
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４４０４

若手研究(B)

2015～2014

哺乳類心臓発生における二次心臓形成領域の細胞動態解析

Cellular dynamics of the anterior second heart field during heart development

２０５６２３３３研究者番号：

渡邉　裕介（Watanabe, Yusuke）

国立研究開発法人国立循環器病研究センター・研究所・室長

研究期間：

２６８６０１２７

平成 年 月 日現在２８   ６ １７

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：　本研究では、哺乳類心臓発生において流出路、右心室に細胞を供給する前方の二次心臓形
成領域（anterior Second Heart Field; aSHF）の細胞動態について理解することを目的とした。
　マウス胚の心臓中胚葉細胞で特異的に蛍光タンパク質を発現させ、発生中のaSHF領域のタイムラプスイメージングを
行う手法を取り、細胞動態解析を行うことを試みた。その結果、胚発生と共に心臓背部のaSHF領域全体が流出路領域に
取り込まれていく印象が得られた。このことは、胚組織のリモデリングに伴いaSHF領域が心臓へ取り込まれることによ
り、心臓流出路が形成されることを示唆している。　　　　　　　　　　　

研究成果の概要（英文）：　In this study, I aimed to understand cellular dynamics of anterior second heart 
field (aSHF) cells which contribute to the outflow tract and right ventricle of the heart.
 I observed mouse embryos which expresses fluorescent proteins in cardiac mesoderm. As a result, aSHF 
region seemed to contribute to the outflow tract with dynamic remodeling of tissues. This suggests that 
the outflow tract is formed by incorporation of aSHF region to the heart with tissue remodeling of 
embryo.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 

心臓は生命の根幹をなす器官であり、その

形態や機能の僅かな乱れも生命体の生存を

左右する。ヒトにおいて心臓の奇形を伴って

出生してくる頻度は驚くほど高く、0.8％もの

新生児が先天性心疾患を発症している。この

複雑な形を持つ臓器が胎児期に正常に形成

されてくることは個体の血液循環にとって

不可欠な要素であり、その形成過程を正確に

理解することは先天性心疾患の早期発見、治

療へと繋がることとなる。ヒトの先天性心疾

患の内、約 30％が心臓流出路領域から発生し

てくる大動脈・肺動脈の基部と右心室に関係

するものであるが、これらは左心室や心房領

域とは細胞の由来が異なる。即ち、心臓流出

路と右心室は前方の二次心臓形成領域

（anterior Second Heart Field; aSHF）と呼

ばれる中胚葉領域から発生する。 

これまでに aSHF の発生異常によるヒト先

天性心疾患の原因遺伝子としては、DiGeorge

症候群（Fallot四徴；大動脈騎乗、肺動脈狭

窄、右心室肥大、心室中隔欠損といった疾患

を示す）の Tbx1 や、Alagille 症候群（大動

脈・肺動脈狭窄といった疾患を示す）の

Notch2や Jagged1などが同定されており、

また種々のミュータントマウスの解析から

も、Fgf、Wnt、Bmpといったシグナリング

や、Tbx1、Islet1などの転写因子を含む多く

の因子が二次心臓形成領域（aSHF）の発生

に関与することが明らかとなっている。それ

ら因子のミュータントマウスの解析からは、

細胞増殖や細胞死、或いは下流転写因子やシ

グナリングの発現変化などが観察され、各々

の因子が制御する細胞数の増減や細胞の適

切な分化が心臓発生に与える影響について

明らかにしてきた（reviewed in Watanabe Y 

& Buckingham M, 2010, Vincent SD & 

Buckingham M, 2012）。私も aSHF発生に

おける Fgfシグナリングの関与や制御につい

て明らかにしてきたが（ Park EJ and 

Watanabe Y et al., Development, 2008, 

Watanabe Y et al., Circ Res, 2010, 

Watanabe Y et al., PNAS, 2012）、その一方、

心臓発生中に aSHF細胞が流出路・右心室領

域へと寄与していく過程において、細胞がど

のようなパターン及び極性を持って分裂し

ていくのかは不明のままである。 

心臓発生における細胞動態解析としては、

マウス胚において、発生中の心臓での細胞分

裂を 3D 観察した報告があるが、胚を固定し

て染色したもので、同一胚での一つ一つの細

胞の分裂を観察したものではない（van den 

Berg G et al., 2009）。また、ゼブラフィッシ

ュ胚では発生中の心筋細胞のイメージング

が行われているものの、魚類では哺乳類と異

なり、１心房１心室であること、心筋分化後

に心臓が融合すること、そして申請者が注目

する aSHFについても、哺乳類の aSHFにお

いて主要転写因子である Islet1の発現パター

ン、機能の違いなどがあり、それらの知見が

そのまま哺乳類胚に応用できない（Liu J & 

Stainier DY, 2012, de Pater E et al., 2009）。

さらに、将来的にヒトでの臨床応用を想定し

た場合、マウスを用いたリアルタイムイメー

ジングが重要となってくる。しかし、哺乳類

胚の心臓ではその培養法とイメージング技

術の組み合わせの困難さから、心臓発生過程

において、aSHFを含む心臓前駆細胞、心筋

細胞、或いは心臓神経堤細胞がどのような形

態変化をしながら移動していくのかについ

ては情報が乏しく、リアルタイムイメージン

グについては一切報告が無い。近年、私が以

前に留学していたフランス・パスツール研究

所の Buckingham教授の研究室から、マウス

胚の心臓右心室と左心室の細胞の配向を、

centrosome と核の位置、細胞分裂を基準と

して 3D 解析した結果が報告された（Le 

Garrec JF et al., 2013）。この報告は、心臓

という立体的な組織における細胞の配向極

性を解析した画期的なものである。その一方、 



やはり右心室や左心室といった心拍動の影

響を大きく受ける部位では、4D 解析は未だ

非常に困難であると考えられる。私が注目し

ている心臓背側の aSHF 領域は、心臓流出

路・右心室形成にきわめて重要である上、比

較的心拍動の影響を受けにくいと考えられ、

リアルタイムイメージングに挑戦できると

考えており、またその知見はそれら領域にお

ける先天性心疾患（両大動脈右室起始、総大

動脈幹遺残、Fallot四徴など）の原因究明に

も応用できると考えられる。 

 

２．研究の目的 

aSHF細胞の心臓発生過程における形態と

その移動様式について 4D イメージングを中

心にして解析し、aSHFの心臓発生過程にお

ける細胞動態について理解することを目的

とし、哺乳類心臓形成の理解に貢献したい。 
 
３．研究の方法 
心臓中胚葉の核を赤色蛍光タンパク質

mCherry で、細胞膜を EGFP でラベルした

マウス胚をサンプリングし、培養液中にてイ

ンキュベーションシステムのある共焦点顕

微鏡観察、4D イメージングを行い、aSHF

領域の動きを観察した。 

（１）心臓中胚葉細胞の細胞膜、細胞核が蛍

光ラベルされたマウス胚の作製。 

組織特異的に（コンディショナルに）細胞

核を赤色蛍光タンパク質の mCherry で、細

胞膜を緑色蛍光タンパク質の EGFP でラベ

ルできるマウス（R26R-RGマウス、Shioi G 

et al., 2011）、また、心臓中胚葉特異的に発

現する Creマウスとして、Mesp1-Creマウス

（Saga Y et al., 1999）の 2種の遺伝子改変

マウスを用いた。 R26R-RG マウスと

Mesp1-Cre マウスを掛け合わせることによ

り、心臓中胚葉細胞の核が mCherry 赤色蛍

光タンパク質で、細胞膜が EGFP緑色蛍光タ

ンパク質でラベルされたマウス胚を得た（図

１）。胚のサンプリングは、原始心筒を形成

した後の aSHF 領域の寄与が起こっており、

できるだけ発生が初期で顕微鏡観察に有利

である embryonic turning が終了後の胎生

8.5～9.5日目で行った。 

（２）細胞膜、細胞核が蛍光ラベルされたマ

ウス胚の二次心臓形成領域細胞（aSHF）の

動態観察と画像解析。 

R26R-RG;Mesp1-Creマウス胚は、培養液

中にて胚培養を行いながら顕微鏡観察を行

った。胚培養は、75%ラット血清、25% 

DMEM/F12 培地にて行い、Leica TCS-SP5

共焦点レーザー顕微鏡＋37℃インキュベー

ションシステム＋5% CO2供給システムによ

り培養しながら蛍光観察し、核（mCherry）

と細胞膜（EGFP）の蛍光を指標として aSHF

領域の観察を行った。 
 
４．研究成果 

胎生 8.5~9.5 日目の R26R-RG;Mesp1-Cre

マウス胚を蛍光顕微鏡観察した結果、心臓中

胚葉の細胞核で mCherry、細胞膜で EGFP

が比較的強度に発現しており、観察に適して

いると考えられた（図２）。 

次に、心臓のタイムラプスイメージングを

行うために、卵黄嚢を取り除いたマウス胚の

静置培養の条件検討を行った。その結果、75%



ラット血清/25% DMEM;F12 培地にて数時

間培養した際に、マウス胚の体節数増加が確

認でき、心拍数も 60~80 回/分と安定してい

た。この条件を用いて胎生 8.5 日目の

R26R-RG;Mesp1-Creマウス胚を培養しなが

ら、Leica TCS-SP5共焦点レーザー顕微鏡＋

37℃インキュベーションシステム＋5% CO2

供給システムにて、10 分おきに aSHF 領域

の画像を Z-stackで取得しながらタイムラプ

スイメージングを行った。また、共焦点レー

ザーのマウス胚に対する毒性を抑えるため

に、Hybrid detector (HyD)システムを導入し、

可能な限りレーザー強度を抑えたイメージ

ングを行った。その結果、4～6時間のタイム

ラプスイメージングにより、aSHF領域の細

胞が心臓流出路に寄与していくと考えられ

るイメージングが行えた。その際に、aSHF

細胞は個々に独立して移動しながら流出路

領域に供給されていくのではなく、aSHF領

域全体が胚の大規模なリモデリングと共に、

流出路領域に寄与していくという結果が得

られた。 

本研究により、心臓右心室・流出路形成は、

これまで漠然と考えられていたaSHF領域の

細胞の積極的な移動による心臓への寄与で

はなく、胚全体の組織の大規模リモデリング

により心臓背部のaSHFが心臓へ取り込まれ

ることにより起こっていることが示唆され

た。現在の課題としては、より長期間の安定

したタイムラプスイメージングと、得られた

画像の解析である。マウス胚はレーザーに対

して非常に毒性を受けやすく、強いレーザー

照射や長期間のイメージングで胚発生が異

常になり易い。レーザー毒性を抑えるために、

ライトシート顕微鏡やスピニングディスク

などを用いることも検討が必要である。また、

組織のリモデリングによる心臓流出路形成

を画像解析によって客観的、定量的に結論付

けていきたい。 
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