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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞や間葉系幹細胞を用いて、様々な臓器細胞を作り出し、創薬分野や再生
医療分野に提供するための研究が世界中で行われている。効率的な新薬のスクリーニングや治療効果の高い再生
医療を実現するには、高性能の細胞を供給する必要があるが、十分に機能する臓器細胞を作り出すことは、まだ
難しい。そこで本研究では、大量の初期胚を使用することが出来るアフリカツメガエル初期胚を用い、化合物ラ
イブラリーを駆使したスクリーニングを行い、心筋誘導に影響を与える新規化合物を探索した。その化合物によ
り後期心筋細胞で特異的に発現する遺伝子の発現解析及び機能解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Using pluripotent stem cells and mesenchymal stem cells, many researchers 
study to produce various organ cells and to provide them aiming to the drug discovery and 
regenerative medicine. In order to realize efficient screening of new drugs and regenerative 
medicine with high therapeutic effect, it is necessary to supply high-performance cells, but it is 
still difficult to produce fully functioning organ cells. Therefore, in this study, I used a 
compound library to screen novel compounds that affect myocardial induction using Xenopus laevis 
embryos that can use a large number of early embryos. Expression analysis and functional analysis of
 genes specifically expressed in late cardiomyocytes by the compound were advanced.
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１．研究開始当初の背景 
近年ヒト ES 細胞や iPS 細胞などの多分化
能を応用した再生医療研究が盛んに行われ
ている。ところが、目的とする臓器・組織細
胞への分化制御技術は依然として不十分な
ものばかりで、体系的な方法論も十分整理さ
れていない。その理由の一つとして、従来の
「原因遺伝子／変異体を元にした解析」に頼
った手法から得られる成果が少なくなって
きた点があげられる。また、制御技術を確立
する際に、関連遺伝子の導入やタンパク性成
長因子の添加に頼る事が多く、再現性、安全
性、コストといった面から、再生医療技術と
しては満足できない事も指摘され続けてい
る。それ故、異なるアプローチからの研究が
期待されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上述の問題点を回避するため、
大量の初期胚を入手でき、膨大な発生学的知
見が蓄積したモデル生物であるアフリカツ
メガエル初期胚を用いて、大規模ケミカルラ
イブラリーを駆使した、新規心臓形成シグナ
ルパスウェイの探索と解明をすることを目
的とした。特に３次元的構造が生体内での機
能に重要な心臓に焦点を絞り、哺乳類胚では
不可能な胚内の心臓形成に対する影響を、ケ
ミカルライブラリー等を用いて解析するこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 
先ず始めにツメガエル初期胚を用いて、シグ
マ社等から購入した化合物ライブラリーの
心臓形成に対する影響を解析し、心臓形成に
関与しうる候補化合物のリスト化を行う。続
いて、リスト化された候補化合物の作用機序
解析を切り口に、心臓形成シグナルパスウェ
イを補完する。その情報を元に、哺乳類
ES/iPS 細胞での機能を検証し、再生医療に出
口を見据えた革新的心臓分化制御技術を実
現する。 
 
４．研究成果 
平成２６年度は、数百種の化合物が搭載され
た化合物ライブラリーを準備し、アフリカツ
メガエル初期胚に対して処理、スクリーニン
グ実験を行った。（図１） 
 

図１ スクリーニングのスキーム 
 
その結果、１種類の化合物（プロテオグリカ
ンの生合成経路に対する阻害効果が、先行研
究で報告されている）に心臓形成に対する強
い影響が観察された。そこで、当該化合物に

関して、濃度、処理開始時間、処理時間の最
適値を検討した。決定した濃度で処理した胚
を用い、尾芽胚期及び初期幼生胚期に whole 
mount in situ hybridization 法を行い、
Nkx2.5 及び cardiac troponin I 等心臓マー
カーの発現を解析したところ、発現減少が観
察された。（図２） 

 
図２コントロール胚及び処理胚における心
臓原基マーカーNkx2.5(A,B)及び Cardiac 
troponin I（C,D）の発現解析 
PG 合成処理胚において、心臓形成が阻害され
ていることが示された。 
 
平成２７年度は、当該化合物の機能解析をさ
らに進めてきた。さらに処理胚に対して DNA
マイクロアレイ解析等を行った結果、これま
で明らかになっていなかった後期心筋細胞
で特異的に発現する遺伝子を誘導すること
が分かってきた。（図３） 
 

 
図３ 新規スクリーニングした遺伝子の発
現解析 
GeneA〜GeneE まで、どの遺伝子も心臓におい
て、経時的に発現が観察された。 
 
心筋細胞の誘導系において、成熟した心筋を
誘導することは一つの重要な問題となって
いるが、当該申請研究からその問題の解決が
期待される結果が出てきた。 



一方、さらにスクリーニングの種類をこなす
べく、スクリーニングを続行したが、有力な
候補因子は追加されなかった。よって、最終
年度は、これまでにスクリーニングした遺伝
子に関して、さらに解析を進めることにした。 
 
平成２８年度は、心筋誘導に影響を与えた化
合物によって誘導され、後期心筋細胞で特異
的に発現する遺伝子の発現解析及び機能解
析を進めてきた。また、ヒト／マウス等哺乳
類におけるオルソログ遺伝子の機能を
Knowledge ベースで調べたところ、どの遺伝
子も心臓での発現及び機能は報告されてい
なかったが、 
Gene A：脳神経、内耳等神経発生への関与 
Gene B：骨格筋の発生への関与 
Gene C：胎盤、肺、血管、血球、骨格筋の発
生への関与、及び未分化性の維持 
Gene D：報告なし 
Gene E：血管の発生への関与、性決定 
といった機能を持つことが予測された。 
心筋細胞の誘導系において、成熟した心筋を
誘導することは一つの重要な問題となって
いるが、当該申請研究からその問題の解決が
期待される結果が出てきた。 
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