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ES細胞を用いた心血管系発生における機能遺伝子の網羅的同定
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京都大学再生医科学研究所幹細胞分化制御研究領域

〈研究の目的と進め方〉
申請者らは、ES細胞を用いた心血管分化研究を行って

きた。すなわち、ES細胞から中胚葉のマーカーの一つと
も考えられているFlk1陽性の細胞を分化誘導し、そこか
ら血管を分化誘導する新しいin vitro分化誘導系を開発し
た (Yamashita et al. Nature, 2000)。また、心筋細胞をFlk1
陽性細胞から分化誘導することにも成功している
(Yamashita et al. FASEB J, 2005)。このように本分化系は、
Flk1陽性細胞を共通の前駆細胞として、心血管系の発生
という哺乳動物細胞の初期分化過程をin vitroで再現する
ことのできる新しい分化誘導系と考えられた（図）。

本分化系を用いることにより、分化途上の様々な段階
の細胞を採取し分化過程における遺伝子発現変化を網羅
的に解析することが出来る。申請者はすでに昨年の当該
領域の公募研究に採択され、血管分化過程における網羅
的遺伝子解析を進めている。また、RNAi（RNA干渉）を
応用してES細胞における選択的遺伝子発現抑制系を開発
している。さらに最近では、心筋前駆細胞ともいうべき
細胞分画を見出しており、心筋分化に関しても経時的解
析が可能となっている。本研究は、ES細胞を用いて、ヒ
トを含めた哺乳動物の発生および細胞分化メカニズムを
解明することを目的とする。具体的には、１）Flk1陽性
細胞、心筋前駆細胞群、分化初期心筋細胞からRNAを抽
出し、心筋分化過程における遺伝子発現プロファイルを
作製する。２）心血管分化過程特異的遺伝子群をゲノム
上にマッピングし、心血管分化過程において「開いてい
る」クロマチン構造を同定する。３）siRNAを用いた機
能阻害実験により、心血管分化に関与する候補遺伝子の
機能解析を行い、心血管分化の機能遺伝子を網羅的に同
定する。以上により、哺乳動物の心血管発生過程のゲノ
ムレベルでの理解を目指す。

〈研究開始時の研究計画〉
１）心筋分化過程における遺伝子発現プロファイル作

製：Flk1陽性細胞、心筋前駆細胞群、分化初期心筋
細胞からRNAを抽出し、Affymetrixのgenechipによ
る網羅的遺伝子発現解析を行い、心筋分化における
遺伝子プロファイルを作製する。心筋前駆細胞は申

請者らが同定した細胞群を、初期心筋細胞は、αミ
オシン重鎖プロモーターGFP発現により純化した細
胞群を用いる。心筋分化特異的遺伝子群を網羅的に
同定する。

２）心血管分化過程特異的遺伝子群のゲノム上マッピン
グ：１）で同定した心筋分化特異的遺伝子およびす
でに同定している内皮細胞・壁細胞分化特異的遺伝
子をゲノム上にマッピングし、心血管分化過程にお
いて「開いている」クロマチン領域を同定する。そ
れにより、心血管分化におけるエピジェネティック
ダイナミズムを可視化することを試みる。ゲノム上
マッピングは、神戸先端医療センターが開発してい
るDNAチップ解析システムにより行う。

３）siRNAを用いた機能阻害実験系の構築と心血管分化
関連候補遺伝子の機能解析：申請者らが開発中のES
細胞におけるテトラサイクリン誘導性siRNA発現シ
ステムを完成させ、１）で同定した遺伝子の機能解
析を行う。

４）心血管分化におけるエピジェネティクス解析：２）
３）で同定した遺伝子群やクロマチンに関して、メ
チル化やヒストンアセチル化、ChIPアッセイなどに
よりエピジェネティクス解析を行う。

〈研究期間の成果〉
１）i) Flk１陽性中胚葉細胞からの心筋分化過程の解析、
心筋前駆細胞の探索を行い、心筋分化能が特異的に高い
心筋前駆細胞群の同定に成功した。これにより、中胚葉
細胞から心筋に至る中間段階の細胞がはじめて同定され、
遺伝子発現解析をはじめとした心筋分化過程のより詳細
な解析が可能となった。(0602071701)
ii) Flk1陽性中胚葉細胞からの心筋分化をBMP及びwntシ
グナルにより制御できることを示した。(0602071701)
iii) 未分化ES細胞、Flk1陽性中胚葉細胞、心筋前駆細胞、
心筋細胞を用いた遺伝子プロファイルを作製し、心筋分
化過程において特異的に発現する遺伝子群(100-200個)を
同定した。
iv) Flk1陽性細胞から動脈および静脈内皮細胞の分化誘導
に成功した。動脈内皮細胞分化の新たなシグナル経路を
明らかにした。
３）i）テトラサイクリン誘導性shRNA発現ES細胞株を
構築し、分化途上の任意の段階において特定の遺伝子発
現を抑制することができる機能解析システムを構築した。
ii）同解析システムを用いて、内皮細胞分化に必須であ
るFlk１の遺伝子発現を抑制することにより、内皮分化を
阻害できることを明らかにした。同システムを用いて、
分化における機能遺伝子を同定することが可能であるこ
とが明らかとなった。iii）現在心筋分化遺伝子に対する
機能解析系を構築し、心筋分化機能遺伝子の網羅的同定
を試みている。（平成17年度日本分子生物学会）

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究において用いているES細胞分化系は、国内外で
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高い評価を得ており、同システムを報告した論文
(Yamashita, Nature, 2000)はすでに300以上の論文に引用
されている。同分化系を用いた2次元単一細胞心筋分化シ
ステム及び動静脈分化システム（成果1）-i)、 1)-iv)）は、
ともにAmerican Heart Association Scientific Meetingにお
いて口頭発表されている。細胞分化のメカニズムを分
子・細胞レベルで検討できる先進的システムと考えられ
る。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
１）心血管分化過程における特異的発現遺伝子群のゲノ
ム上マッピングと動的変化の可視化：遺伝子プロファイ
ル作製に用いているソフトウェアが、同目的に十分な形
まで改良し切れなかった。
２）遺伝子プロファイルより同定した心血管分化遺伝子
の機能解析：誘導性shRNA発現ES細胞システムの構築が
難航した。誘導性発現におけるリーク、分化過程におけ
る遺伝子サイレンシングの影響を排除し且つ十分な抑制
効果を有するshRNA発現を実現することが困難であっ
た。

〈今後の課題〉
１）心血管分化遺伝子群の機能解析：申請者等が開発し
たES細胞におけるshRNA発現システムを用いて簡便に同
定遺伝子の機能解析を行う。動物モデルでは著しく困難
な100遺伝子オーダーでの解析を蓄積することにより、分
化における機能遺伝子の網羅的同定を可能にする。
２）ゲノムレベルでの遺伝子解析システムを充実する。
同定された遺伝子を含む遺伝子相互作用・機能的連関の
解析等により、分化において細胞内で起こる事象の包括
的統合的理解を目指す。
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