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《研究の概要》 

 

心臓の発生過程、とりわけ心房・心室・洞房結節といった各 chamber の形態形成機構や

chamber specific な生理学的機能の分化機構は殆ど明らかにされていない。さらに発生過

程が完了した後も生後発達に伴って心臓の電気生理学的性質に性差が生じるが、その機構

も未だに不明である。本研究ではこれら心筋の形態・機能の分化機構と成熟機構の解明を

第一の目的とし、さらにその知見を応用して機能別に ES 細胞から再生心筋を分化誘導す

る技術の開発や、細胞移植の技術開発をめざした。 

 

心筋細胞は自動能を持つペースメーカー細胞等と、自動能のない固有心筋とに大別され

る。本研究ではペースメーカー細胞に特異的に発現する過分極陽イオンチャネル遺伝子

HCN4 を対象として、プロモーター解析を実施した。その結果、抑制性転写因子 NRSF が心

室筋において HCN4の転写活性を抑制することを明らかにした。また筋特異的転写因子 MEF2

が HCN4 の転写を強く活性化することを発見した。 

転写因子 Tbx1 を発現する二次心臓領域由来細胞は、胎生初期には心臓流出路全体と右

心室原基を形成し、後期には主に右心室流出路と肺動脈主幹部および肺動脈弁を形成する

ことが判明した。これらの結果から Tbx1 の異常は心臓流出路の形成異常をもたらす可能

性が示唆された。また新たにイノシトール三リン酸受容体（IP3R）の心臓発生における機

能を明らかにした。IP3R 各サブタイプ（1、2、3 型）単独のノックアウトマウスでは、心

臓発生が正常であったが、1、2 型ダブルノックアウトマウスには心内膜床の発生異常が、

1、3 型ダブルノックアウトマウスには心臓流出路の発生異常が起こることが明らかになり、

心臓発生における領域特異的な Ca2+シグナリングの役割が推測された。 

一般に女性は男性よりも心電図上 QT 時間が長いことが知られているが、本研究におい

て男性ホルモンのテストステロンが非ゲノム経路を介して一酸化窒素を産生し IKs チャネ

ルを活性化することを明らかにした。また女性ホルモンのエストロゲンが心筋カリウム

チャネル IKr チャネルに直接作用することにより、そのキネティックスを修飾することを

発見した。これらの機構は女性が男性より QT 延長不整脈が多い一因であると考えられた。 

人工的に作成した房室ブロックに対して再生心筋細胞を移植して治療することに成功

した。ラット胎生 14-15 日目の心臓から Natural killer cell-1（NK-1）抗体を用いて洞

結節・刺激伝導系型細胞を集積したところ、細胞シート内で NK-1 陽性細胞塊がペースメー

カー部位として機能することが判明した。 

さらにヒト ES 細胞およびコモンマーモセットサル ES 細胞を用いて、効率的な心筋細胞

の分化誘導法、心筋細胞と残存する未分化な幹細胞を分離する方法、効率的な再生心筋移

植法の開発を行った。心筋細胞の誘導法では ES 細胞から前方中胚葉への誘導物質として

noggin を同定した。またミトコンドリアに選択的に取り込まれる色素を利用して再生心筋

細胞と未分化幹細胞をほぼ完全に分離することに成功した。この方法で採集した心筋細胞
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を移植しても奇形腫の形成は認められなかった。また再生心筋細胞を効率的に移植する方

法として凝集法を開発し、免疫不全マウス・サルヘの移植も成功した。 

 

上記の如く本研究では次世代の心臓病研究の嚆矢といえる成果が多数発表され、今後さ

らに新たな治療法の開発に発展することが期待される。 
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【研究報告】 

 

（Ⅰ）研究の目的 

これまで心臓の発生過程に関しては詳細な記述があるにもかかわらず、その分子機構に

は不明な点が多い。とりわけ心房・心室・洞房結節といった各 chamber の形態形成機構や

chamber specific な生理学的機能の分化機構は殆ど明らかにされていない。さらに発生過

程が完了した後も生後の発達に伴って心臓の生理学的機能に性差が生じることが知られて

いる。しかしながら、その分子機構も未だに不明である。近年、心臓移植以外に治療法が

ない心疾患の新たな治療戦略として、再生心筋を使った細胞治療が注目を集めている。し

かしながら、再生心筋の chamber specific な細胞機能の分化を制御することは未だに困

難である。また再生心筋細胞を実際に生体に移植し、心機能の改善を客観的に評価する方

法も十分確立されているとはいえない状況にある。本研究では、生理学・分子生物学・再

生医学の各分野の若手研究者が協力して研究を推進し、心筋の形態・機能の分化・成熟機

構を解明すると共に、その知見を応用して胚性幹細胞などから心筋を機能別に分化誘導す

る技術を開発し、さらに実際に再生心筋細胞を移植する技術の基盤を確立することを目的

としている。 

 

（Ⅱ）研究計画および材料と方法 

以下に各分担者の研究材料と方法の概略を述べる。各分担者は、各所属機関における実

験動物取り扱い指針ならびに組み替え遺伝子実験指針に従い、充分な安全管理措置の下に

研究を実施した。 

①イオンチャネルの転写制御（鷹野） 

マウス HCN4 遺伝子の全長にわたる検索からエンハンサー活性をもつ部位の候補をゲノ

ム DNA から PCR で増幅した。これを luciferase 遺伝子上流にサブクローニングしたコン

ストラクトを作成し、培養新生児ラット心室筋細胞に遺伝子導入して dual luciferase 

reporter assay を実施した。また核蛋白質を抽出し、EMSA、CHIP assay を実施した。 

②心筋細胞機能の性分化（古川） 
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モルモット単離心筋細胞を用いて電気生理学的解析を実施した。また KvLOT1、minK 遺伝

子を培養細胞に遺伝子導入し、電気生理学的機能解析を実施した。また Andersen 症候群の

患者からゲノム DNA を採取し、遺伝子異常のスクリーニングを実施した。 

③心筋細胞移植（李） 

マウス ES 細胞由来 Nkx2.5 陽性再生心筋細胞の分与を受け、細胞移植実験を行った。マ

ウスに外科的処置を加え、実験的房室ブロックを作成した。またラット胎児から心筋細胞

を単離・培養し、NK-1 抗体陽性細胞を分離した。 

④心臓発生（山岸） 

Tbx1 ノックアウトマウスを作成し、その胎児の形態学的な解析を実施した。また IP3 レ

セプター各サブタイプのノックアウトマウスの分与を受けてダブルノックアウトマウスを

系統的に作成し、その胎児心臓の形態学的な解析を実施した。 

⑤心筋分化誘導（福田） 

コモンマーモッセットサルの胚性幹細胞を使用して心筋細胞の分化誘導を試み、免疫組

織染色法により心筋分子マーカーの発現を検討した。またコモンマーモッセットサルの心

筋梗塞モデルを作成し、細胞移植のレシピエントとした。 

 

（Ⅲ）研究成果 

①イオンチャネルの転写制御（鷹野） 

抑制性転写因子 NRSF がラット培養心室筋において HCN4 チャネル遺伝子の転写抑制をし

ていることを報告した。胎児では NRSF の発現量が低く、心肥大刺激では NRSF のゲノムヘ

の結合が低下することにより、転写抑制が解除されることを発見した。また HCN4 遺伝子全

長の中から、conserved non-coding sequence のスクリーニングを行い、エンハンサー活

性をもつ部位を同定した。この部位には筋特異的転写因子 MEF2 が結合することを証明し

た。この部位を使って LacZ 遺伝子の転写をドライブするコンストラクトを作成し、トラン

スジェニックマウスを作成した。F0 胎児の検索を行ったが、洞房結節特異的な発現パター

ンを再現することは出来できなかった。 

②心筋細胞機能の性分化（古川） 

平成 17 年度：心筋カリウムチャネル(IKs)チャネルが細胞内 Ca2+により活性化されるこ

とは古川らの以前の報告で知られていたが、その機序として一酸化窒素による IKs チャネ

ル活性化が関与することを明らかにした。これは細胞内への Ca2+流入量をコントロールす

るフィードバック機構として機能するものと考えられた。また、男性ホルモンのテストス

テロンが非ゲノム経路を介して一酸化窒素を産生し IKs チャネルを活性化すること明らか

にした。これは性ホルモン非ゲノム経路が心筋イオンチャネルの制御機構であることを初

めて明らかにした報告である。 

平成 18 年度：薬用人参に含まれる植物性ステロールが性ホルモン受容体に結合し、その

非ゲノム経路を介して IKs チャネルを活性化することを明らかにした。これは薬用人参の

心筋保護作用の機序を科学的に証明した論文である。また、先天性不整脈疾患 Andersen 症

候群の新たな遺伝子異常を IKl チャネル遺伝子に見つけ、同変異が IKl チャネルの Mg2+感受

性に影響することにより不整脈の原因を作るという新しいメカニズムを明らかにした。 

平成 19 年度：女性ホルモンのプロゲステロンがやはり非ゲノム経路を介して IKs チャネ
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ルを活性化することが女性の性周期における不整脈リスク変動の一因となることを生物学

的検討と計算科学的検討を組み合わせることにより明らかにした。女性ホルモンのエスト

ロゲンが心筋カリウムチャネル IKr チャネルに直接作用しそのキネティックスを修飾する

ことが、女性が男性より QT 延長不整脈が多い一因であることを明らかにした。後天性 QT

延長症候群患者で HERG チャネルに対する自己抗体により IKrチャネルを抑制することを見

出した。これは後天性 QT 延長症候群の機序として自己免疫機構の関与があることを初め

て明らかにしたものである。 

③心筋細胞移植（李） 

平成 17 年度：セルソーターにより選択的に分離された Nkx2.5 陽性再生心筋細胞を、あ

らかじめ外科手技的に作成したマウスの完全房室ブロック心の房室結節領域に移植した。

その結果、移植を行った 80％のマウスで房室伝導の回復が見られ、ES 細胞由来心筋細胞の

移植は心臓伝導障害に対する新しい治療的アプローチとなる可能性が示唆された。 

平成 18 年度：In vivo 移植後の生体内における ES 細胞の分化・誘導に関する研究を調

べた。In vitro 実験においては、ES 細胞の分化・誘導に様々な paracrine 因子が関与して

いることが示唆されており、適切な因子を用いることにより、高効率で幹細胞由来心筋細

胞が得られることが報告されている。本研究においては、in vivo における ES 細胞から心

筋細胞への分化の可能性の有無を調べるために、あらかじめ分化・誘導させていない未分

化 ES 細胞をマウスの正常心および梗塞心の左室自由壁および房室結節に移植し、その経

過を 4 週後まで経時的に調べた。その結果、未分化 ES 細胞を移植したマウスでは、正常・

病態あるいは移植部位にかかわらず心室壁内に内胚葉系・中胚葉系組織を含む奇形種を形

成した。また、腫瘍内部には心筋に分化した細胞はほとんどみられず、逆に周囲の生体心

筋組織にアポトーシスを誘導していた。以上の結果から、生体内で、ES 細胞から心筋細胞

などに選択的に分化細胞移植を安全に行うためには未分化 ES 細胞を移植細胞から完全に

除去することが必要と考えられた。 

平成 19 年度：生体ナノテクノロジーを用いた機能的な再生心筋組織の構築を試みた。そ

のために、磁性ナノ粒子を用いた方法により細胞配列のパターニングを行った。ラット胎

生 14-15 日目の心臓から Natural killer cell-1（NK-1）抗体を用いて洞結節・刺激伝導

系型細胞を分離し、培養皿上でパターニングを行った。その結果、NK-1 陽性細胞を磁石に

より一ヶ所に凝集させた細胞シートでは、NK-1 陽性細胞塊がペースメーカー部位となって

いることが、細胞外電位マッピングで観察され、周囲の心筋細胞ヘの興奮伝播も安定して

いた。また、あらかじめ作成した作業心筋培養シートにパターニングしたシートを移植し

たところ、それまで静止しいていた作業心筋シートと同期した興奮を示した。以上の結果

から、細胞パターニング法が、より機能的な再生心筋を構築するための新しい方法となり

うる可能性が示された。 

④心臓発生（山岸） 

平成 17 年度：近年、心臓流出路の発生異常には、二次心臓領域（または前方心臓領域）

とよばれる咽頭弓中胚葉由来細胞の関与が注目されている。本研究では転写因子 Tbx1 が

二次心臓領域に発現することを発見し、Tbx1 の二次心臓領域・心臓流出路発生における機

能について、遺伝子改変マウスを用いて検討した。その結果、Tbx1 発現低下マウスにおい

て、大動脈弓離断症、総動脈幹遺残症などの先天性心疾患が認められ、心臓流出路異常の
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表現型の重症度は、Tbx1 の発現量低下の程度と相関することが示唆された。また、子 Tbx1

の転写調節領域をマウスにおいて特定し、分泌因子 Sonic hedgehog および Fox 転写因子

群の制御を受けることを明らかにした。さらに、Tbx1 の転写調節および Tbx1 発現低下マ

ウスの表現型に影響を与える環境因子を明らかにするための研究を継続している。これま

でに、環境因子の特定には至っていないが、本研究により先天性心疾患・流出路異常の予

防のための基礎データが得られることが期待される。 

平成 18 年度：特定した Tbx1 の二次心臓領域転写調節領域を利用したモデル動物を用い

て、Tbx1 を発現した二次心臓領域由来の細胞がどのように分化するかについて、生体内で

解析した。その結果、Tbx1 を発現した二次心臓領域由来細胞は、胎生初期には心臓流出路

全体と右心室原基を形成し、後期には主に右心室流出路と肺動脈主幹部および肺動脈弁を

形成することが示された。この結果より、二次心臓領域細胞群の発生異常がおそらく軽症

では Fallot 四徴症、重症では総動脈幹遺残というように、心臓流出路異常の一連のスペク

トラムを形成する先天性心疾患を起こす可能性が示唆された。 

平成 19 年度：心臓発生におけるシグナル伝達分子の中で Ca2+シグナリングを担うイノシ

トール三リン酸受容体（IP3R）の機能に着目した。IP3R 各サブタイプ（1、2、3 型）が、

心臓発生においてそれぞれ特異的な領域およびオーバーラップする領域に発現することを

明らかにした。各サブタイプ単独のノックアウトマウスでは、心臓発生が正常であったが、

1、2 型ダブルノックアウトマウスは胎生 11.5 日頃に、1、3 型ダブルノックアウトマウス

は胎生 10.5 日頃に胎生致死であった。分子マーカー、免疫組織化学を用いた検討で、1、

2 型ダブルノックアウトマウスには心内膜床の発生異常が、1、3 型ダブルノックアウトマ

ウスには心臓流出路の発生異常が起こることが示唆され、心臓発生における領域特異的な

Ca2+シグナリングの役割が推測された。 

⑤心筋分化誘導（福田） 

平成 17 年度：コモンマーモセットサルの胚性幹細胞を用いた心筋分化誘導を行ない、こ

れに成功した。コモンマーモセット胚性幹細胞はマウス胚性幹細胞に比して胚性幹細胞の

分化増殖速度が遅いこと、継代の際に細胞が一部死滅することより細胞増殖曲線が緩やか

なこと等の問題点はあるにしろ、サル胚性幹細胞からの心筋細胞への着実な分化誘導法は

完成した。免疫染色ではコモンマーモセットの心筋細胞はマウス心筋のアクチニン、ミオ

シン、Nkx2.5 等の抗体に反応し、きれいな染色を行うことに成功した。効率的な分化誘導

法に関しては次年度以下の課題となった。移植実験に向けたコモンマーモセットサルの心

筋梗塞モデル作成を開始し、種々の条件設定（麻酔深度、開胸方法、心臓の位置、梗塞領

域の定量法等）を終了した。心筋梗塞の大きさの定量法として、心エコー図法、血行動態

の測定を行った。心筋梗塞組織はヘマトシシリン・エオジン染色、アザン染色を行い、梗

塞領域を定量する方法を開発した。ヒトの胚性幹細胞の培養を開始し、マウス、サルの胚

性幹細胞との相違点に関するノウハウを蓄積した。ヒト胚性幹細胞の培養に関しては、現

在マウスフィーダー細胞を使用しているが、フィーダーフリー培養法が徐々に開発されて

きており、これを実施する試みを行った。ヒト胚性幹細胞から心筋細胞への分化誘導は誘

導に時間が掛かるため、現在順次これを開発している段階である。 

平成 18 年度：コモンマーモセットサルの胚性幹細胞を用いた心筋分化誘導を完成した。

マウス胚性幹細胞に比して胚性幹細胞の分化増殖速度が遅いこと、継代の際に細胞が一部
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死滅することより細胞増殖曲線が緩やかなこと等の問題点はあるにしろ、サル胚性幹細胞

からの心筋細胞へ着実に分化誘導することが可能になった。効率的な分化誘導法に関して

は次年度以下の課題となった。移植実験に向けたコモンマーモセットサルの心筋梗塞モデ

ル作成を開始し、種々の条件設定（麻酔深度、開胸方法、心臓の位置、梗塞領域の定量法

等）を終了した。ヒトの胚性幹細胞の培養を開始し、マウス、サルの胚性幹細胞との相違

点に関するノウハウを蓄積した。従来報告した Noggin 法に加え、マウスを用いた実験で、

新たに分化誘導因子 X とサイトカイン Y が心筋分化誘導能を有することを明らかにした。

これらのうち、X 因子は発生時期に心臓予定領域に強く発現することを確認した。Y 因子に

関しては心臓予定領域に発生段階のある時期にその受容体が強く発現することを確認した。

これらの内因性の心筋分化誘導因子はマウスのみならず、サルの胚性幹細胞に対しても同

様な作用を持ち、心筋分化を特異的に促進した。マウス、サル、ヒトの胚性幹細胞から誘

導した心筋細胞とその他の細胞（未分化幹細胞を含む）を分離する方法を開発した（特許

出願中、投稿準備中）。この方法は遺伝子導入を用いない画期的な方法であった。 

平成 19 年度：コモンマーモセットサル胚性幹細胞から心筋細胞への分化誘導はマウス

胚性幹細胞から心筋細胞への分化誘導と異なる条件で分化誘導されることを明らかにした。

コモンマーモセットサル胚性幹細胞は表面抗原ではマウスよりもヒト胚性幹細胞由来の心

筋細胞に近く、細胞分化の速度もヒト胚性幹細胞とほぼ同様であった。分化誘導された細

胞は心臓特異的転写因子、心筋特異的蛋白質を発現し、完全な心筋細胞であった。次に、

マウス、サル、ヒト胚性幹細胞の効率的な移植を行うための基盤研究をおこなった。これ

まで我々を含め、組み替えプラスミド（心筋蛋白特異的遺伝子のプロモーターに GFP や薬

剤耐性遺伝子を組み替えたもの）を遺伝子導入する方法により、心筋細胞の分離が行われ

てきた。しかし、この方法は遺伝子導入が必要な点で臨床応用を難しくするものであった。

我々は遺伝子導入を伴わない、心筋細胞の物理化学的性質を利用した方法により心筋細胞

のみを単離する技術に成功した。この方法による心筋の純度は 99.9％であった。さらに、

この方法で純化した心筋細胞を NOD-SCID マウスに効率的に移植する方法を開発した。従

来の注射針で移植する方法（生存率 5％）に比して、90％以上の生存率を持って移植可能

な方法を開発した。これに加え、我々が開発した心筋細胞シートを作成する技術をマーモ

セットサル由来の再生心筋細胞に応用し、サルの再生心筋細胞シートの作成に成功した。

実験動物中央研究所と共同でコモンマーモセットサルの心筋梗塞モデルを開発した。心臓

の交感神経分布様式を決定する分子機序を解明し、心内膜側心筋に交感神経分布密度が薄

く、心外膜側心筋に分布密度が高い状態が存在することが心臓に不整脈を起こさせない重

要な要素であることを明らかにした。心不全心筋からの分泌液性因子が交感神経を幼若化

（ノルエピネフリンの産生と取り込み低下、幼若マーカー発現）することを明らかにした。 

 

（Ⅳ）考察 

HCN4 はペースメーカー細胞特異的な分子として近年非常に注目を集めている。我々は初

めてその cis element の詳細な解析を行い、MEF2 が重要な機能を持つことを見いだした。

しかし洞房結節と他の部位で MEF2 の発現量に差はなく、部位特異的発現を制御する機構

を明らかにするためには、さらに詳細な検討が必要だと思われた。心臓電気生理学的性質

の性差の機構については、主として Iks がそのターゲットであり、性ホルモンの non-
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genomic な制御機構が重要な役割を果たしていることが明らかになった。今後はイオン

チャネルの発現変化を含めた genomic な効果にも研究を発展させる必要があると思われる。

IP3 レセプターによる細胞内 Ca2+変動が心臓の領域発生に関与するという事実は、全く新し

い概念の発見であり、IP3 シグナルの上流に位置する信号伝達系の解明等、詳細な検討が期

待される。細胞移植実験では房室ブロックの治療に成功しており、今後はよりヒトに近い

動物モデルヘと発展させることが期待される。また刺激伝導系細胞を NK-1 陽性細胞とし

て凝集する技術は、バイオペースメーカー細胞の作成や、HCN4 の転写制御機構の解明にも

役立つと思われる。サル ES 細胞を使った心筋細胞の分化誘導は本研究計画の中でも特筆

すべき成果であり、臨床応用へ向けた技術の開発が期待される。今後も分担者相互の協力

関係を維持し、さらなる研究の発展を期していきたい。 

 

（Ⅴ）研究成果の発表 
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