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緒緒  言言  

 
脊椎動物の初期胚発生期において、心臓形成過程はダイナミックな細胞移動を伴う複雑な形態形成運動の一つである

と同時に、正常な心臓の形成は個体の生存に不可欠である。モデル脊椎動物のゼブラフィッシュにおける心臓形成では、

まず心臓前駆細胞が体の両側面に分かれた側板中胚葉から分化する。そしてそれらの細胞は正中線に向かって集団で 

移動してゆき、正中線上で融合すると将来心臓になる管構造を作る。この心臓前駆細胞の移動に異常が生じて正常に 

正中に到達できないと、心組織が体の左右に分かれた二股心臓（cardia bifida）の表現型を生じ、胚性致死となる。   

心臓前駆細胞の移動についてはこれまで、心臓前駆細胞と近接して存在する内胚葉組織が前駆細胞の移動の足場として

機能することが重要であると考えられてきた。その分子メカニズムとして、スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）シグナル

の重要性が明らかとなっており、そのシグナルに関与するS1P輸送体Spns2やS1P受容体S1PR2が欠失すると正常

な内胚葉が維持されず、結果的に二股心臓となる［1〜3］。このように、心臓形成における内胚葉の重要性が強く示唆

されているが、内胚葉が実際に心臓前駆細胞の足場として機能していることを具体的に示す知見はまだ報告されておら

ず、心臓形成メカニズムの理解には大きなギャップが存在している状態である。 
このような状況を踏まえて本研究では、心臓形成において組織の物理的特性が果たす役割という、これまで調べられ

てこなかった切り口でこの現象を解析し、この現象のメカニズムを明らかにするための突破口を開くことを目指した。

その結果、S1P シグナルは心臓前駆細胞の移動能に対する有意な寄与は認められず、一方で物理的な障壁となりうる 

組織を除去することで二股心臓の表現型がレスキューされたことから、物理的特性の寄与が強く示唆された。 
 

方方  法法  

 
本研究では、以下の研究実施内容によって心臓前駆細胞の移動における細胞・組織の物理的特性の重要性を明らかに

することを目指した。 
11．．ラライイブブイイメメーージジンンググにによよるる細細胞胞移移動動のの観観察察・・定定量量化化手手法法のの確確立立  
本研究ではまず、心臓前駆細胞の移動速度や方向性を適切に比較、評価するための手法として共焦点顕微鏡による 

細胞移動のライブイメージングと、そのデータを基にした移動現象の定量化を確立させることを行った。この手法の 

確立によって S1P シグナルの阻害など、異なる実験条件が細胞移動に与える影響を明瞭に比較、評価することが可能

になった。 
22．．細細胞胞移移動動にに対対すするる物物理理的的障障壁壁のの可可能能性性のの検検証証  
心臓前駆細胞が神経管と卵黄嚢の間の狭い領域を正中に向かって移動することから、これら 2 つの組織が物理的な 

障壁として細胞移動に影響を与えうるかどうかを検証した。その方法として卵黄嚢の内容物である卵黄の大部分を吸い

出すことで、卵黄嚢内の圧力を下げ、正中線における神経管との間のスペースをより大きくするという実験操作を行っ

た。S1Pシグナル阻害胚でこの実験操作を行い、心臓前駆細胞の移動が影響を受けるかどうか、ライブイメージングと

定量化によって評価を行った。 
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33..  細細胞胞・・組組織織のの物物理理的的特特性性のの測測定定  
心臓前駆細胞の移動において、細胞・組織の物理的特性が重要な役割を担っている可能性があることから、この現象

に関与する可能性が高い細胞・組織（心臓前駆細胞、内胚葉、神経管、卵黄嚢）の物理的特性である硬さを調べるため、

まず各細胞・組織の単離を試みた。目的の細胞・組織が単離されているかどうかは、各細胞・組織特異的なレポーター

遺伝子の発現を調べることで確認した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11..  SS11PPシシググナナルル欠欠損損にによよるる心心臓臓前前駆駆細細胞胞移移動動のの定定量量的的評評価価 

二股心臓を形成する心臓前駆細胞移動の異常がどのように引き起こされるのかを細胞レベルで調べるため、S1P  

シグナル欠損胚において心臓前駆細胞の移動を共焦点顕微鏡によるライブイメージングによって観察し、個々の細胞の

動態を定量化した。まず細胞の移動速度について調べたところ、心臓前駆細胞の移動が開始されてから間もない時期に

は S1P シグナル阻害胚では正常胚よりも前駆細胞の移動速度が遅いが、やがて両者の移動速度はほぼ同等になること

がわかった（図 1）。このことから、S1P シグナルは細胞の移動能自体には大きな影響を及ぼしていないと考えられ、

S1P シグナル欠損による二股心臓の表現型は移動速度とは異なる細胞動態の異常によって引き起こされている可能性

が考えられた。そこで続いて、心臓前駆細胞の移動方向について比較するため細胞移動方向の一貫性を定量化したとこ

ろ、S1Pシグナル阻害胚では正常胚よりも前駆細胞の移動方向がランダムになっていることがわかった。これらの結果

から、S1Pシグナル欠損胚では心臓前駆細胞の移動能ではなく、移動方向に異常が生じたことでそれらの細胞が正中線

に到達できず、結果として二股心臓となることが考えられた。 
 

 
 

図1．心臓前駆細胞の移動速度 
ライブイメージングのデータを元に定量化した、正常胚（赤）とS1P シグナル阻害

胚（青）の心臓前駆細胞の移動速度。移動初期には両者の速度に開きがあったが、  

やがてほぼ同等の速度で移動するようになった。 
 

22..  障障壁壁のの除除去去にによよるる心心臓臓前前駆駆細細胞胞移移動動へへのの影影響響のの検検証証  
これまでの知見、及びライブイメージングの観察・定量結果から、S1Pシグナル欠損胚では心臓前駆細胞の周辺組織

が移動の物理的な障壁になっている可能性が示唆されたため、障壁の一つになりうると考えられる卵黄嚢の大部分を

S1P シグナル阻害胚から取り除く実験操作を行った。すると卵黄嚢を除去した S1P シグナル阻害胚では、心臓前駆細

胞の正中線への移動とそこでの融合が有意にレスキューされることがわかった。さらに、心臓前駆細胞の移動がレス 

キューされた S1P シグナル阻害胚では、その後、拍動し形態的にも正常と見られる心臓を形成した。この結果から、

心臓前駆細胞の正中線への移動において、S1P シグナルは前駆細胞が周辺組織の物理的な障壁に移動を妨げられるこ

となく正中線に到達することを可能にしていると考えられた。 
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図2．卵黄の除去による心臓前駆細胞移動のレスキュー 

受精後24時間後の正常胚（左）、S1Pシグナル阻害胚（中央）、卵黄を除去したS1P
シグナル阻害胚（右）の頭部背側像。Myl7:EGFP の発現によって心臓前駆細胞が  

可視化されている（緑）。S1Pシグナル阻害胚は二股心臓を形成するが（矢頭）、卵黄

除去胚ではその表現型がレスキューされた（スケールバー：200μm）。 
 

33..  細細胞胞・・組組織織のの物物理理的的特特性性計計測測ののたためめのの単単離離手手法法のの確確立立  
上記の結果を受けて、心臓前駆細胞移動時における各細胞・組織の物理的特性を定量的に調べるため、まず前駆細胞

とその周辺組織をそれぞれ単離する手法を確立することとした。心臓前駆細胞と内胚葉はそれぞれのレポーター遺伝子

を用いてセルソーターによって単離する方法を試み、神経管についてはピンセットを使って顕微鏡下で解剖・単離する

方法を試みた。いずれの場合においても、単離した細胞・組織中に目的の細胞が存在していることを確認したが、目的

ではない細胞も比較的多く混在していたため、今後単離の純度を高められるように条件検討を重ねる必要がある。 
本研究によって、心臓前駆細胞の移動において S1P シグナルが物理的な障壁を回避することに寄与している可能性

が強く示唆された。ゼブラフィッシュの心臓形成期ではS1P受容体であるS1PR2が内胚葉に発現しており、これまで

の報告でもS1Pシグナルが内胚葉の機能に影響を与えていることが示されていることから［4，5］、本研究の結果を加

味するとS1Pシグナルを受容した内胚葉が正中線の物理的障壁の回避もしくは除去に寄与していることが考えられる。

今後は本研究によって確立しつつある細胞・組織の単離手法を用いて各細胞・組織の物理的特性である硬さを計測する

とともに、S1Pシグナルの有無によって内胚葉での遺伝子発現がどのように変化するかを調べることにより、心臓前駆

細胞移動における物理的特性の寄与とそこに関わる内胚葉の機能を細胞・分子レベルで明らかにすることが望まれる。 
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