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研究成果の概要（和文）：心筋細胞でのWNT/βカテニンシグナルの活性化は心臓のルーピングや弁形成に必須で
あるが、成体での役割は明らかになっていない。ゼブラフィッシュ心筋細胞のWNT/βカテニンシグナルを可視化
したところ、心房と心室の間に形成される房室管領域で成体まで持続的に活性化することを見出した。そこで、
成体心筋細胞でのWNT/βカテニンシグナル活性化の意義の解明を目指した。心筋細胞でのWNT/βカテニンシグナ
ルは、心拍依存性に房室管に発現するWNTによって制御されており、心臓に血液を供給する冠血管の形成に必要
であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although the canonical Wnt/beta-catenin signaling activation in 
cardiomyocytes (CMs) is required for cardiac development including heart tube looping and 
atrioventricular valve formation, the role of the Wnt/beta-catenin signaling in the adult heart is 
not known. We developed transgenic zebrafish lines that visualize beta-catenin dependent 
transcriptional activation in CMs. Wnt/beta-catenin signaling was activated in CMs at the 
atrioventricular canal region from embryo to adult fish. We focused on the significance of 
Wnt/beta-catenin signaling activation in adult CMs. 
We found that heartbeat-dependent Wnt expression activates Wnt/beta-catenin signaling in CMs at the 
AVC. We also identified that Wnt/beta-catenin signaling-activated CMs promote coronary vessel 
outgrowth. 

研究分野：循環発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓再生が可能であるゼブラフィッシュの冠血管形成メカニズムの解明は、発生学研究だけでなく、心臓再生研
究でも重要な課題である。ゼブラフィッシュの冠血管は生後1ヶ月以降に房室管領域の心内膜内皮細胞から形成
されるが、なぜ房室管から形成されるかは明らかになっていない。本研究によって、WNT/βカテニンシグナルを
活性化心筋細胞による、新たな冠血管形成調節機構の存在が示唆された。房室管でのWNT/βカテニンシグナルの
活性化は、冠血管が房室管から形成される理由の一つとなる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心筋細胞でのWNT/βカテニンシグナルの活性化は発生初期の心臓形成に必須であり、発生時の
WNT/β カテニンシグナル阻害は、心臓のルーピング異常と弁形成異常を引き起こすことが知ら
れている。発生時の心臓での WNT/β カテニンシグナルは、房室管領域 (Atrioventricular canal, 
AVC) に活性が観察される。AVC は原始心筒がルーピングする際に心房と心室の間に形成され
る領域であり、魚類から哺乳類まで保存されている (図 1)。一方、成熟後の心臓では、WNT/βカ
テニンシグナルは、ほとんど活性化していないと報告されていた。私たちは、細胞特異的に
WNT/β カテニンシグナルの活性を可視化するレポーターゼブラフィッシュ系統を樹立した。心
筋細胞特異的なレポーターゼ
ブラフィッシュの活性化部位
を観察したところ、成体でも
持続的に AVC領域に活性が観
察された。成体でのWNT/βカ
テニンシグナルの活性化は、
病態時に活性化することは報
告されていたが、生理的条件
下のWNT/βカテニンシグナル
の機能はほとんど調べられて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景から、成体の心筋細胞でWNT/βカテニンシグナルが活性化する意義を明らかに
することを目的に研究を行った。この目的を達成するために、WNT/β カテニンシグナル活性化
心筋細胞について、シグナルが活性化する時期と場所、心臓機能に対する役割、心機能を調節す
る際のメカニズムを順に検討した。 

 
３．研究の方法 
以下の手順に従い研究を遂行した。 
(1) 心筋細胞でのWNT/βカテニンシグナル活性化部位の特定 
心筋細胞特異的に WNT/β カテニンシグナル依存性の転写活性を検出するトランスジェニック 
(Tg) ゼブラフィッシュとして、Tg(myl7:GAL4db-TCFΔC);(UAS:GFP)を樹立した。心筋細胞特異的
なmyosin, light chain 7, regulatory (myl7) プロモーター制御下に酵母由来の転写因子GAL4のDNA
結合領域 (GAL4db) と転写因子 TCFの βカテニン結合領域 (TCFΔC) を融合したタンパク質を
発現させる。この融合タンパク質 (GAL4db-TCFΔC) は核内に移行した β カテニンと結合し、
upstream activation sequence (UAS) に結合して GFPを発現させる。この Tgフィッシュを利用す
ることで、WNT/βカテニンシグナルの活性化をGFPの蛍光によって検出することが可能となる。
この Tg フィッシュの心臓を経時的に共焦点レーザー顕微鏡で観察し、WNT/β カテニンシグナ
ルの活性化部位を同定した。 
 
(2) WNT/βカテニンシグナル活性化心筋細胞の役割の解明 
WNT/β カテニンシグナル活性化心筋細胞特異的な細胞死を誘導するために Tg(myl7:GAL4db-
TCFΔC);(14xUAS:NTR-mCherry)を利用した。この系統は WNT/β カテニンシグナルが活性化した
心筋細胞で、ニトロレダクターゼ (NTR) を発現する。NTRを発現した細胞はメトロニダゾール 
(MTZ) を投与すると細胞死が誘導される。細胞死誘導後の心拍、弁の形態、冠血管形成の変化
を観察した。冠血管を観察するために、Tg(myl7:GAL4db-TCFΔC);(14xUAS:NTR-mCherry)と
Tg(fli1:GFP)を交配し、 Fli-1 proto-oncogene, ETS transcription factor (fli1) プロモーター制御
下で冠血管を含む血管内皮細胞に GFP を発現させた。冠血管が形成され始める 1 ヶ月齢から
MTZを投与開始して、2週あるいは 4週後の冠血管を観察した。また、心筋細胞特異的にWNT/β
カテニンシグナルを阻害するために、Tg(myl7:GVEcR);(5xUAS:TCFΔN-GFP)を樹立した。この系
統は、心筋細胞特異的にテブフェノジド投与誘導性に核内移行する GAL4 (GVEcR) を発現する。
そのため、薬剤誘導性に、心筋細胞でTCFのドミナントネガティブ体 (TCFΔN) を発現し、WNT/β
カテニンシグナルを抑制できる。 
 
(3) WNT/βカテニンシグナル下流で機能する因子の探索 
WNT/βカテニンシグナル陽性心筋細胞と陰性心筋細胞を FACSソーティングし、RNA-シーケン
スで、遺伝子発現を網羅的に解析した。発現量が高く、変化量の大きい遺伝子の発現部位を in 
situ ハイブリダイゼーションで検討し、AVCに発現する遺伝子に着目した。 
 
４．研究成果 
(1) 心筋細胞でのWNT/βカテニンシグナル活性化部位の解明 



心筋細胞での WNT/β カテニンシグナル活性化部位を明らかにするために、Tg(myl7:GAL4db-
TCFΔC);(UAS:GFP)を経時的に共焦点レーザー顕微鏡で観察した。その結果、生後 2日目から成
体に至るまで、AVC領域の房室弁よりも心房側の心筋細胞で、持続的にWNT/βカテニンシグナ
ルが活性化することを明らかにした (図 2)。 

 
(2) 心筋細胞でのWNT/βカテニンシグナル活性化の上流因子の探索 
AVC での WNT/β カテニンシグナル活性化の上流因子を探索するため、AVC 領域特異的に発現
する WNT リガンドを探索した。複数のリガンドの発現を in situ ハイブリダイゼーションで観
察した結果、wnt2bbと wnt9bが 2日目胚および 1ヶ月齢の心臓の AVC領域に発現することが明
らかになった。AVC に発現する遺伝子の中には、心拍によって調節される遺伝子が多く報告さ
れていたため、これらのWNTリガンドの発現が心拍に依存するかを検討した。 troponin T 
type 2a (tnnt2a) をモルフォリノオリゴヌクレオチド (MO) でノックダウンして心拍を停止した
個体の in situ ハイブリダイゼーションを行うと、wnt2bb・9bの AVCへの発現は消失した。AVC
の wnt2bb・9bの発現は、心拍に依存することが明らかになった。次に、wnt2bb・9bが心筋細胞
でのWNT/βカテニンシグナル活性化に寄与するかを調べるために、wnt2bb・9bの発現をMOで
ノックダウンした。その結果、単独の MO では変化が見られなかったが、wnt2bb・9b を同時に
ノックダウンしたところ、レポーターの活性が低下した。さらに、ブタンジオンモノオキシム 
(BDM) 処理、あるいは tnnt2a MOによって心拍を停止しても、WNT/βカテニンシグナルレポー
ターの活性は消失した。以上の結果より、心拍依存性に AVC領域に発現する wnt2bb・9bが AVC
領域のWNT/βカテニンシグナルの活性化に必要であることが示唆された。 
 
(3) WNT/βカテニンシグナル活性化心筋細胞の役割の解明 
WNT/β カテニンシグナルを活性化した心筋
細胞の役割を明らかにするために、 
Tg(myl7:GAL4db-TCFΔC);(14xUAS:NTR-
mCherry)を用いてWNT/βカテニンシグナル
活性化心筋細胞特異的に NTR を発現させ
て、MTZ 投与誘導性に細胞死を誘導した。
AVC 領域は心拍や弁の形成に重要な部位で
あるため、細胞死誘導後の心拍や電気伝導
をライトシート顕微鏡で観察したり、弁の
形態を切片で観察したりしたが、細胞死に
よる影響は見いだせなかった。一方、ゼブラ
フィッシュの AVCは、冠血管が形成される
部位としても報告されている。ゼブラフィ
ッシュの冠血管は、生後 1 ヶ月以降に AVC
心内膜内皮細胞が、AVC心筋細胞を通過し、
心外膜側に出芽することで形成が開始さ
れ、成熟後も冠血管形成が持続すると報告
されている。そこで、1 ヶ月齢のゼブラフィッシュの WNT/β カテニンシグナル活性化心筋細胞
の細胞死を誘導したところ、冠血管形成が抑制された (図 3)。WNT/β カテニンシグナル活性化
心筋細胞は、冠血管形成に必要であることが明らかになった。次に、WNT/β カテニンシグナル
の活性化が冠血管形成に必要であるか調べるために、WNT/β カテニンシグナル阻害剤である、
IWR-1を 1ヶ月齢の個体に処理したところ、冠血管の形成が阻害された。また、冠血管形成に心
拍が影響するかを明らかにするために、低濃度の BDM 処理を行い、心拍を低下させたところ、
冠血管形成が阻害された。これらの結果より、心拍誘導性のWNT/βカテニンシグナルが、冠血
管形成に寄与すると考えられた。さらに、心筋細胞でWNT/βカテニンシグナルが活性化するこ
とが冠血管形成に必要であるかを明らかにするために、Tg(myl7:GVEcR);(5xUAS:TCFΔN-GFP)を



用いた。心筋細胞特異的に TCFのドミナントネガティブ体を発現させ、WNT/βカテニンシグナ
ルを阻害した結果、冠血管形成が抑制された。以上の結果より、心筋細胞でのWNT/βカテニン
シグナルの活性化がゼブラフィッシュの冠血管形成に必要であると考えられた。 
 
(5) WNT/βカテニンシグナル活性化心筋細胞による冠血管形成メカニズムの探索 
WNT/β カテニンシグナル活性化心筋細胞がどのようにして冠血管形成を調節するのかを明らか
にするために、WNT/β カテニンシグナル活性化心筋細胞に発現する遺伝子を RNA-シーケンス
を用いて網羅的に解析した。房室管領域のWNT/βカテニンシグナル活性化心筋細胞と、活性化
していない心筋細胞での遺伝子発現を比較した。発現量に差のある遺伝子について、in situ ハイ
ブリダイゼーションを行い、発現部位を検討した。続いて、AVC 領域に観察された遺伝子が冠
血管形成を調節するか明らかにするために、心臓の組織培養を利用した。現在、冠血管を形成途
中の 1 ヶ月齢の心臓を摘出して培養し、阻害剤や活性化剤の投与で冠血管形成が調節されるか
を確認している。 
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