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Transient　 inhibition　 of　BMP　 signa且ing　 by　Noggin　 induces　 cardiomyocyte

　　　　　　　　　 differentiation　 of　mouse　 embryonic　 stem　 cells

(ノギンによるBMPシ グナルの一過性の抑制はマウス胚性幹細胞 を心筋細胞 に分化 させる)

内容の要旨

湯　浅

　胚性幹細胞は心筋紹胞に分化しえる魅力的な幹細胞である。胚性幹

紹胞より心筋紬胞を分化誘導する方法は現在まで様々な ものが綴告

されているが、そのどれ も満足のいくものではない。胚性幹細胞の分

化は正常の発生を模倣していると言われているが、心臨発生に必要 と

されている因子を加えただけでは溺率には分化 しえないとaわ れて

いる。心筋細胞の発生は全身の臓器の中でも最 も早期、すなわち原腸

陥入が始まり三胚葉が形成 され始めるマウスの胎X7.0日 目に始ま

る。心筋細胞の初期発生における重要な因子は過去に様々なものが報

告されており、BMP(bonemoryhogrnic　 protein)。Wnt,　FGF〔Fibroblast

gmw血f醐or,.　 fGF・1(lnsulin　likegrowth　factor-1)な どがあるが、これ

らを胚性幹細胞に添加 しても,心 筋細胞への分化誘導効率の上昇を確

xし えなかった。さらに心筋緬胞発生に最も重要な因子と考えられて

いるBMPを 添加 した陳には心筋細胞への分化誘導効率が若干低下す

ることが破詔された。我々はまず心筋細胞の発生過程を見直す必要が

あると考え、過去に綴告されている因子とは別の搬々な因子の発現状

態をsaべ ることとした。この結果、心筋細胞の発生領域においてaMr

Bl11R$ORISIのN㎎glnが一過性であるが非常に強 く発現 していることが

分かった。これは心筋細胞の発生自体にBMPを 阻 害するNogginが 必要

であるが、発生後の心筋細胞の成熟と維持にはNogginの 存 在は不都合

であると考えられる。心筋予定領域の発生過程におけるNo@ginの 発現

状況を参考に、胚性幹細胞から心筋(前 駆)細 胞への分化勝導条件に

っいて毬々検討を重ねた結果.培 養時の初期にNoEginを 添加すること

によn,自 律拍動能を有する心筋細胞が、選択的かつ高率に産生され

ることを見いだした。過去のBMPsi8n朗 の心筋細胞発生における重要

性の検討か5.当 初No83inはBMPsゆ 田をブロックする以外の機能が

あるのではないか と考えた。しかしながら、胚性幹細胞の分化過程で

はNoggin存 在 下においてBMPを 添加すると心筋細胞の発生は薯明に

抑制され、またNog餅n以 外のBMPを ブ ロックす る物質(Chordin,

solub1e　BMPreceptor)を 胚性幹細胞に添加 した際にもNogginと 同檬に

心筋細胞を喬率に分化誘導 し裕ることが分かった。これよn.Noggin

による心筋発生促進作用はBMPを 阻害することによると考えられた。

また.免 疫染色、RT-PCR,　 Weslem　biolx'の手法を用い、本方法によ

り胚性幹細胞から作製された拍動性緬胞は、典型的な心筋細胞の特徴

を有する細胞であることが確認された。これらの結果より、胚性幹細

胞を用いた心筋再生療法が躍進的に進歩することが期待され る。

慎　介

論文審査の要旨

　胚性幹細胞 〔ES細胞》は高い増懸能と分化能から再生医学領域で

高く注目されている。 ヒトES細 胞を用いた心筋再生療法を実現する

には有効な分化誘導法の確立が急務である。ESQ胞 分化は発生を模

倣 しているが、発生に必要な因子を加えただけでは高率には分化 し

な い。心 筋発 生 に重 要な 因子 と して、BMP(Bone　 nwryhogenic

pro竃ei口)などがあるが、それらを添加 しても心筋細胞への分化誘導

効率の上昇を碗紹されず、BMPを 添加 した際にはむ しろ低下するこ

とが確認 された。そ こで心筋細胞の発生過程を見直 したところ、心

筋細胞の発生領域においてBMP　 antagonistのNogginが 発現 しているこ

とが判明 した。Nogginの 発境状況を参考に分化誘導条件の検附結果

から、培羨時の初期にNogginを 添加することにより.心 筋細胞が選

択的かつ高率に産生されることを見いだ した。さらにNoggin以 外 の

BMPを ブ ロックずる物質をES姻 胞に添加 した瞭にも心筋細胞を高率

に分化誘導 しえることを明らかにした。

　審査では.ま ずBMPfiよ ぴNog6inの 発 生学的な意喋づけについて

質問がな された。BMPI3心 筋細胞の発生において必須であるとされ

ているが、BMPは 心筋細胞発生初期においては発生を抑制 している

可能性が示されてお り、主に発生 した心筋細胞の維締に作用 してい

ると考えられている.未 分{ヒな細胞から心筋細胞へ分化する初期に

のみN㎎gi既が 作用 し、以降は心筋細胞を維持するとい う点で8MPが

作用 していると予測されると回答された。

　 Noggin処 理によりB剛hyury陽 性細胞が得 られ心筋細胞分化に貢献

す るとのことだが、他の系譜への分化について質問がな された。

BrachyuryはES細 胞か ら血球へ分化する腺のマーカーとして!眩要であ

るとの報告がされているが、血球や血管などのマーカーの上鼻は確

認しsaず 心筋細胞へ分化する傾向があることを確認 したと回答され

た。細胞あたりのBtachyury　RNA　 が コン トロールに比べNoggin処 理

により数倍以上多く、性質が違 うことが予測されるとい う回答がな

された。BrachyuryやFlklな どのマー カー をもとにFACSを 用 いて

prospectiveな検討をするべきであるとの助言がなされた。

　 最後に、ヒトGS細 胞における心筋再生療法の闘発に閥し、本法の

位置づけは との質問がなされ た。ヒ トES細 胞 は倫理的な問題 もあ

n,rこ で も研究できるとい うわけではないが、過去の報告から推

測するとマウスESif81胞と顕似点 と櫓違点がある。すなわち、本法を

そのままヒ トES細 胞に適用するのではなく、さらに工夫していく必

要があると思われると回答された。

　 以上のように本研究は、今後検討されるべき課題を残 しているも

のの、ESQ胞 よ り心筋細胞への分化誘導方法を確立 したという点に

おいて盲意義な研究であると評価された。

　 論文審査担当者　主査　内科学　小川　聡

　　　　　 外科学　四津　良平　発生 ・分化生物学　須田　年生

　　　　　 解剖学　仲嶋　一範

　 学力確認担当看:

　　　 審査委員長:四 津　良平

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 試問 日:平 成17年8月 　1日
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