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抄　　録

心臓を構成する細胞へと分化できる心臓前駆細胞（以下，CPCs）に特異的な表面抗原を用いれば，遺

伝子改変操作を行わずにCPCsを同定し純化することができる．そのような分子は基礎生物学にも再生

医療学的にも極めて有用であるが，残念ながらこれまで見出されていなかった．私たちは最近になって，

グリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）受容体ファミリーの一つであるGFRA2がCPCs特異的なGPIア

ンカー型の細胞表面抗原であり，これを用いることで，多分化能を有する未熟なCPCsと，少し分化が

進んで心筋に分化の方向が固定された単分化CPCsを個別に単離できることを見出した．さらに，GFRA2

は従来知られていなかった全く新しいシグナル経路を介することで，心臓の発生にも重要な役割を果た

していることが判明した．本稿では，学術誌へと報告したGFRA2を発現しているCPCsの特質と，この

分子が心臓発生に果たす生理的機能，およびこの表面抗原の基礎研究および再生医療研究上の重要性に

ついて概説と議論を試みたい．

キーワード：GFRA2，心臓前駆細胞，表面抗原，心筋緻密化．

Abstract

A surface marker specific for cardiac progenitor cells（CPCs）is useful to robustly isolate them with

circumventing the necessity of genetic modification. However, no such a specific marker had been available.

Recently we have reported that a Glycosylphosphatidylinositol-anchor containing neurotrophic factor recep-

tor Glial cell line-derived neurotrophic factor receptor alpha 2（Gfra2）is specifically expressed in CPCs of

both mice and humans. This molecule allows to isolate purer CPCs in a good quality than ever as well as iden-

tifies two distinct stages of CPCs,（1）relatively immature multipotent CPCs and（2）CPCs committed only
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は　じ　め　に

心臓の発生と心臓を構成する細胞の分化過程

を理解することは，先天性心疾患の病理病態の

理解につながるだけではなく，昨今注目されて

いる心臓に対する再生医療の研究開発にとって

も極めて重要である．

心臓は脊椎動物の発生で最初に解剖学的に認

識できる臓器である．心臓を構成する細胞の多

くは，一部の神経堤由来の細胞を除き中胚葉に

由来する（図1A）1）2）．初期胚の後方に原始線条
が形成され，そこで生じる原腸陥入によって多

能性を有する原始外胚葉（または上胚盤葉/エピ
ブラスト）細胞から上皮間充織転換によって中

胚葉細胞が生じる．中胚葉の細胞は胚の前方方

向へと遊走移動するが，この中で心臓へ寄与す

る能力のある細胞が胚の前方でCPCsとしてのア
イデンティティを確立し，三日月の形に分布す

るようになる（これを cardiac crescentと呼
ぶ）．その後，CPCsは心筋と心内膜の細胞へ分
化を遂げながら胚の正中線上で原始心円筒を形

成し，右方向へループを形成し折りたたまれる

ことで，将来の左右の心室と心房，および流出

路（大動脈と肺動脈）と流入路（大静脈と肺静

脈）の基本パターンが完成する．

上述のような心臓発生の基本的過程における

分子生物学的機構に関し，この20年余の間に精

力的に解析がなされてきたが，まだまだ多くが

不明のままである．原腸陥入を起こして中胚葉

が生じるには，WNT，NODAL（本質的には
ACTIVINのシグナルにほぼ等しい），そして
BMPのシグナルが適切な強度で時空間的に制御
されていることが必要である1）．心臓を構成する

細胞へ分化する能力を有した中胚葉細胞がCPCs

としてのアイデンティティを確立するには，今

度はWNTのシグナルとNODALシグナルが抑制
されねばならない．次にCPCsが心筋へと最終分
化を遂げる際にもWNTのシグナルが抑制されて
いることが必要である．現在，様々な形で用い

られている多能性幹細胞（ES/iPS細胞）からの
心筋分化誘導プロトコールは，概ねこのような

知見をベースに組み立てられている．ここで注

意したいのは，これらの知見は全て必要条件
．．．．

で，

十分条件はいまだに明らかにされていないこと

だ．したがって，再生医療用にES/iPS細胞から
心筋を得ようとした場合に，いくら高効率の心

筋分化誘導を得られると謳われているプロト

コールを用いようとも，心筋へ向かう方向へと
．．．．．．．．．．

できる限りのバイアスをかけているに過ぎない
．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

．

分化を完全に制御することは不可能なので，何

らかの純化する操作を追加しなければ純度の高

い心筋を得ることも不可能であるし（必要のな

い細胞は必ずある程度混入している），バッチご

とに分化効率（すなわち収量）も当然一定しな

いので，再生医療用の細胞を安定して供給する

ことも困難であるし，コストも高くつくことは

容易に想像できる．

心臓を構成する細胞系譜を純化する目的で

CPCs特異的な細胞表面抗原を用いることができ
れば，基礎研究においても再生医療においても

大変に便利である．このような表面抗原を目印

にすれば，生きた状態で簡便にセルソーターを

用いてCPCsを純化でき，心筋などの心臓を構成
する細胞が分化して行く様を in vitroで観察す
ることを容易にし，かつ，再生医療用に必要な

細胞の純度も改善することができるはずである．

しかしながら，CPCsに特異的に発現するそのよ
うな分子は今まで知られておらず，CPCsを同定

to cardiomyocytes. More importantly, mouse Gfra2 mutants revealed a crucial role of GFRA2 for ventricu-

lar compaction via an alternative and novel signal pathway. In this review, we overview and discuss the char-

acter of GFRA2＋ CPCs, the role of GFRA2 in the heart development and the importance of this molecule in

future development of regeneration/cell replacement therapies to treat the heart failure.

Key Words: GFRA2, Cardiac progenitor cells, Surface antigen, Non-compaction.
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図1 CPCs特異的に発現するGPIアンカー型細胞表面抗原Gfra2

A．マウス胚における心臓発生の概要．マウス6.5日胚の後方で原腸陥入が生じ，原始線条（ps）内で中

胚葉（mesoderm: オレンジ色）が産生され，胚の前方方向へと遊走移動する．胚の前方でCPCsとし

てのアイデンティティを獲得し，第1心臓領域（FHF）CPCs（赤色）と第2心臓領域（SHF）CPCs（青

色）へと分化する．8.0日胚になるとCPCsは三日月状に分布しているので，cardiac crescentと呼ばれて

いる．その後，CPCsは心筋と心内膜へと分化しながら胚の中央で原始心円筒を形成し，右方向へと

ループ形成を行うことで，将来の左心房（LA），左心室（LV），右心房（RA），右心室（RV），流出路

（OFT: 大動脈幹と肺動脈幹のこと）を形作る．文献2より改変し引用．

B．マウス初期胚におけるGfra2の発現．Gfra2遺伝子に対して，whole mount in situ hybridizationを行なっ

た．Cardiac crescentにGfra2のmRNAが検出されている（黒矢頭）．8.75日胚で，心円筒のルーピン

グが完了し拍動が開始された頃には，心臓でのGfra2の発現が消失し，神経堤細胞での発現が開始して

いる（青矢頭）．Scale bar: 250μm．

C．マウス7.5日胚におけるGFRA2タンパクの局在．8.0日胚の切片に対し蛍光抗体染色を行なった．

GFRA2（赤色）がNKX2-5（緑色）が陽性の細胞に局在していることに注意．DAPI（青色）にて核染

色を施してある．Scale bar: 50μm．BおよびCは，文献8より改変し引用（CC by 4.0）．
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するためのいくつかの非特異的なマーカー分子

の組み合わせが提唱されてきた3-7）．これらの手

法は基礎研究の場では一定の成果を挙げてきた

ものの，いずれの抗原も非特異的なものである

ために，いったいどの程度純化された細胞を私

たちが手にしているのかを検証しようがない問

題があった．

私たちは，先行研究として，マウス胚のCPCs
の持つ特質を解析するためにシングルセル遺伝

子発現解析を行った．このデータをもとに，

CPCs特異的な細胞表面抗原を見いだすための研
究を企画し，遂行することにした．

CPCs特異的細胞表面抗原の
スクリーニング

まず，私たちは先行して行ったマウス7.5日胚
のCPCsに対するシングルセル遺伝子発現解析
データをもとに，マウスES細胞の遺伝子発現
データと比較することで，CPCs特異的に発現し
ていると思われる細胞表面抗原の候補をリスト

アップした8）．その候補分子に対し，マウス胚を

用いて組織学的な検証を行った結果，グリア細

胞由来神経栄養因子（GDNF）受容体ファミ
リーの一つであり，GPIアンカー型の細胞表面
抗原でもあるGfra2遺伝子が，cardiac crescent
に特異的に発現していることを見出した（図

1B）．このCPCsにおけるmRNAの発現は一過性
で，原始心円筒が形成され拍動が始まるとGfra2
の心臓での発現は消失していた．

次にマウス7.5日胚内での cardiac crescentに
おけるGFRA2タンパクの分布を，特異的な抗体
を用いて検証した（図1C）．CPCs特異的な転写
因子であるNKX2-5に対する抗体を用いてCPCs
をラベルした上でGFRA2タンパクの分布を調べ
たところ，NKX2-5陽性の細胞とGFRA2陽性細
胞は完全に一致することが判明した．これらの

事実より，マウスGfra2はCPCsに特異的に発現
をしている細胞表面抗原であると結論付けた．

GFRA2＋ CPCsの特質

次にGfra2を発現しているCPCsの特質を，
ES/iPS細胞を用いて検証した8）．ヒトのES/iPS

細胞に対して心筋への分化を誘導し，継時的に

GFRA2とNKX2-5，そして心筋のマーカー遺伝
子MYL2（MLC2v）の発現をリアルタイムRT-
PCRにて検証した（図2A）．その結果，GFRA2
は，NKX2-5の発現が立ち上がってくる少し前か
ら発現し始め，分化誘導開始後7～8日目に発現

強度がピークになり，その後に漸減した．

GFRA2の発現が減少して行くに従って，心筋は
最終分化（MYL2の発現と拍動の開始）を遂げ
ていた．

次に，GFRA2の発現強度がピークに達してい
る分化誘導8日目の細胞を，汎中胚葉マーカー

であるPDGFRAも用いて，GFRA2＋/PDGFRA＋

細胞としてセルソーターにより単離した（図

2B）．GFRA2＋/PDGFRA＋細胞は，分化誘導をか

けた全細胞中の9～10％程度を占めていた．さ

らに単離した細胞に対して分化培養を継続した

ところ，GFRA2＋/PDGFRA＋細胞からは，ほぼ

心筋しか分化してこなかった（図2B，C）．従
来，CPCsは心筋・平滑筋・内皮へと分化できる
多分化能を有した細胞であると考えられていた

ため1）9），この結果には驚かされた．

一方で，ヒトES細胞に分化誘導をかけた3～4
日目の細胞から，先のPDGFRAに血管内皮増殖
因子VEGFの受容体であるKDRを組み合わせて
KDRlow＋/PDGFRA＋として得られる細胞集団は，

心筋・平滑筋・内皮へと分化できる多分化能を

有するCPCsであることが提唱されていた6）．そ

こで，このKDRlow＋/PDGFRA＋である細胞集団が

GFRA2陽性であるかどうかを検討することにし
た（図3A）．その結果，これも驚くべきことに，
KDRlow＋/PDGFRA＋細胞の全てがGFRA2を発現
しているわけではなく，せいぜいその30～40％

ほどがGFRA2を発現しているに過ぎないことが
明らかとなった．そこで，GFRA2 ＋/KDRlow ＋

/PDGFRA＋細胞とGFRA2neg/KDRlow＋/PDGFRA＋

細胞の性質の違いを検証するため，セルソー

ターでこれらの細胞集団を個別に単離後，それ

ぞれ分化培養を継続したところ，GFRA2 ＋

/KDRlow＋/PDGFRA＋細胞は80％ほどが心筋や平

滑筋などの心臓の細胞へと分化したのに対し，

GFRA2neg/KDRlow＋/PDGFRA＋細胞はほとんどが
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図2 GFRA2＋/PDGFRA＋ CPCsの特質

A．ヒトES細胞の心筋分化過程におけるGFRA2遺伝子の発現パターン．ヒトES細胞へ心筋へと分化誘

導をかけ，表記した日付ごとに細胞を回収し，GFRA2，NKX2-5（CPCsマーカー），MYL2（MLC2v：

心筋の最終分化マーカー）に対して real time RT-PCRを行なった．GFRA2の発現はNKX2-5よりもや

や早くに発現が開始し，NKX2-5の発現がピークになる前に発現がピークに達してその後漸減する．

GFRA2の発現が低下していくに従って心筋の最終分化を遂げて，拍動が開始する．

B．心筋にのみ分化するGFRA2＋/PDGFRA＋ CPCs．セルソーターを用い，GFRA2＋/PDGFRA＋ CPCs

（G＋P＋）を回収し，分化培養を継続したところ，ほぼ全ての細胞が心筋に分化した．GFRA2陰性の

細胞（G－P＋またはG－P－）は心筋には分化できなかった．

C．GFRA2陽性細胞の分化．Bの実験においてセルソーターで細胞を回収後，5日間分化培養を行い，蛍

光抗体染色をおこなった．GFRA2陰性細胞からは，TNNT2（cardiac troponin T：心筋の最終分化

マーカー）陽性の心筋が認められないことに注意．Scale bar: 100μm．青色：角（DAPI）．

図は，全て文献8より改変し引用（CC by 4.0）．
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図3 GFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋ CPCsの特質

A．GFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋ CPCs．ヒトES細胞へ心筋へと分化誘導をかけ，分化誘導後4日目に

セルソーターにて解析した．従来，多分化能を有するCPCsと考えられていたKDRlow＋/PDGFRA＋ 細

胞（Klow＋P＋）の中で，GFRA2を発現しているものはせいぜい30～40％程度に過ぎなかった．そこ

で，KDRlow＋/PDGFRA＋ 細胞をGFRA2陽性と陰性に分けて回収し，分化培養を継続したところ，

GFRA2陽性からは高効率に心筋を含む心臓に寄与する細胞成分が分化したのに対し，GFRA2陰性の細

胞集団からは，心筋はせいぜい数％程度で，内皮等を含めても10％に過ぎない細胞しか循環器系の細

胞へと分化できなかった．

B．GFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋ CPCsの多分化能．シングルセルのGFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋ CPC

を，セルソーターを用いて細胞死を避けるためにMEFのレイヤー上へと単離し，分化培養を継続した．

この単一のCPC由来のクローン細胞集団に対してRT-PCRをおこなったところ，心筋，内皮，平滑筋

の各マーカーの発現を観察した．MEF: mouse embryonic fibroblasts．

C．GFRA2陽性細胞分化のモデル．詳細は，本文を参照．

図は，全て文献8より改変し引用（CC by 4.0）．
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線維芽細胞様の間葉系の細胞へと分化してしま

い，心臓を構成する細胞へはあまり分化しな

かった．したがって，従来，多分化CPCsだと考
えられてきたKDRlow＋/PDGFRA＋細胞は不均一

な細胞集団で，せいぜい全体の約4割を占める

程度までしかCPCsが濃縮されていないことが判
明した．さらに，GFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋

細胞が多分化能CPCsであるかどうかも検証した
（図3B）．分化誘導をかけたヒトES細胞から，

分化4日目にクローン・ソーティングによって

（単一細胞になったために生じる細胞死を避ける

ために）マウス胚線維芽細胞（MEF）のレイ
ヤー上へとシングルセルのGFRA2 ＋/KDRlow ＋

/PDGFRA＋細胞を回収し，分化培養を継続した．

クローン・ソーティング後6日目に，MEFのレ
イヤーごと単一のGFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋

細胞から分化してきたクローン細胞集団を回収

し，この細胞集団に対して心筋・平滑筋・内皮

図4 Gfra2を介したシグナルの心筋緻密化に対する必要性

A．CRISPR/Cas9を用いたGfra1/Gfra2二重変異マウスで観察される心筋緻密化障害．CRISPR/Cas9を直

接マウスの受精卵へ作用させることで，Gfra1とGfra2に対してノックアウトを行なった．Gfra1単独

のヌル変異，Gfra2単独のヌル変異，およびGfra1/Gfra2二重ヘテロ変異では心臓に異常を観察しなかっ

たが，Gfra1/Gfra2二重ヌル変異（DKO）では，心筋緻密化障害心筋症を呈していた．

B．Gfra1/Gfra2二重ヌル変異（DKO）マウス胚におけるNOTCHシグナルの異常．DKOの胚では，いず

れも心筋緻密化過程に必要なNOTCH1，BMP10，そしてErbB4タンパクの発現の著しい低下を観察し

た．

C．心臓発生におけるGFRA2の機能に関するモデル．詳細は，本文を参照．

図は，全て文献8より改変し引用（CC by 4.0）．
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のマーカー遺伝子（それぞれ，TNNT2，MYH11，
PECAM1）のRT-PCRを行なった．その結果，
クローンの細胞集団に対して複数の細胞系譜の

マーカーの発現が確認された．この事実は，

たったひとつのGFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋細

胞から，心筋・平滑筋・内皮の3つの細胞系譜

がいずれも分化してきたことを示しており，

GFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋細胞は多分化能を

有するCPCsであると結論づけた．前述した分化
誘導後8日目の心筋にしか分化できないGFRA2＋

細胞は，KDRの発現を完全に消失したGFRA2＋

/KDRneg/PDGFRA＋細胞であった8）．

以上の結果をまとめると，まず C P C sは
GFRA2＋/KDRlow＋/PDGFRA＋多分化CPCsとし
て発生する（図3C）．さらに分化が進むとKDR
の発現を消失し，GFRA2＋/KDRneg/PDGFRA＋と

して心筋単分化CPCsへと分化し，次いで心筋へ
と最終分化を遂げることが明らかになった．

GFRA2の心臓発生に果たす役割

CPCsに特異的にGfra2が発現しているからに
は，何か生理的な役割を果たしているはずであ

る．ところが，報告されているGfra2変異マウ
スでは，神経堤由来の末梢神経に異常を認める

以外，心臓の形態および機能的な異常は報告さ

れていない10）11）．また，古典的なGFRA2を介す
るシグナルには，原癌遺伝子でもあるチロシン

キナーゼ活性を有する膜タンパクRETが必要で
あるが，Ret変異マウスでも心臓の異常は報告さ
れていない12-14）．一方で，Retの発現が見当たら
ない組織でのGfra2の発現が観察されているこ
とから，Retに依存しない新規シグナル経路の存
在も示唆されていた15）．そこで，私たちはGfra2
遺伝子が心臓発生に果たす役割を解析するべく，

まずはCRISPR/Cas9を受精卵へ直接作用させる
ことでGfra2変異マウスを作成した8）．その結

果，先行研究に矛盾なく，Gfra2変異マウスには
心臓の形態異常を見いだすことはできなかった．

一方で，系統発生学的にGfra2の類縁で機能的
な冗長性も有するGfra1遺伝子が，Gfra2のノッ
クアウトの影響をマスクしてしまっている可能

性も考えられた15）．そこでGfra1とGfra2の二重

変異マウスを作成したところ，心筋緻密化障害

心筋症を生じることが判明した（図4A）．した
がって，Gfra1とGfra2は心臓発生においてもお
互いに機能的冗長であり，かつRet非依存的な新
規シグナル経路が心室壁の成熟過程である心筋

緻密化に必要だと言える．

それでは，Gfra1/2の機能異常が何をもたらす
ために，心筋緻密化過程に異常が生じるのであ

ろうか．従来の研究から，心筋緻密化には

NOTCH1シグナルが活性化し，Neureglinの受
容体ErbB2/4の発現とBMP10の発現が維持され
ることが必要であることが示されてきた．これ

らの因子の発現をGfra1/2二重変異マウスで確
認したところ，NOTCH1，BMP10，ErbB4のい
ずれもが著しい発現低下を呈していることが判

明した．したがって，Gfra1/2は，これらの心筋
緻密化に重要であるシグナル経路を上流で制御

していることが明らかとなった．

お　わ　り　に

それでは，Gfra1/2を介した新規シグナル経路
の本態はいったいどのようなものなのであろう

か．我々は，GFRA1で報告されているような
NCAM1に依存したFYN/ERKを介するシグナル
経路を想定したが15-17），CPCsおよび心臓の系譜
ではNCAM1の発現を確認することができな
かった．また，G f r a 1 / 2 の二重変異にて
FYN/ERKのリン酸化状態に異常は生じていな
かったことから，NCAM1とは全く異なる分子
を介した未知のシグナル経路であることは明ら

かだった．残念ながら，本研究ではまだその本

態を突き止めるに至っていない．この心臓発生

に関わるGFRA2を介したシグナル経路を突き止
めることは今後の研究課題であり，これを解明

することによって，予後が不良で未知な部分の

多い心筋緻密化障害心筋症の病理病態解明に向

け，新たな基盤を提供できるものと信じてやま

ない．

一方で，GFRA2と他の中胚葉系マーカーと組
み合わせることによってかつて無いほどの高純

度なCPCsを単離でき，かつ多分化CPCsと心筋
へとすでにコミットしてしまっている単分化
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CPCsを用途に応じて分けて分離できることの意
義は大きい．従来から開発されてきた未分化細

胞除去の方法論と組み合わせることで，単分化

CPCsは「心筋にしか分化できない」が故に，再
生医療用途において非常に使い勝手の良い細胞

集団であると考えられる．また，多分化CPCsと
単分化CPCsを比較することで心筋分化に対して
新しい知見を見出せる可能性も期待できる．何

よりも，心筋にしか分化できない細胞を単離し，

これを継時的に生きた状態で観察できるように

なったことで（従来の方法では，多分化CPCsし
か集めることができなかったので，どの細胞が

心筋になるのかわからない），心筋が心筋として

の構造を確立して行く過程，例えばどのように

サルコメアの構造が細胞内でアッセンブリーさ

れてくるのかなどを詳細に解析できるようにな

ることは，基礎科学的視点から重要な知見と言

える．

今後は，以上のような背景を踏まえ，ここで

得られた知見を活用し，心臓発生の分子機構の

理解をさらに深く掘り下げ，再生医療的な応用

研究を発展させたいと希望している．
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