免疫組織化学的に解析した。 

(2) Ang1CKO マウスの心臓で欠損する冠
血管の動静脈の種別の同定：Ang1CKO
マウスの心臓で欠損する冠血管の動
静脈の特定のため、動脈内皮細胞で
lacZ 遺伝子を発現する EphrinB2-lacZ
ノックインマウス、静脈内皮特異的に
lacZ 遺伝子を発現する EphB4-lacZ ノ
ックインマウスと Ang1CKO マウスを
交配して検討した。更に、静脈マーカ
ーについては APJ と COUP-TFII の発
現もそれぞれホールマウント免疫染
色と in situ hybridization 法により検討
を行った。また、コントロールマウス
と Ang1CKO マウスで冠動脈造影をイ
ンク注入により施行し、冠動脈形成の
検討も行った。 

(3) Ang1CKO マウスの心臓での遺伝子発
現解析：Ang1CKO マウスの心臓で発
現する遺伝子発現を特に動静脈マー
カーに着目して qRT-PCR 法で解析を
行った。 

(4) Tie2-lacZ ノックインマウスを用いた
器官培養系での Ang1 の静脈洞の内皮
遊走作用の検討：Red-Horse らが 2010
年に冠血管の起源の 1つとして静脈洞
があることを報告していたため、静脈
洞内皮が心筋由来 Ang1 依存性に心臓
内へ遊走するか否かを検討した。
E10.5 で野生型(Tie2-lacZ ノックイン）

マウス由来の静脈洞と心房を単離し
て、E10.5 の心室と心外膜を野生型マ
ウスと Ang1CKO マウスから単離して、
両者を密接させて in vitro器官培養を3
日間行って心筋由来 Ang1 が静脈洞の
内皮細胞を心室筋側への遊走に必須
か否かを検討した。 

(5) ES 細胞由来 Flk1(VEGFR2)陽性血管内
皮前駆細胞での Ang1 の静脈特異化作
用の検討：内皮細胞が動脈内皮へと分
化する際の増殖因子シグナルは VEGF
や Notch シグナルなどが知られる。静
脈化を決定する増殖因子は未同定で
ある。京都大学再生医科学研究所の山
下潤先生らと共同研究により、ES 細
胞由来 Flk1(VEGFR2)陽性血管内皮前
駆細胞で VEGF+cAMP 添加によって
内皮細胞の動脈化を促進する系で実
験を行った 3。ES 細胞由来 Flk1 陽性血
管内皮前駆細胞に VEGF+cAMP 添加
条件へと更に Ang1 活性化アナログの
COMP-Ang1 を添加することによる静
脈分化への影響を検討した。 

 
４．研究成果 

(1) Ang1CKO マウス心臓の免疫組織化学
による解析：内皮細胞に対する抗 CD31
抗体でホールマウント免疫染色を行っ
て、冠血管形成について検討を行った。
その結果、表層に野生型では観察され
る心臓表面に走行する CD31 陽性血管
が Ang1CKO マウスでは消失していた
（図 1A-D）。 
これらのサンプルを切片化してさら

に検討すると、興味深いことに 2 層の
CD31 陽性冠血管の外側（心外膜直下）
の 冠 静 脈 と 考 え ら れ る 血 管 が
Ang1CKO マウスでは心臓背側から側
壁にかけて特異的に欠損していること
が明らかとなった（図 1E-F）。一方、
これまでに CD31 陽性血管の内側（心
筋層内）の血管は冠動脈であると以前
報告されているが 2, 4、この分布にはコ
ントロールと Ang1CKO マウスの間で
差を認めなかった（図 1 下段）。以上よ
り、心筋から分泌される Ang1 は冠血
管形成、特に冠静脈の形成に必須であ



る可能性が示唆された。 
(2) Ang1CKO マウスの心臓で欠損する冠

血管の動静脈の種別の同定：静脈マー
カーの APJ の発現をホールマウント免
疫染色法で検討すると、野生型
（control）マウスでは心外膜直下に
APJ 陽性血管像が観察されたが、
Ang1CKO マウスでは欠損していた（図
2a-d:ホールマウント免疫染色像、e-h:
その切片像, q:定量結果）。また、静脈
内皮特異的に lacZ 遺伝子を発現する
EphB4-lacZ ノ ッ ク イ ン マ ウ ス と
Ang1CKO マウスとを交配して X-gal
染色を行った所、心外膜直下の LacZ
陽性血管がcontrolマウスでは見られた
が Ang1CKO マウスでは欠損していた
（図 2i-l,r:定量結果）。更に、静脈分化
に必須とされる転写因子COUP-TFII遺
伝子発現を in situ hybridization で検討
すると、心外膜直下に COUP-TFII 陽性
血管が control マウスでは見られたが
Ang1CKO マウスでは欠損していた（図
2m-p, s: 定量結果）。以上より 、
Ang1CKO マウスでは冠静脈が欠損し、
心筋由来 Ang1 が冠静脈形成に必須で
あることが示された。 

次に Ang1CKO マウスでの冠動脈形
成の異常の有無を検討した。インクを
大動脈より注入する冠動脈造影を施行
すると、冠動脈の形成には野生型と
Ang1CKO マウスの間で有意な差は見
られなかった（図 3a-d）。更に、動脈内
皮特異的に lacZ 遺伝子を発現する

EphrinB2-lacZ ノックインマウスと
Ang1CKO マウスとを交配して、X-gal
染色により動脈の異常の有無を検討し
た所、心筋層内の LacZ 陽性血管は野
生型（control）でも Ang1CKO マウス
でも同様に観察され、特に差は見られ
なかった（図 3e-h:X-gal 染色結果、i: 定
量結果）。以上より、Ang1CKO マウス
は冠動脈形成には異常を示さず、冠静
脈形成のみ特異的に欠損することが示
された。 

(3) Ang1CKO マウスの心臓での遺伝子発
現解析：上記（1）、（2）の実験結果を
qRT-PCR による遺伝子発現検討でも検
証を行った。静脈マーカーの APJ, 
EphB4, COUP-TFII は Ang1CKO マウス
でcontrolマウスに比較して有意に低下
していた（図 4a-c）。一方、動脈マーカ
ー の Efnb2, Nrp1, Dll4 の 発 現 は
Ang1CKO マウスと control マウスで有
意な変化は見られなかった（図 4d-f）。
図 2、図 3、図４の実験結果を合わせる
と、心筋由来 Ang1 は冠静脈形成に必
須であるが、冠動脈形成には必要では

ないことが確認された。 
(4) Tie2-lacZ ノックインマウスを用いた器

官培養系での Ang1 の静脈洞の内皮遊
走作用の検討：E10.5 の Tie2-lacZ ノッ
クインマウスを X-gal 染色すると非常
に強い染色像が静脈洞内皮に観察され
た（図 5a,b）。2010 年に右心房に接す
る静脈洞から内皮が心臓内に進入して
冠血管形成に関わる起源であることが
報告された（Red-Horse et al. Nature. 
2010;464:549-553）。我々の結果をもと
に、Red-Horse らの実験方法を参考にし
て E10.5 の control マウスから心室と心
外膜を単離して、E10.5 の Tie2-lacZ ノ
ックインマウスから単離した静脈洞と
心房と密着させて器官培養した。その
結果、Tie2 陽性（X-gal 染色陽性）内皮



細胞はcontrolマウス由来の心室へと進
入が観察されたが、Ang1CKO マウスか
ら単離した心室と心外膜にはTie2陽性
内皮細胞の進入は見られなかった。よ
って、心室筋由来Ang1は静脈洞の Tie2
陽性内皮細胞に対する誘因作用（遊走
促進作用）を有することが示された（図
5c-f: X-gal 染色像、g 定量結果）。 

 
(5) ES 細胞由来 Flk1(VEGFR2)陽性血管内

皮前駆細胞での Ang1 の静脈特異化作
用の検討：ES 細胞由来 Flk1(VEGFR2)
陽性血管内皮前駆細胞に VEGF+cAMP
添加すると動脈内皮マーカーEphrinB2
の発現が誘導されることが報告されて
い る （ Yamashita JK et al. Nature. 
2000;408:92-96）。この条件に Ang1 活
性化アナログ COMP-Ang1 を添加する
とその発現誘導は抑制されて（data not 
shown）、静脈マーカーCOUP-TFII の発
現は誘導がなされた（図 6a-c）。
qRT-PCR による遺伝子発現でも同様の
傾向がCOUP-TFIIとAPJの両者で観察
された（図 6d,e）。 
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