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研究成果の概要（和文）：心筋細胞は細胞分裂によって組織修復できないため、再生医療による新規治療法開発の研究
が進められている。本研究では胎児が低い酸素環境（～20mmHg）から出生後に高濃度酸素（～90mmHg）に移行すること
に着目して、胎児心筋が酸素分圧の変化によって細胞分裂を停止させるという仮説を検証した。マウス培養心筋細胞の
分裂を可視化する方法を確立し、低濃度から高濃度酸素への暴露によって細胞分裂を確認した。また、マウス胎児培養
心筋細胞における酸素環境による遺伝子発現変化をマイクロアレイにて検討した。変動の大きい遺伝子について遺伝子
発現を抑制して細胞周期関連タンパクへの影響や培養細胞系での分裂抑制効果を検討した。

研究成果の概要（英文）：Cardiomyocytes are terminally differentiated cells that can not proliferate for 
repairing damaged tissues as with nerve cells. Regeneration medicine is a possible approach for these 
untreatable diseases, which is developing the techniques to create functional issues to repair the 
damaged organs. In this study, we focused on the changes in oxygen concentration during maternal period. 
In utero, partial oxygen pressure is about 20 mmHg and it increases to about 90 mmHg after birth because 
of the breathing activity. We tested the hypothesis that a dramatic increase in oxygen tension arrests 
the cell cycle of cardiocmyocytes. First, we visualized the dividing cultured cardiomyocytes using medial 
engineering technology and confirmed that cardiomyocytes arrested cell cycle when exposed to high oxygen 
tension. Then, we investigated the alteration of gene expression in this change of oxygen tension and 
performed silencing these genes to confirm the involvement to regulate cell cycle.
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１．研究開始当初の背景 
 心筋細胞は終末分化細胞と呼ばれ、神経細
胞と同様に組織障害の際に細胞分裂によっ
て修復することができない。このような組織
の疾患に対して、様々な細胞への分化が可能
な細胞を用いて治療に応用しようとする再
生医療の研究が進められている。iPS 細胞は
その細胞ソースとして、卵細胞から採取する
ES 細胞に比べ倫理的問題や拒絶反応の回避
が可能という点で注目を浴びているが、生体
内で機能を発揮する細胞を作り上げる方法
論が不明という点では ES 細胞と同様である。
このような状況で、心筋細胞については細胞
分裂再開による増殖を目指して遺伝子操作
によるアプローチが盛んに行われている。し
かしながら、生体内で活動する心筋細胞は圧
力や剪断応力といった物理的刺激や酸素環
境などの変化に適切に応答しており、関与す
る遺伝子と形質獲得のプロセスは明らかで
ない点が多い。従って、遺伝子発現を制御す
る因子として、生体酸素環境は重要な役割を
果たしている可能性があり、生体医工学的な
方法論を駆使して分子・細胞から臓器・個体
までを統合的に解析することは生体機能を
理解し、再生医療に資する情報を得ることに
なり得る。 
 
２．研究の目的 
 成人の動脈血酸素分圧（〜90mmHg）に比
べ、胎内での酸素環境は 20mmHg 程度と極
めて低く保たれており、細胞分裂を繰り返す
胎児形成期において酸化ストレスによる
DNA 損傷を防いでいる。そのために酸素運
搬を担う赤血球ヘモグロビンも成人に比べ
て格段に酸素親和度が高く、容易に末梢組織
に酸素を供給しないシステムとなっている。
出生後には肺呼吸が始まりヘモグロビンも
成人型に変換され、末梢組織への大量酸素供
給が開始される。この劇的な酸素環境変化が、
出生前の細胞数増加を優先した器官形成期
から、出生後の自立生存のための発育期に転
換するためのシグナルとして作用している
と考えている。本研究では対象を心筋細胞に
絞り、酸素供給環境変化による分裂能と肥大
（分化）応答の分子メカニズムを明らかにす
る。具体的な目的を以下に挙げる。 
 
(1) マウス培養心筋細胞を用いた細胞分裂可
視化システムの構築：細胞分裂を対照とする
研究では、細胞周期を制御するタンパク質の
発現をもって対象細胞が分裂能を有するか
否かを判断する場合が多い。しかしながら、
細胞分裂には核分裂、細胞質分裂といった過
程があり、実際に細胞分裂する様子を観察し
た報告は無いため、細胞採取時より厳密な酸
素分圧制御を行い、タイムラプスによる観察
法を確立する。 
 
(2) 胎児心筋細胞の高濃度酸素暴露による遺
伝子発現変化の解析：培養細胞系および生体

における細胞周期制御が、酸素分圧上昇によ
って受ける影響について遺伝子レベルでの
解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス培養心筋細胞を用いた細胞分裂可
視化システムの構築 
 マウス胎児（妊娠 14-18 日）心筋は切断し
た心室をトリプシン溶液にて単離するが、溶
液は３％酸素でバブリングして行う。細胞を
単離した溶液には血管平滑筋、血管内皮、線
維芽細胞が含まれるため、α-アクチニン陽性
細胞をフリーサイトメトリーにて分離して
90%以上の純度で心筋細胞を選別した。この
細胞を 3%酸素環境下で培養し、タイムラプ
ス観察を行った。 
 
(2) 胎児心筋細胞の高濃度酸素暴露による遺
伝子発現変化の解析 
上記方法にて胎生 18 日の胎児マウス心筋細
胞を収集し、3%および 20%酸素下で 48 時間
培養する。その後 RNA を抽出し、PCR マイ
クロアレイ解析にて酸素分圧の違いで変化
する遺伝子を検索する。また、出生時の血圧、
剪断応力や栄養状態などの環境因子変化を
含む生体内での遺伝子発現についても検討
するために、胎生 16 日（低酸素環境）、生後
2 日（肺呼吸開始）、生後 12 日マウス（ヘモ
グロビン変換後、高濃度酸素）から心臓を摘
出し、心筋細胞から RNA を抽出してマイク
ロアレイ解析を行う。（下図参照） 
 これらの結果より候補となった遺伝子を
抑制して細胞周期タンパク発現や細胞分裂
の増減を検討した。 

 
４．研究成果 
(1) フローサイトメトリーにて下図のよう
に 90%以上の純度で心筋細胞を選別すること

 



が出来た。この細胞を培養し、心筋細胞分裂
観察に使用した。（下図は心筋細胞特異的タ
ンパクであるα-アクチニン：緑、アクチン
を染色するファロイジン：赤、核を染色する
DAPI：青による免疫染色画像） 

 
2) 低酸素下培養心筋細胞において有糸核分
裂や細胞質分裂をタイムラプス顕微鏡にて
観察することが出来た（下図参照：上段は有
糸核分裂、下段は細胞質分裂）。心筋細胞の
分裂機構を解明して再生医療に応用を試み
る研究は多くなされているが、実際の分裂を
観察した報告は殆ど無く、1970 年代に静止写
真での観察が報告されているのみで、抗体作
成など分子生物学的手法が未確立で本当に
心筋細胞なのかも確かではなかった。低酸素
環境維持など、摘出マウス心臓の処理方法を
工夫することで新たな可視化技術を確立出
来た。 

 
3) 酸素分圧上昇によって細胞分裂停止が起
こるという仮説を検証するために、胎生 14、
16、18 日のマウス胎児心筋を低酸素環境下に
摘出し、心筋細胞および非心筋細胞（線維芽
細胞、血管内皮細胞など）を分離・培養した
のちに、それぞれを 3% および 20%酸素環境
に 96 時間培養した。細胞数を数えて分裂能
を評価した。（下図参照 CMs：心筋細胞、
non-CMs：非心筋細胞、黒は酸素分圧変化前、
茶は 3%酸素維持、緑は 20%酸素に上昇） 

心筋細胞では胎生日数が早いほど 3%酸素下
96 時間培養後の細胞数が多く、高い分裂能が
示された。また、21%酸素下培養では、細胞
数の減少が観察された。この結果より、胎児
心筋細胞は母胎内での低酸素環境によって
細胞分裂能を維持し、出生に伴う高濃度酸素
暴露によって分裂から分化（肥大）へと向か
うことが示唆された。 
 非心筋細胞については、低濃度酸素、高濃
度酸素下培養の両方で細胞数が著明に増加
した。心臓は多種の細胞からなるが、出生時
に酸素濃度変化によって細胞分裂を停止さ
せるのは心筋細胞のみであると考えられる。
細胞分裂活性を評価する他の指標として
Ki-67 にて染色し、低酸素環境下培養の心筋
細胞が高濃度酸素の細胞よりも高率に陽性
であることを確認した。 
 
4) 酸素濃度変化に伴う遺伝子発現変化をマ
イクロアレイで検討した。上述の培養心筋細
胞での実験と伴に、出生前後での生体内変化
を評価するために、胎生 16 日マウスと出生
後 2-3 日の新生児マウスで比較を行った。予
備実験として、出生後の仔ラットを母親ラッ
トと一緒に低酸素環境（12% O2,これ以上下げ
ると授乳せず仔ラットが死亡する）で飼育す
ると、仔ラットの心筋細胞の大きさは変わら
ずに心筋量は２倍近くに増加していたため、
生体内でも培養系と同様の変化を予想した。 
下に、胎児と新生児の比較、低濃度酸素と高
濃度酸素の比較を示す。それぞれ発現の増加
した遺伝子、低下した遺伝子の上位 10 遺伝
子系統について記載している。 
i) 胎児 → 新生児 

 

 

 



ii) 3% 酸素 → 20% 酸素（培養心筋細胞） 

 
上記の結果より、マイクロアレイの実験から
酸素分圧上昇に伴う遺伝子発現変化が明ら
かになった。細胞周期関連遺伝子に加え、解
糖系やペントースリン酸経路などのエネル
ギー代謝経路に関連する遺伝子も劇的に変
化していた。また、個々の遺伝子についても
検討し、変動が大きいもの、或いは細胞周期
に関連のある５１遺伝子を選んで培養心筋
細胞にてsiRNAによるノックダウンを行った。
（下図参照）その結果、細胞数の減少が大き
かった 11 遺伝子（赤色で表示）を選定し、
細胞周期関連遺伝子の発現を変化させる２
つの遺伝子に注目して解析を進めている。 
 周産期における酸素分圧変化が心筋細胞
の分裂停止の情報として用いられているこ
とが明らかになったが、酸素分圧をセンシン
グしている具体的な分子を明らかにする試
みとして低酸素誘導因子（HIF1-α）、prolyl 
hydroxylase (PHD)3についてもノックダウン
を行ったが、細胞数の変化は小さく、センサ
ー候補分子としては否定的な結果であった。 
5) まとめ 

本研究では、哺乳類の心筋細胞が生後すぐに
分裂能を失う際の情報として酸素環境につ
いて着目し、培養心筋系での分裂可視化とと
もに、関連する遺伝子を絞り込むことが出来
た。周産期は様々な生体内環境が劇的に変化
するタイミングであり、酸素環境だけが要因
ではないと考えられる。例えば血圧や心室か
らの血液拍出量など力学的な変化や、出生直
後の飢餓状態によるオートファジーなども
関与していることが予想される。本研究では
生体における遺伝子変化と、培養細胞系にお
ける遺伝子変化を比較することで、酸素環境
による変化を抽出することが出来た。 
 本研究での成果をもとに、出生時に心筋細
胞が分裂能を失う分子メカニズムを明らか
に出来れば、再生医療に資することが出来る
と考えている。 
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