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序論

近年、循環器病の臨床は目覚ましい進歩を遂げている。しかし、一方で心筋はいっ

たん傷害されると再生しないため、心筋梗塞、拡張型心筋症などの心疾患による心機

能の低下に対する根本的な治療は存在せず、難治性の心不全の治療は限界に直面して

いるのか覗状である。心筋細胞の分化機構が解明され、心筋細胞の分化誘導古可能に

なれば、心筋細胞の分化誘導という重症心不全に対しての根本的治療が実現するもの

と考えらる。したがって、心筋細胞分化の分子機構の解析は生物学的関心に留まらず、

臨床的にも強い関心が持たれる。

組織の分化の分子機構に関しては骨格筋で最も詳細に研究されており、組織特異的

な転写因子、なかでも MyoDfamilyに属するbasichelix-Ioop-helix factorが重要な役割

を果たしていることが明らかになっている九この MyoDはfibroblastに発現させると

fiboblastをmyocyteに分化誘導する能力を有しており、筋細胞分化の keyfactorであ

る。

最近、心筋細胞においても重要な役割を果たす組織特異的転写因子がいくつか単離

され、その分化機構の解明が進行している。心筋細胞では MyoDfamilyに属するbasic

helix-Ioop-helix factorは単離されておらず、組織特異的転写因子であるCsx

(Nkx-2_5)刷、 GATA-4・川、 MEF'-2C引が重要であることが示されている。このうち、

Csxは心臓のないショウジョウパエの変異遺伝子 tmmanの mousehomologとして

1993年にクローニングされたホメオボックス遺伝子である川}。マウス胎仔において

cardiac lateral mesodermに早期から限局して発現すること、ノックアウトマウスでも

心臓の発生に異常がみられることなどから、心臓の発生に必須の遺伝子と考えられる~

したがって、 Csxの発現調節機構を解析することにより、心筋細胞の分化の分子機構

を解明する上で重要な知見が得られることが期待される。そこで本研究ではRobbins， J 

らにより invitroで心筋細胞に高率に分化することが報告された座性幹細胞(ES細胞)

の系を用い、心筋細胞の分化過程でのCsxのpromoter領域のciselementのmappmgを行

った・}。

ES細胞はmouse匪の内部細胞塊由来の多分化能有した細胞であるが、浮遊培養を
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行うと embryoidbody ( EB )と呼ばれる細胞集塊を形成する。EBは浮遊培養開始後、

5から 6日目頃から Csx、GATA-4、MEF-2Cなと・の心筋分化に重要な組織特異的転

写因子を発現する。7日目からは一部が拍動を開始するとともに、 a-myosin heavy 

chainなどの心筋特異的タンパク遺伝子を発現し、最終的には 30から 50%の EBが

拍動を示す・}。このように ES細胞を用いた心筋分化の系は実際の心臓の発生分化を

よく再現している invitroの系といえる。

Csxの humanhomologであるCSXは塩島らによりクローニングされた 10) 111。その

promoter活性の検討では上流 1kbの promoterが少なくとも 10vltroにおいては心筋

細胞特異的な活性を示すことが明らかになっている。本研究ではこのlkbのCSX

promoterをluciferaseに結合したconstructを作成し、 ES細胞が心細胞細胞に分化する過

程でその活性を検討した。lkbのCSXpromoterの転写活性は心筋細胞分化早期に急激に

上昇し、 Csxの実際の発現の経過と一致していた。そこでこのlkbのpromoterを用い心

筋細胞の分化に重要なcis-elementのmapplOgを心筋細胞分化過程の早期の段階と後期の

段階とで行った。分化早期にあたる浮遊培養開始後3日目と分化の完成した時期に相当

する 8日目の EBに種々の長さのCSXの promoterをluciferase遺伝子に結合したレポー

タープラスミドをトランスフェクションし promoter活性を検討した。さらに同定され

た重要な c町 elementをプロープとしたゲルシフトアッセイを行い結合タンパクを解析

した。 -700bpからー672bpとー120bpから-lOObpの聞でluciferase活性の低下が認めら

れ重要な cis-elementが存在するものと考えられた。特に前者は分化の初期段階のみに

認められた。その領域の重要なelementをゲルシフトアッセイで解析したところ、心筋

細胞分化早期に一過性に増加しする結合タンパクが検出された。今回、 CSXpromoter 

の重要な cis-elementとその結合タンパクを同定した。この結合タンパクは心筋細胞分

化の早期にのみその cis-elementに結合することから心筋細胞の分化誘導に重要な役割

を果たす転写因子である可能性が考えられた。

心筋細胞の分化における遺伝子発現調節機構に関して明らかになりつつある一方、

心筋細胞分化に関与する細胞内シグナルに関してこれまでほとんど明らかになってい

ない。
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中Jffi業誘導に関わるシグナルとしてFGFカエルの中廃業誘導においてMAPkinase 

cascadeが重要であることが報告されている川山川 。心臓もまた外側中座業から発生

する臓器であることから心筋細胞の発生・分化にMAPkinase cascadeが関与している

可能性を考え、心筋細胞分化におけるMAPkinase cascadeの役割をこの ES細胞を用

いた心筋分化の系で検討した。心筋細胞分化初期に相当する浮遊培養開始後 3日目

に心臓の発生に必須の組織特異的転写因子CSXの promotedこluciferase遺伝子を結合し

たレポ}タープラスミド (CSX-Iuc)とともにMAPkinase cascadeを特異的に阻害あ

るいは活性化するdominantnegative (DN) ras. constitutive active (CA) ras. DN rafl. CA 

rafl. DN MEK. CA MEK. DN MAPKの発現ベクターをトランスフエクションして、

CSXの転写活性を検討し、 CSXの転写活性化にMAPkinase cascadeが関与しているこ

とを明らかにした。 MAPKフォスファターゼであるCLlOOを過剰発現させることに

より、 MAP kinase cascadeを抑制した ES細胞では心筋細胞分化が抑制された。また、

CLI00過剰発現細胞とwildtypeとでGATA-4.MEF2-Cの発現を比較検討したところ

両者で発現量の違いは認められなかった。これらの結果から、 MAPkinase cascadeは

心筋細胞分化に必要であり、 Csxの転写調節に関与している可能性が示唆された。

方法

ES細絡の若養 -ES細胞の培養は Robbins..J.らの文献にしたがった引 。 ES細胞

を未分化状態で維持するためには、 mitomycinC ( 10μg I ml)で処理し、分裂を停

止させたマウス胎仔繊維芽細胞上で培養する。mediumは Dulbecco・smodified Eagles 

medium (high glucose， without pyruvate. GIBCO BRL )にウシ胎仔血清 20%.non-

essential amino acids solution (:最終漣度 O.lM.GIBCO BRL). s -mercaptoethanol 

(Sigma) 7μlハ.LlF (GIBCO BRL，最終濃度 2000単位Iml)添加したものを用いた。
mediumは毎日交換し、 3から 4日毎に播き替えた。 ES細胞を分化させるためには

細菌培養用シャーレ(イワキ)に ES細胞用のmediumからLIFを除いたmediumを

入れ、浮遊培養を行った。 mediumは毎日交換し、 3日ごとに 3倍に矯き換えを行っ

た。

RNAの却lfJ、NorthernbJot解好一RNAの抽出は RNAsolB (Cinna Biotex， 



Friendwood. TX)を用い、説明書に従っておこなった。サンプJレ当たり 10μgまたは

20μgのRNAをl.0% agarose gelで泳動し、 nylonmembrane ( Hybond N. Amasham ) 

にtransferの後、紫外線固定を行った。hybridizationは 1MNaCl. 50mM Tr昨 HCl

(PH 7.5). 1% SDS. 5X Denhardt's solution. 5% Dextran sulfate. salmon sperm DNA 

50mg/ml. 40% formamideの溶液中で42"Cで行った。 probeはcDNAfragmentを

randam hexamerを用い担Fラベルして用いた。洗浄は 0.1X SSC. 0.1 %SDS溶液中42

℃の highstringency条件まで行った。

トランスフェクションとreporterassay一心筋細胞分化の初期段階を解析するた

めに浮遊培養開始後 2日後に EBをgelatinコートした培養用ディ ッシュに移し、

EB をディッシュに張り付け、翌 3日目3.5cmディッシュ当たり 2.5μgのDNA を用

い Chen-Okayamaの方法に従ってカルシウムリン酸法により、トランスフェクショ

ンを行った l目。 CO2 3%. 37"Cの条件で 12時間培養後に PBS(ー)で 2回洗浄し、

medium交換を行った。更に C025%の条件に戻し36時間培養した 5日目に PBS(ー)

で 2回洗浄の後、細胞溶解液で細胞を溶解、回収し、 luciferase活性をluminometer

を用いて測定した。心筋細胞分化の後期の解析の目的では浮遊培養開始後、 7日後の

EB をgelatinコートした培養用ディ ッシュに固定し、翌日トランスフェクションし、

以下同様にluciferase活性を用いて測定した。internalcontrolとして、 EF-s-galの

plasmidを用い各サンプルのs-galactosidase活性を測定し補正を行った。

著書タンパクの般的ー核タンパクの調整は Schreiber.E.らの文献にしたがって行っ

たl倒。 EBをmediumごと50mlチュープに移し、 1000rpm.5分間遠心し、上清を捨

てる。 PBS(ー)で 2回洗浄の後、 10cmのシャーレl枚分につき、 400μlの BufferA 

( 10 mM HEPES. 10mM KCl. 100μM EGTA. 1mM DTT. 500μM PMSF. 2μgl ml 

Aprotinin. 2μg/ml Leupeptin)で懸濁し、 4"Cで 15分放置した。 25μlの 10%

NP-40溶液を加え vortexで激しく混和の後、 4"Cで3000rpm 5分間遠心し、上清を

除いた。 BufferC ( 20mM HEPES. O.4M NaCI. 100μM EGTA. 1mM DTT. 1mM 

PMSF.2μg/ml Aprotinin. 2μg/ml Leupeptin ) 50μlで懸濁し、 4"Cで30分間、

rotatorでゆっくり回転した。 4"Cで 15000rpm5分間違心し、上1青を・80"cで保存



した。

gel shift assayー lレーン当たり probe1μI (1X10' cpm /μI ). poly dldC 2μl 

( 2μglμ1). 5X binding buffer 4μI (50mM Hepes-KOH pH 7.8. 5 mM EDTA pH 

8.0. 25 mM MgCI2. 50 % Glycerol. 25 mM DTT. 3.5 mM PMSF. 10μg!ml Aprotinin. 

10μglml Leupeptin. 10μg/ml Pepstatin. 5mM sodium orthvanadate )、核抽出液、

compettωrを加え、計 20μlにし、室温で 30分間反応させた。 5% acrylamide gel 

(O.5X TBE)、 0.5X TBE泳動 bufferを用い電気泳動し、geldryerで乾燥の後、

autoradiographyを行った。

CL 100過剰発現 ES縮局の celllineの樹立ーCL100のcDNAをBamH1 site 

で pcDNA3( Invitrogen. CA )にサプクローンし、導入 constructを作成した。 ES細

胞を3.00X10'!10 cm dishの濃度で掃き、翌日lディ ッシュ当たり 20μgのDNAを

カルシウムリ ン酸法でトラ ンスフェクションした。12時間後 PBS(ー)で 2 回洗浄後、

medium交換しさ らに36時間培養し、 G418(350μg! ml)で選択を行った。RNAを

抽出し CL100 cDNAをprobeとして、Northernb lot解析を行い、 positivecloneを選

別した。

myosInの免疫蛍光栄色ー浮遊培養後 9日自の EBをgelatinコートした培養用デ

えディッシュに移した。翌 10日目には EBがディッシュに固定するので、文献17に

従い、固定染色を行った。 PBS(ー)で3回洗浄し、 95%methanol. 5% acetate溶液で

ー20'C. 5分処理し固定した。washbuffer (20 mM Tris-HCl pH 7.3. 0.85% NaCl. 

0.1% Tween)で 2回洗浄し、さらに、同じ bufferで 15分室温で放置した。 PBS(ー)

で 2 回洗浄し、 1%ウシ胎仔血清を含む PBS(ー)を加え、 37'Cで 60分間 blocking

を行った。MF20の1次抗体反応を37'Cで 60分間行った。PBS(ー)で 5 回t先浄し、

10 %ウシ胎仔血清を含むPBS(ー)で300倍に希釈した FITC抗マウスIgG( Amasham. 

England)を加え、 37'Cで 60分間反応させた。PBS(ー)で 5 回洗浄後、 gelmountし、

蛍光顕微鏡で観察した。さらに写真上染色された領域の面積を測定し、 wildtypeと

CL 100過剰発現 ES細胞の celllineでのmyoslnの発現を比較検討した。



結果

ES細胞分化の系における組織特異的転写因子発現の時間経過

ES細胞はマウス症の内部細胞塊由来の多分化能を有した細胞である。ES細胞はフィー

ダーレイヤー上で培養すると未分化能を保ち続けるが、フィーダーレイヤーなしで、

浮遊培養を行うと、 embryoidbody (EB) と呼ばれる細胞集塊を形成し、心筋細胞に分

化することが報告されている引 。本研究ではこのES細胞が心筋細胞に分化する過程で

心筋細胞の分化に重要と考えられる組織特異的転写因子 GATA-4.MEF-2 (A-D)の発

現の時間経過を Northernb lot法で検討した。GATA-4.MEF'-2A. MEF-2Cの発現が心

筋分化の早期に相当する浮遊培養開始後 6日目から認められた。MEF-2Bの発現は検

出されなかった。MEF'-2Aの発現が 6日目から始まり 10日目にさらに増加を示した

のに対し、 MEF'-2Cは6日目から急激に発現していた。(Fig.l) 

days in culture 

EB dO d2 d4 d6 d7 d8 d10 

GATA・4

285 

7-

days in culture 

EB dO d3 d6 d8 d10 -MEF・2A

MEF・28

MEF-2C 

MEF・20

285 



Fig. 1 ES細胞分化の系における GATA'4.MEF.2 (A'D)の発現の時間経過

ES細胞を浮遊培養し心筋細胞に分化させる過程で、経時的に E8を回収し、 RNAを抽出した。

1レーン当たり 20μgのtotalRNAを用い、 highstringency conditionでhybridizationをffっ

た。probeはGATA.4はfulllegth cDNAを用いた。MEF-2(A，8ιD)については isoform問で

のcrosshybridizationを避けるため、配列の相向性の高い MEF-2box， MADS boxを含まな

い領域を用いた。MEF-2A(nucleotides 2158-2322)， MEF-28 (502-1500)， MEF-2C (1047 

1645 ). MEF-2D ( 1104-1639)0 

II) 心筋細胞の分化過程におけるCSXpromoterの cis-elementの mapplng

1)心筋細胞分化の過程でのCSXpromoterの活性化の時間経過

CSXの上流 1kbの promoterはInvitroにおいて心筋特異的な活性を示すことが明ら

かになっている。そこで発生・分化の過程におけるこの1kbのpromoterの活性をES細

胞分化の系を用いて検討した。EBを経時的に gelatinコートした培養ディッシュに

固定し、 CSXの上流 1kbの promoterをluciferase遺伝子に結合したプラスミド CSX(・

1000) lucをリン酸カルシウム法でトランスフェクションした。36時間後にluciferase

活性を検討した。luciferaseの活性は浮遊培養開始後 3から 5日の問に急激に上昇し、

その後高値を保った。この結果は実際のCsxのmRNAの発現の時間経過とよく一致す

る。

1.0 
relatlve 
luclferase 

actlvlty 

(arbitrary unit) 

0.5 

OTs 2-4 3・5 4・6 8-10 days in culture 

Fig.2 心筋細胞分化の過程でのCSXpromoterの活性化の時間経過

CSXの1kbのpromoter活性は浮遊培養開始後 3から5日という心筋細胞分化早期に急激に上
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昇しており、実際の遺伝子発現の経過と一致している。

2) 心筋細胞の分化の過程における CSXp romoter活性の promoterdeletion 

constructsを用いた解析

CSX上流 1kbの promoter活性が心筋細胞の分化に伴って、上昇することから心筋

細胞の分化に関わる重要な cis-elementが存在することが予想される。そこでpromoter

deletion constructsを用い心筋細胞の分化過程の早期と後期とで cis-elementの

mappmgを行い、分化に重要な領域を検討した。心筋細胞分化早期の検討のため EB

を浮遊培養開始後2日目にgelatinコート培養デイ yシュに固定し、 3日目に CSXの

promoter deletion constructsのトラ ンスフェクションをおこない、 5日目に assayを行

った。3日目から 5日目という Csx，GATA-4，MEF-2familyなどの心筋細胞の分化に重

要な組織特異的転写因子の発現の直前の時期のCSXpromoter活性を検討した。また、

心筋細胞分化の後期段階を検討するため、心筋細胞構造タンパクが発現し、自発始動

を始めた時期である8日目にトランスフェクションをおこない、 10日目に assayを行

った。

Fig.3にまとめたように心筋細胞分化早期の検討では ー700bpから -500bpの

deletionと-120bpからー100bpの deletionで最も大きな promoter活性の低下を認め、

この領域に心筋細胞の分化に重要な cis-elementが存在すると考えられた。ー1000bp 

の promoterと較ペー700bpからー500bpの deletionで promoter活性は36%に低下

し、さらに-120bpからー100bpで 3.0%に低下した。心筋細胞分化後期の検討では、

-500 bpまでの deletionでの promoter活性の低下は65%にとどまり、この領域の影

響は心筋分化早期と較べるとわずかであった。ー120bpから -80bpでは活性の低下

は 58%から 8.4%と心筋分化早期と同様に認めた。ー700bpからー500bpの

deletionでの promoter活性は心筋細胞分化早期の段階のみであったのでこの領域に

心筋細胞の分化に重要な cis-elementが存在する可能性が考えられた。この領域に存

在する既知の motifを検索したところ、 Ebox及び中廃業誘導の際最も早期に発現し、

n。ωchordの分化に必須の転写因子 Brachyuryのbindingconcensus sequenceの中のcore
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elementが存在していた 1811引。そこでこの領域(.668 bpから.691bp )を削った

672 bpまでのdeletionconstructを作成し、検討したところ、 '1000bpの promoterと

較べて39%に活性が低下しており、 ー700bpから'672bpの領域の重要性が示唆された。

(Fig.3A.B) 

kK:i幅四詞

OCtiYitY 

{・柑智町y
u川t)

A.心筋分化早期(浮遊嬉養開始3日から5日) B.後期(浮遊培養開始8日から10日)

Fig.3 心筋細胞の分化の過程における CSXpromoter活性の promoterdeletion 

constructsを用いた解析

心筋細胞分化早期ではー700bpと・672bpの聞と ー120bpとー100bpの聞の領域でluciferase

活性の低下由官、められたのに対し、心筋細胞分化後期では前者の低下はわずかであった。

3)ー700bpからー672bp領域のgelshift assayによる解析

Brachyuryの bindingsequenceは1993年 Kispert.A.らに報告され、 20bpからなる

palindromeである川。今回の検討で心筋細胞分化の早期に重要と考えらた .700bp 

からー672bp領域はBrachyuryの bindingsequenceのうち6bpの core'elementとその

complementary sequenceを 4bpの spacerをおいて含んでいた(Fig. 4)0 Brachyuryに

よる転写活性化には palindromeでなくても halfsiteが同方向に存在していたり、

spacerをおいて存在していたりしてもよく、 CSXの・668bpと'691bpにある site

ー10・



にBracyuryが結合する可能性があると考えられた。一方、 Eboxも存在することから、

E boxが重要である可能性も考えられた。そこでこの領域の cis-elementをgelshift 

assayを用いて解析した。

CSX.p(668・691)
E box 

GGGCACTCCACAAGA@~@@Y@TCTCCTGGG 

一一一一ーー 一一一一一・ーcomplementary Bracyury consensus 

sequence core-element 

BS.p ( Brachyury binding sequence ) 

CTAGT(GC)ACACCTAGGTGTGAAATT 
--_._--ーーーーーー・・ー

complemen泊ry Bracyury consensus 
sequence core-element 

Fig. 4 CSX promoterの -668bpと-691bpの間の sequenceとその領域に存在する

motif 

CSX promoterの -668bpと-691bpの問の sequenceに実際に結合するタンパクが存

在するかどうか検討するためこの領域の sequenceをprobe( CSX.p )として、浮遊培養

5日自のEBから核タンパクを抽出し、 gelshift assayを行ったところ、 CSX.pに対

する結合タンパクが確認された 。この結合タンパクは musclecreatinine kinase ( MCK 

)の Eboxでは競合されないが、 CSX.pで競合されるため、特異的結合タンパクであ

り、 Brachyuryのbindingconsensus sequence ( BS.p )では競合されないことから

Brachyuryではないと考えられた。(Fig.5) 
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Fig.5 CSX.pに対する EB(day 5 )核タンパクの結合

CSX.pをprobeとしてgelshiftを行ったところ、 CSX.pに結合する特異的タンパクが検出された

が、これはBS.p(Brachyury bindingconsensus sequence)では競合せず、 Brachyuryではないと
考えられる。

次に、この結合タンパクの発現の時間経過を検討するために ES細胞、及び浮遊培養

5日目と 10日自の EBから核タンパクを抽出し、 CSX.pをprobeにして gelshift 

assayを行った。結合タンパクは ES細胞ではごくわずかに認めるだけであったが、

5日目には急激に増加し 10日目には消失していた。この結合タンパクの発現経過は

前述の CSXのpromoter活性の検討でこの領域が浮遊培養開始後 3日目から 5日目と

いう心筋細胞分化の早期でのみ重要であり、心筋細胞分化の後期では重要でないとい

う結果とよく一致する (Fig.6 A)。この事実はこの結合タンパクがこの領域に実際に

結合してpromoterを活性化していることを示唆しており、心筋細胞の分化誘導に重要

な役割を果たしている因子である可能性が考えられた。
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この結合タンパクと Brachyuryの関係をさらに検討するため、 cos細胞にXenopus

Brachyury ( Xbra )の発現ベクターをトランスフェクションし核タンパクを抽出して

検討した。 Xbraはそのbindingsequenceである BS.pに結合したが、浮遊培養 5日目

のEB核タンパクはごく弱い結合しか示さなかった。CSX.pと浮遊培養 5日自のEB核

タンパクの結合したbandはXbraとBS.pのbandとほぼ同じ位置でありこの結合タン

パクは Brachyuryと分子量が近いものと考えられた (Fig.6 B )。

そこで先とは逆にXbraがこのCSX.pに結合するかどうかを検討した。 Xbraが

BS.pに結合し、 BS.pで競合されるが、 CSX.pで競合されないのに対し、この結合タ

ンパクはXbraを発現させないcos細胞ですでに発現しており、 CSX.pで競合され、

BS.pで競合されないという反対のパターンを示しており、競合の特性からはXbraは

CSX.pには結合しないものと考えられた(Fig.6C)。これらの結果から、 CSX.p結合タ

ンパクは Brachyuryではないこと、また BrachyuryはCSX.pに結合しないことが結論

される。

次に CSX.pの中の重要な配列を決定するため、 E box ( CSX.p-m 1 )と Brachyury

のbindingconsensus sequenceのcore-elementを含む配列に (CSX.p-m2)それぞれ

mutationを導入した probeを用いて検討したところ、 Ebox にmutatlOnを導入すると

binding affinityを失うことが明らかになった。これに対し、 CSX.p-m2は binding

affinityを保っており、 Eboxに導入したmutatlOnがより重要であったと考えられた。

CSX promoterの転写活性の解析で心筋細胞分化早期の段階において特異的に重要

な領域が明らかになった。さらにgelshift assayで心筋細胞分化早期にのみこの領域に

結合するタンパクが同定された。この領域は Eboxを含み、さらにBrachyuryの

binding sequenceのうち6bpのcore-elementとその complementarysequenceを4bpの

spacerをおいて含んでいたが、後者のmotifは重要でないことが示され、 Eboxの重要

性が示唆されたが、これが本当にEboxであるのか、新たなmotifであるのかはさら

に詳細な検討を要すると恩われる。
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Fig. 6 A，B，C，D CSX.p結合タンパクの gelshift assayによる解析

(A) ES細胞の分化の過程におけるCSX.p結合タンパクの発現の時間経過。 ES細胞の段階でわ

ずかだが、浮遊培養5日目で増加し、 10日目には消失した。 (B)Brachyury binding 

sequence(BS.p)に対する結合。 cos細胞に発現させたXbraは結合するが、 EBday5の核タンパク

は結合しない。(C)XbraのBS.pとCSX.pに対するbindingaffinity BS.pには結合するが、 CSX.p

には結合しない。 (D)csx.pにおける重要なcis'elementのmutatlOnによる検討。 011の

mutationによりbindingaffinityが低下する。
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Fig. 6 E CSX.p結合タ ンパクの gelsh ift assayによる解析-gel shiftのprobe( wild 

typeとmutatlon導入probe)のseQuence

4 )心筋細胞の分化の過程における CSXの proximalpromoterの point

mutatlon constructsを用いた解析

CSX promoterの deletionanalysisで 120bpから-100bpの聞で心筋細胞の分化早

期と後期共通に最も顕著なpromoter活性の低下を認め、この領域に重要なcis-element

が存在するものと考えられた。この領域には Ebox-like motifとGC-richelementあり、

mutatlOnを加えて検討した。 Ebox-like motifへmutatlOnを導入しでも活性は 91% 

とほとんど低下せず、 E boxとして機能していないことが明らかになった。一方、

GCrich elementへの mutatlOnでは活性は 24%にまで低下するが、この両者同時に

mutatlonを導入すると活性は12%になり、両者は協調的に作用していることが示さ

れた。またー120bpから 100bpの聞にはEbox-likeな配列とGC-richな配列があり、

p01l1t mutatlOnによる検討ではその両者とも重要であることが示された。
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CSX(.lIO) CGTCGTCGTGGTCCCCCCfTTAAAAAAGCTGGG 104 

CSX(ー100) CCCCTTTAAAAAAGCTGGG 15 

Fig.7心筋細胞の分化の過程における CSXの proximalpromoter (-120bpから

・80bp)の pointmutation constructsを用いた解析

120bpからー100bpの間で promoter活性の著明な低下を認め、この領域に重要な C1S

elementが存在するものと考えられた。この領域には Ebox.like motifとGG-richelementがあ
り、 mutationを加えて検討した。 Ebox.like 1110tifへmutatlOnを導入しでも活性は 91%とほ

とんど低下せず、 E boxとして機能していないとことが明らかになった。一方、 GC.rich 

elementへの mutationでは活性は 24%にまで低下するが、この両者同時にmutatlOnを導入

すると活性は12%になり、両者は協調的に作用していることが示された。



lll)心筋細胞分化におけるMAPKカスケードの役割

1) MAPKカスケードの阻害あるいは活性化によるCSX(-1000)lucの活性の変

化(dominantnegativeあるいはconstitutiveactive formのkinaseを用いた検

討)

心臓は外債IJ中lIf葉から最も早期に発生する臓器である。中廃業分化に関わるシグナ

ルとしては、カエルのFGFによる中廃業誘導においてMAPキナーゼ(MAPK)カスケ

ードが重要であることが報告されている 12) 13) I例。そこで心筋細胞の発生・分化にお

けるMAPKカスケードの役割をこの ES細胞を用いた心筋分化の系で検討した。心筋

細胞分化初期に相当する浮遊培養開始後 3日目に心臓の発生に必須の組織特異的転

写因子CSXの promotedこluciferase遺伝子を結合したレポータープラスミド

(CSX-Iuc)とともに MAPKカスケードを特異的に阻害あるいは活性化するdominant

negative (DN) ras. constitutive active (CA) ras. DN rafl. CA rafl. DN MEK. CA MEK. 

DN MAPKの発現ベクターをトランスフェクションし、 CSXの転写活性に与える影響

を検討した。 CSX-Iucの活性は DNrasで 4%とほとんど完全に抑制され、 CArasに

より、 4倍に上昇した。raf.MEKK. MAPKにおいてもdominantnegative formで

CSX-Iucの活性を抑制し、 constitutiveactive formで活性を充進させていたが、 rasと

較べその効果は部分的であった。rasの下流にはraflの他 PI-3kinaseなどもあり、

DN rasの強力なCSXの転写活性抑制はrafl以外にもこれらすべてのシグナルを抑制す

るためであるとも考えられるが、一方DNrasは転写全般を非特異的に抑制すること

が知られており、 CSXの転写活性抑制に非特異的な転写抑制の間接的影響も関与して

いる可能性も考えられた。 raflより下流のMAPkinase cascadeの阻害でもCSXの転写

活性抑制は抑制され、 PI-3kinaseでなく MAPkinase cascadeがCSXの転写調節に関わ

っている可能性が示唆され、心筋細胞の分化にも重要な細胞内シグナルであると考え

られた。
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Fig. 8 MAPKカスケードの阻害あるいは活性化によるCSX(ー1000)lucの活性の

変化(dominant negativeあるいはconstitutiveactive formのkinaseを用いた検討)

2) MAP-kinase phosphatase CLIOO overexpression cell lineを用いた検討

さらに、 MAPkinase cascadeの分化時の役割を解析するため、 MAPkinase活性を

negatlveに調節するMAP'kinasephospha凶 eCLlOOのES細胞の分化過程における発

現を検討した。 CLIOOはES細胞では豊富に発現しているが、分化とともにその発現

量が減少する(Fig.9A)。このことからES細胞ではCLIOOが豊富に発現し分化を抑制

しているが、 CL100の発現の滅少に伴い心筋分化が進行する可能性が考えられた。

そこで、 CLlOOを過剰発現ES細胞の celllineを単離し、検討した(Fig.9B )。
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Fig. 9 MAP.kinase phosphatase CL100 overexpression cell lineを用いた検討

A. ES細胞分化の系における CL100の発現の時間経過 B. CL 100過剰発現 ES細胞

株のクロ}ニング wild type及びCL100過剰発現 ES細胞株を用いた心筋細胞分化時の
GATA.4 (C.)とMEF.2C(D. )の発現のNorthernblot法による解析。各レーンには10μgの

total RNAをのせた。GATA.4cDNA fulllengthをMEF.2Cはisoformに特異的な PTobe
(nucleotide 1047.1645)を用いた。
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Fig. 10 wild type ES細胞とCL100過剰発現 ES細胞の分化時の自発拍動率 (A)

とmyosinの発現 (8，C， D) 
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wild type ES細胞とCL100過剰発現 ES細胞を分化させると、形態的にはほぼ同

様の EBを形成する。そこでそれぞれの EBの自発拍動率を検討したところ、 wild 

typeでは浮遊培養開始後 7日目から一部が始動を開始し13日目には46%が拍動を示

したのに対し、 CL100過剰発現株では自発拍動は認められなかった。また心筋構造

タンパクである myoslOの発現を浮遊培養開始後 10日目の EBを特異的抗体である

MF20で染色し検討した。 wildtypeでは染色された面積のトレースで 26%であっ

たのに対してCL100過剰発現株では0.8%とほとんど染色されず、心筋細胞への分

化が阻害されることが明らかになった(F'ig.10 )。

心筋細胞分化の阻害の機序を明らかにするため、 wildtype ES細胞とCL100過剰

発現 ES細胞において心筋細胞分化に重要な組織特異的転写因子であるGATA-4.

MEF-2Cの発現を Northernblot法で検討したところ、 GATA-4および、 MEF-2Cの

発現には変化がなかった(Fig.9C. D)。また、 wildtype ES細胞とCL100過剰発現

ES細胞を浮遊培養で分化させ、 CSXpromoterの転写活性を比較検討した。浮遊培養

開始後、 3日目に1kbのCSXpromoterを含むluciferasevectorを遺伝子導入し、 5日目に

lu口ferase活性を測定した。wildtypeではCSXのpromoter活性の上昇を認めたのに対し

CL 100過剰発現細胞ではCSXのpromoter活性の上昇を認めなかった(Fig. 11 )0 CSX 

のpromoter活性化にMAPkinaseのリン酸化が必要であることが示唆された。
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Fig. 11 wild type ES細胞と CL 100過剰発現 ES細胞の分化時のCSXの転

写活性の比較検討

wild type ES細胞とCL100過剰J発現 ES細胞を浮遊洛養で分化させ、浮遊培養開始後、 3日目にlkbの

CSX promoterを含むluciferasevectorを遺伝子導入し、 5日自にluciferase活性を測定した。CL100過剰発

現細胞ではluciferase活性の上昇を認めなかった。
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考察

1) ES細胞分化の系における組織特異的転写因子発現の時間経過

ES細胞は浮遊培養を行うと高率に心筋細胞に分化することが報告されている引。 そ

こでES細胞が心筋細胞に分化する過程で心筋細胞分化に関わる組織特異的転写悶子の

発現の時間経過を検討した。Csxの発現については、 EBの拍動に 2目先立つ浮遊培養

開始後 5日目という極めて早期から発現を認めることがすでに報告されている目。 今

回検討したGATA-4.MEF-2 familyの中では浮遊培養開始後6日目という早期に

GATA-4. MEF-2Cの急激な発現を認めた。GATA-4.MEF-2Cはマウス座で Csxとと

もに cardiaclateral mesodermに最も早期から発現する組織特異的転写因子であり、心

筋細胞分化早期の心筋細胞の分化誘導機構に関しでもES細胞分化の系はVIVOの分化過

程とよく一致しており、心筋細胞分化誘導の分子機構を検討する上で極めて有用な系

と考えられた。

川 心筋細胞の分化段階におけるCSXpromoterの cis-elementの mapplng

組織分化の分子機構を解明するためには組織特異的な分子の発現調節機構を検討す

ることは極めて有用な手段である。tmmanは心臓のない Drodophila変異株から単離

されたホメオボックス遺伝子である。Csxは tinmanの mousehomologとしてクロー

ニングされたマウスホメオボ yクス遺伝子であり、心筋分化の最早期から、 cardiac

lateral mesodermに高度に限局した発現パターンを示す引引。 またknockout mouseは

心臓の発生の極めて早期にあたる loopingstageの異常により胎生 8.25から 8.5日で

死亡する。これらのことからCsxは心臓の分化に必須の転写因子と考えられる円。 最

近、私たちの研究室の塩島らによりCsxの humanhomolog ( CSX )がクローニングさ

れた 101。マウス Csxとヒト CSXはア ミノ酸レベルで 100%、 i核酸レベルで93% 

と極めて高い相向性を示し、相同遺伝子である。 心筋細胞分化の分子機構、特に心

筋分化誘導といった最早期の現象を解明する上で、 CSXpromoterの解析により極め

て有用な知見を得られることが期待される。

ES細胞を用いた検討で、 -700bpからー672bp領域と ー120bpから -100bpに重要

な cis-elementが存在することが明らかになった。前者は心筋細胞分化の早期におい
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てのみ重要であり、分化誘導に関わる cis-elementであることが示唆された。この

・700bpからー672bp領域の検討で中廃業形成の際に最も早期に発現する転写因子

Brachyuryの bindingconsensus sequenceのcoreelementを含む配列と Eboxが存在し

た。 gelshift assayの結果では EboxのmutatlOnで bindingaffin ityが著しく低下する

ので Eboxが重要である可能性が疑われたが、これが Eboxであるのか、あるいは未

知のmotifであるのかさらに検討を要する。

この領域に結合するタンパクは心筋分化早期に出現し、その後消失するという非常

に興味深い発現パターンを示したことから心筋細胞分化に関わる転写因子である可能

性が考えられる。これまでに心臓の発生分化に重要である可能性が報告されたbasic

helix-Ioop-helix (bHLH ) typeの転写因子としては tWlst、dHAND.eHANDが挙げられ
る20川川 。

Drosophilaにおいては中座業分化に重要なbHLHpro民間である tWlstが tlOmanの上

流の因子であることが明らかになっている。しかし、 tWlstのmousehomologである

M-twistがマウスにおいては予定心臓領域に発現していないこと、 M-twistのknock

out mouseで心臓に異常を認めないことなどから、 Csxの転写調節にM-twistが関わっ

ている可能性は否定的と考えられた 201。また今回用いた ES細胞の系で M-twistを

発現させても CSXpromoterの転写活性に変化を認めなかった(datanot shown)。

eHANDは最近、 Cserjesi.P.らにより E12と結合するタ ンパクと してyeastの two

hybrid systemを用いクローニングされたbHLHproteinである。またdHANDはeHAND

を用いたlow-stringencyhybridizationでクローニングされたbHLHproteinである。両者

ともに心臓の原器から発現し、心筋分化に重要であることが示唆されている。eHAND

の発現がCsxknock ou t mouseでは認められないことから、 eHANDはCsxlこより発現調

節を受けている可能性が考えられる。今回の結合デンパクはCsxの発現に先だって発

現しておりCsxの転写調節に関わる未知の転写因子である可能性があると恩われる。

今後、様々な Eboxのmotifを用いた競合実験などを行い、この結合タンパクの性質

をさらに明らかにする必要がある。

現在、 CSXpromoterをLacZ遺伝子に結合したtransgeneを用いたtransgenlCmouseを
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作成中であり、 1 の
の romoterの解析によって、さらに正確な転写調節機構を明ら

かにしようと試みている。

一方、 Csxの果たす機能についても、 InVIVOでの解析を進めている。ショウジヨウ

パエのtinmanとそのmousehomologであるCsxとはそのhomeodomainのアミノ酸配列は

72%の相同性を有している。しかしショウジヨウパエのtmmanmutantでは全く、心臓

が形成されないが、 Csxの knockout mouseでは心臓の発生がloopingstageまでは進行

し、 MLC'2V以外の心筋特異的構造タンパクは正常に発現する点が異なっている。最

近、脊椎動物においては複数のfamilyi宣伝子がtmmanhomologとして機能している可

能性が示唆された。XenopusではCsx/Nkx'2.5のhomologであるXNkx'2.5の他、 XNkx.

2.3がクローニングされており、いずれの過剰発現によっても心筋のhyperplasiaを来

すことが報告されている。このように脊椎動物では複数のfamily遺伝子がredundantな

機能を果たし、より複雑な調節を行っている可能性が考えられる。現在、 Csxの過剰

発現transgenicmouseや、 dom
nt negativeの手法によりCsxの機能をstagespecifidこ

抑制したtransgenic mouseを作成しており、これらの解析を通じてCsxの機能の詳細な

検討を進める予定である。

II!)心筋細胞分化におけるMAPKカスケードの役割

Xenopusにおいては中廃業誘導は FGFに依存し、 Ras.Rafを必要としていること

が報告されている 12) 1310 Rasを介するシグナルとしては Rafを介する経路の他、 PI・

3 kinaseの経路がある。Umbauer.M.らはXenopusのanimalcapにおける中廃業誘導で、

MAP kinaseが重要であることを報告した。すなわち、 MEKやMAPkinaseの過剰発現

がFGFと同様に腹側中座葉を誘導すること、反対にMAp.kinase'specific phosphatase 

X17Cの過剰発現でFGFによる腹側中座葉の誘導が阻害されることを示した。これら

の結果からXenopusの中廃業誘導にはPI.3kinaseやp70S6kinaseでなく MAPkinase 

が重要であると報告した '41 また最近、ショウジョウバエにおいてFGFrecep… 
homologであるheartlessのmutantがcardiacmesoderm.. viseral mesoderm. dorsal somatic 

muscleの異常によりembryoniclethalであることが報告された22123)。このことからも
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心臓の発生におけるMAPkinase cascadeの役割は重要な検討課題である。

本研究ではES細胞分化の系を用い心筋細胞分化におけるMAPkinase cascadeの役割

を検討した。MAPkinase phoshatase CLIOOを過剰発現させたES細胞では、心筋細胞

への分化は著しく阻害され、自発拍動を示す EBを認めなかった。またMF20による

染色では myosinの発現をほとんどに認めなかった。この様に、心筋細胞分化におい

てMAPkinase cascadeが必須のシグナルであることが示唆された。dominantnegative 

あるいはconstitutiveactive formのras.rafl. MEKK. MAP kinaseを用いCSXpromoterの

活性を検討した実験ではdominantnegative formでCSXpromoterの活性が抑制され、ま

たconstltutlveactive formでCSXpromoterの活性を充進させた。また、 CLlOOを過剰発

現させたES細胞では分化に伴いCSXpromoterの活性がほとんど上昇しなかった。これ

らの結果から、 MAPkinase cascadeがCSXpromoterの活性化に関与していることが考

えられた。一方、 GATA-4.MEF2-Cの発現最をNorthernblotで検討したところ、 wild

typeとCLlOOを過剰発現細胞で差を認めなかった。

ショウジョウバエでは中廃業原器が背側外JIE業の下に陥入し、背側外JIE業からの液

性因子の影響を受けcardiacmesoderm.. viseral mesoderm. dorsal somatic muscleに分化

する。 FGFreceptor homologであるheartlessのmutantではこの中座葉原器の移動が正

常になされず、このためcardiacmesoderm.. viseral mesoderm. dorsal somatic muscleの

分化異常が起こるが、この中廃業原告書の移動に必要なシグナルの一部がraslを介して

いることが報告されている 22123)。また一方で、 chickenのexplantではBMP-2.FGF-4 

の両者を同時に添加すると、心筋細胞の分化が誘導されることが報告されている 24)。

これらの報告からFGFが心筋細胞分化に関係していることが示唆され、それが中廃業

原器の移動に必要である可能性と、心筋分化に直接関与する可能性が考えられる。ま

たFGFのシグナルとしてはMAPkinase cascadeが重要であり、実際ショウジヨウパエ

ではraslの関与が示唆されている。Invltroの系を用いた本研究の結果から心筋細胞分

化にMAPkinase cascadeが必要であり、 CSXpromoterの活性化に関与している可能性

が示唆された。 MAPkinase cascadeがどのような機序でCSXpromoterの活性化など心

筋細胞分化に関わっているのか検討を要するものと考えられる。
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