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研究成果の概要（和文）：心筋緻密化障害は、心室壁の過剰な網目状の肉柱形成と深い間隙を形態的特徴とする
心筋症であり、病態の多くが不明である。非T-boxドメイン領域のTBX5 遺伝子変異により心筋の発生段階におけ
る分化・成熟過程に関連する遺伝子発現プロファイルが次々と変化し、関連するタンパク質の増加・減少する結
果、心筋緻密化障害が起こるという仮説を検証した。本研究によりTBX5のT-boxドメインおよび非T-boxドメイン
を介した経路の解明と双方の相互関係について解明できた。つまり、TBX5遺伝子の心筋の発生段階における分
化・成熟過程に関連する新たな役割を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Left ventricular noncompactio is a cardiomyopathy characterized 
morphologically by excessive reticular column formation and deep gaps in the ventricular wall, much 
of the pathogenesis of which is unknown. We tested the hypothesis that TBX5 gene mutations in the 
non-T-box domain region cause cardiac densification defects as a result of sequential changes in 
gene expression profiles associated with differentiation and maturation processes during myocardial 
development, with associated protein increases and decreases. This study allowed us to elucidate the
 pathways through the T-box and non-T-box domains of TBX5 and the interrelationship between the two.
 In short, we were able to identify a new role for the TBX5 gene in relation to differentiation and 
maturation processes during myocardial development.

研究分野： 小児循環器

キーワード： 心筋症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TBX5遺伝子の心筋の発生段階における分化・成熟過程に関連する新たな役割を明らかにすることができた。ま
た、遺伝子変異に起因する疾患発症機序の解明に向けた分子遺伝学的アプローチの手法が確立できた。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

１．研究開始当初の背景 

心筋緻密化障害は、1990 年に初めて報告された、心室壁の過剰な網目状の肉柱形成と深い間隙

を形態的特徴とする心筋症であり、未だに臨床遺伝学的背景、疫学的背景および病態の多くが不

明である。臨床像は、無症状の症例から高度の心機能障害を有し心臓移植の対象になっているも

のまで、多岐にわたっている。臨床における診断や治療を行う上で、更なる知見の集積と病態の理

解は非常に重要である。 

 心筋緻密化障害の原因は、心筋細胞の発生段階における分化・成熟過程の障害が本態と考え

られている。すなわち、胎生初期の心室壁の発達の過程において、肉柱化もしくは緻密化の障害

が原因と仮定される。しかしながら、心筋緻密化障害の病理病態は多くが不明である。 

 TBX5 遺伝子は生物種間で広く保存された構造と機能を有する DNA 結合型転写調節因子であ

り、心臓の発生と心筋細胞の成熟化に正の転写調節因子として働くことが知られている。TBX5 は

心筋細胞内で NKX2-5 と複合体を形成し、BRG1や GATA4等との縦列転写因子結合モチーフを

通して、NPPA や GJA5 遺伝子の転写活性を高め、心筋細胞の分化に関与する。これらの作用に

は TBX5 内の T-box ドメインである 56〜236 塩基が関与する（下図）。TBX5 遺伝子変異は Holt-

Oram症候群患者の 70%以上に見出され、上肢の奇形と心血管異常を特徴とする。その 70%はナン

センス変異やフレームシフト変異等によるハプロ不全が原因とされ、マウスにより本経路の低下が

証明されている。Tbx5 ホモ欠損マウスは極度の心臓低形成を伴い、9 日胚で致死となる。Tbx5 は

8 日胚に心臓原基において発現が顕著となり、9 日胚では Tbx5 の発現は左室に拡がる。このよう

に心室壁の発達と肉柱化もしくは緻密化において TBX5 は重要な役割を果たしていることが示唆

されるが、直接的な関与は明らかとなっていない。一方、近年の研究では、TBX5は心臓の発生に

おいて非心臓遺伝子と呼ばれる不適切な遺伝子の発現を抑制するために転写抑制因子として働

くことが報告されている。TBX5 の非 T-box ドメイン領域である 255〜264 塩基のαヘリックスドメイ

ンを介してヌクレオソームリモデリング脱アセチル化酵素(NuRD)複合体と協調して、胚発生におい

て非心臓遺伝子発現を抑制する（TBX5-NuRD 関連ドメイン）（下図）。この TBX5-NuRD 関連は、

心筋細胞の分化の際に TBX5 の T-box ドメインと関連する BRG1、NKX2-5、GATA4 等との直接

の相関は明らかではないが、双方の経路は異なることが考えられる。TBX5 遺伝子変異のミスセン

ス変異が見出された患者は上肢の奇形と心血管異常を軽症から重症まで様々な表現型を示し、

TBX5 の非 T-box ドメイン領域も多く含まれている。そのため、非 T-box ドメイン領域を介しての経

路の解明が待たれている。 

 我々の先行研究において、心筋緻密化障害患者において TBX5 遺伝子のミスセンス変異であ

る p.Arg264Lys 変異が 192 人中孤発例の 4 名（2.0%）に見出された。これは日本人データベース

(HGVD）での健常人のアレル頻度(0.75%)より高い。また、コンピューター解析では、本変異は障害

性が高いことが示唆されている。さらには、p.Arg264Lys 変異は非 T-box ドメイン領域で、TBX5-

NuRD関連ドメインに位置する。これらの臨床的知見から、TBX5 遺伝子の一塩基変異は非 T-box

ドメイン領域を介して心筋細胞の発生段階における分化・成熟過程の障害を引き起こし、心筋緻

密化障害の発症に関与するのではないかと考えるに到った。 

 
２．研究の目的 
今回の我々の目的は、TBX5 遺伝子の一塩基変異が機能異常を引き起こし心筋緻密化障害に
到る経路を解明することである。つまり、非 T-box ドメイン領域の TBX5 遺伝子変異により心筋の
発生段階における分化・成熟過程に関連する遺伝子発現プロファイルが次々と変化し、関連する
タンパク質の増加・減少する結果、心筋緻密化障害が起こるという仮説を検証する。この研究で、
心筋緻密化障害のゲノム機能解析システムを構築し、病理病態の理解をさらに深め、診断および
治療と臨床研究へと繋がる新しい研究基盤の創出に挑む。 
 
３．研究の方法 

TBX5 遺伝子の一塩基変異による機能障害を検証するために、①TBX5 のレポーターアッセイと、

②患者由来 iPS 細胞の遺伝子発現解析により TBX5 の下流経路の障害を検証する。③TBX5 遺

伝子の一塩基変異を導入した遺伝子変異導入マウスを作製し、④病理・生理学的機能解析研究

を行い、表現型を明らかにする。⑤遺伝子変異導入マウスから心筋細胞の発現プロファイル解析

を行い、肉柱形成とそれに続く心筋緻密化過程の関係について洞察を得る。 

① 培養細胞を用いた TBX5のレポーターアッセイ（西田・畑が担当）：TBX5 遺伝子の一塩基変異

が T-box ドメイン領域もしくは非 T-box ドメイン領域を介したいずれの経路の障害を引き起こす

か検証する。HEK293 細胞を播種後 2 日に Lipofectamine 2000(Thermo Fisher Scientific)トラン



 

 

スフェクション液にてトランスフェクションを行う。pGL4.75 を内在性の対照ベクターとして用いる。

トランスフェクションでは wild-type TBX5-pcDNA3.1 もしくは mutant TBX5-pcDNA3.1 を用い、

ANF-luc と pGL4.75 をそれぞれ組み合わせて行う。細胞は、トランスフェクション後 48 時間後

に回収し、ルシフェラーゼ活性を Dual-Glo luciferase assay system (Promega)で測定し ANF の

プロモーター活性を算出する。 
② 遺伝子変異患者由来 iPS細胞を用いた心筋細胞の発現プロファイル解析：TBX5遺伝子変異が
見いだされた患者 iPS 細胞から心筋細胞を作製し、遺伝子発現プロファイルから発症に至る TBX5
の経路を予測する。心筋細胞から total RNA を抽出し、Illumina 社製次世代シークエンサー
HiSeq2500 で RNA-seq を行う。データは、pair-end reads で 100 bp 長で取得し、fastq フォーマット
に変換後、ゲノムデータベースにマッピングとアラインメントを行った後にアノテーションを行い、デジ
タル化した発現データベースを構築する。発現プロファイルは、Biomedical Genomic Workbench ソフ
トウェアで行い、パスウェイ解析は Ingenuity ソフトウェアを用いる。 

③ 遺伝子変異導入マウスの作製：心筋緻密化障害患者において発見されたTBX5遺伝子座の点

変異をマウス Tbx5遺伝子の相同領域に導入するため、ゲノム編集用の Cas9 RNA、sgRNA、変

異導入オリゴ DNA を、マウス受精卵に注入する。受精卵を 1 日培養したのち、生存している受

精卵を、偽妊娠仮親♀マウスに卵管内移植する。得られた産仔マウスの Tbx5 遺伝子のゲノム

配列解析を行い、目的の点変異導入マウスファウンダーを得る。さらに、交配により変異導入マ

ウス系統の確立と繁殖を行う。 

④ 遺伝子変異導入マウスによる病理・生理学的機能解析研究：得られたマウス系統の胚性致死ま

たは周産期致死の有無と心筋緻密化障害の有無を検討し、マウスによる遺伝子型・表現型相

関を明らかにする。出生したマウスは、病理組織学的検討、心電学的検討、心臓超音波解析を

行い、心筋緻密化障害の有無を確認し、不整脈の有無、形態的異常の有無、心室の生理機能

を検証する。同変異を有する心筋緻密化障害の患者の臨床情報との整合性を確認する。 

⑤ 遺伝子変異導入マウスにおける心筋細胞の発現プロファイル解析：心筋緻密化障害の病理病

態において、肉柱形成とそれに続く心筋緻密化過程の関係について洞察を得るため、遺伝子

変異導入マウスで肉柱形成時期の心筋と心内膜の発現プロファイルを取得する。肉柱形成時

期の胚本体の凍結切片から心室肉柱部心筋部分、心室緻密部心筋部分、心内膜部分を切り

取り組織断片を回収する。この組織片から cDNA を合成し、HiSeq2500 で野生型と変異胚の遺

伝子発現プロファイルを取得し、比較解析する。 

遺伝子発現プロファイルから発症に至る経路を予測する。心筋細胞から total RNA を抽出し、

Illumina 社 HiSeq2500で RNA-seq を行う。その後、発現プロファイルとパスウェイ解析を行う。 
 
４．研究成果 

①培養細胞を用いた TBX5 のレポーターアッセイ：TBX5 遺伝子の一塩基変異が T-box ドメイン

領域もしくは非 T-box ドメイン領域を介したいずれの経路の障害を引き起こすか検証した。 
その結果、nonsense variant である TBX5Arg279Ter/+と DNAbinding domain にある TBX5Pro85Thr/+では
有意に発現が低下していた（図 1）。 

 



 

 

②遺伝子変異導入マウスの作製：心筋緻密化障害患者において発見された TBX5 遺伝子座の点

変異をマウス Tbx5 遺伝子の相同領域に導入した。ゲノム編集技術により heterozygote および

homozygoteを得ることができ、胎生致死に至ることはなかった。（図 2） 

 

③遺伝子変異導入マウスによる病理・生理学的機能解析研究：得られたマウス系統の胚性致死ま

たは周産期致死の有無と心筋緻密化障害の有無を検討した。 

その結果、TBX5 R264K/R264Kにおいては野生株に比較して心臓超音波検査では、心機能の低下

と左室拡張径の拡大がみられ、心臓/体重比も増大し、拡張型心筋症に類似していた（図 3,4）。 

 

Tbx5R264K/+と野生株の心電図と不整脈の比較では、Tbx5R264K/+において心電図変化や不整脈の

増加は認められなかった。 

組織染色では、若年 TBX5 R264K/R264K は野生株と比較して血管周囲のわずかな線維化のみが

認められたが、成年 TBX5 R264K/R264K になると心内膜～心筋内の軽度の線維化の増加が観察

された。心奇形は認めなかった（図 5）。 

 

④遺伝子変異導入マウスにおける心筋細胞の発現プロファイル解析：心筋緻密化障害の病理病

態において、肉柱形成とそれに続く心筋緻密化過程の関係について洞察を得るため、遺伝子変

異導入マウスで肉柱形成時期の心筋と心内膜の発現プロファイルを取得した。 

その結果、マイクロアレイでは TBX5 R264K/R264K において 36 個の有意な遺伝子変化が認められた

（22 遺伝子は亢進、14 遺伝子は低下）。上昇した遺伝子には ACTA1、MYOT、ANKRD1, 

ANKRD23 が含まれていた。また、実際に ACTA1 がコードする skeletal muscle α-actin の発現も



 

 

上昇していた（図 6）。 

リアルタイム RT-PCR による Acta1 の発現量は、Tbx5264K/R264K マウスでは野生型マウスの

約 2 倍であり、ウェスタンブロット解析では ACTA1 タンパク質の発現量が有意に高かった

（図 7）。 

TBX5は心臓発生に重要な転写因子であること

示されている。また、TBX5の機能解析は盛んに行われてきたが、なぜ、心筋症を生じてしまうのか

病態解明には至っていない。しかし、本研究において、今回、ヒトと種の保存されたマウスにおい

て、同じSNPをknock inすることで同様に拡張型心筋症を呈し、TBX5と心筋症との関連性を明白に

した。 

TBX5は心筋細胞内でNKX2-5と複合体を形成し、BRG1やGATA4等との縦列転写因子結合モ

チーフを通して、NPPAやGJA5 遺伝子の転写活性を高め、心筋細胞の分化に関与する。これらの

作用にはTBX5内のT-boxドメインである56〜236塩基が関与する。一方、TBX5の非T-boxドメイン

領域である255〜264塩基のαヘリックスドメインを介してヌクレオソームリモデリング脱アセチル化

酵素(NuRD)複合体と協調して、胚発生において非心臓遺伝子発現を抑制する（TBX5-NuRD関連

ドメイン）。このTBX5-NuRD関連は、心筋細胞の分化の際にTBX5 のT-boxドメインと関連する

BRG1、NKX2-5、GATA4等との直接の相関は明らかではないが、双方の経路は異なることが考え

られる。本研究では、ヒトの心筋緻密化障害や拡張型心筋症から検出されたTBX5のR264K変異

が、非T-boxドメインを介した経路で拡張型心筋症を発症することを示した。 

ACTA1は骨格筋αアクチンを生成する。ACTA1は心臓発生の段階で TBX5により発現調節を

受けているが、本来、心筋よりも骨格筋に多く発現し、ネマリンミオパチーなどの原因遺伝子として

知られ、その変異による異常フィラメントの蓄積と機能異常が発症に関与している。過剰に発現した

skeletal muscle α-actin は TBX5 と連動し、収縮不全を引き起こし拡張型心筋症となった可能性

が考えられる。 

本研究において、心筋症領域において、TBX5 の T-box ドメインおよび非 T-box ドメインを介し

た経路の解明と双方の相互関係について解明できた。つまり、TBX5 遺伝子の心筋の発生段階に

おける分化・成熟過程に関連する新たな役割を明らかにすることができた。また、遺伝子変異に起

因する疾患発症機序の解明に向けた分子遺伝学的アプローチの手法が確立できた。今後、遺伝

性心疾患がこの再現動物モデル法を用いて明らかにされることが期待される。 

 

図6 . R2 6 4KはActa1の発現を亢進させる
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