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研究成果の概要（和文）：チアノーゼ性心疾患にしばしば合併する肺動脈低形成は有効な治療法がなく予後不良
因子である。本研究では肺動脈の発生機序を解明することを目的とした。肺高血圧症の疾患遺伝子の一つTbx4の
発現を、肺器官培養系においてアンチセンスオリゴヌクレオチド (AS)によって抑制したところ、肺の気道分岐
や血管内皮の成熟が抑制された。また、先天性複雑性心疾患の家系解析から２遺伝子の複合変異が疾患原因の候
補として絞り込まれ、両者のダブル欠損マウスで心臓発生が障害されるだけでなく、胎仔肺の肺動脈像に特徴が
認められ、肺血管発生への影響が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypoplasia of pulmonary arteries, a frequent complication of cyanotic 
congenital heart disease, is a poor prognostic factor with no effective treatment. The aim of this 
study was to elucidate the mechanism of pulmonary artery development in order to develop any targets
 of the treatment for their hypoplasia. We found that the expression of Tbx4, one of the 
disease-causing genes for pulmonary arterial hypertension, was suppressed by antisense 
oligonucleotides (AS) in a lung organ culture system, resulting in suppression of airway branching 
and maturation of vascular endothelium in the lungs. In addition, a genetic analysis applied to the 
family members including patients with congenital complex heart disease found the compound 
variations of the two genes as a candidate cause of the disease caused not only was cardiac 
development impairment, but the pulmonary arteriogram of fetal lungs was also characterized, 
suggesting an effect on pulmonary vascular development.

研究分野： 小児循環器

キーワード： 肺動脈発生　先天性心疾患　平滑筋　遺伝子改変マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児循環器の医療現場で遭遇するチアノーゼ性心疾患にはしばしば肺動脈低形成が合併する。肺動脈低形成には
有効な治療法がないために手術適応をも左右する予後不良因子である。心臓発生においては分子レベルでの基礎
研究が比較的進んでいる一方で、肺血管発生の発生は肺血管細胞の系譜を含めて不明な点が多い。本研究は、小
児循環器の臨床で遭遇する二つの疾患、肺高血圧症と単心室を含む先天性複雑性心疾患の疾患原因遺伝子の発現
を抑制した肺やマウス個体を、私たちが独自に開発した肺動脈標識技術を用いて観察し、肺動脈発生に関与する
知見を得たこと学術的意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肺循環は、陸上に棲む生物が酸素を取り入れ、二酸化炭素を排出し、生体機能を維持するため

に必須の循環である。Fallot 四徴症や肺動脈閉鎖症などのチアノーゼ性先天性心疾患では、し
ばしば肺動脈低形成が合併し、肺循環血流量の減少と右左短絡により低酸素血症を来たし、手術
治療が必要となる。肺動脈低形成合併例に対する一期的心内修復手術の成績は不良なため、体肺
短絡手術により肺血流を増やし、肺動脈の成長を促す治療が実施されているが、肺動脈低形成が
十分に改善せず、心内修復手術不能となる例も多い。また、心内構造異常が手術によって修復さ
れても、肺動脈低形成が残存する例では、生涯、低酸素血症が改善せず予後不良である。また、
肺高血圧症は、肺高血圧症治療薬の開発が進む昨今においても難治性疾患の一つであり、最終的
には肺移植が必要となる。先天性心疾患にも肺高血圧症を伴うことがあり、その原因の一つに肺
動脈低形成があると考えられている。内科的治療薬の開発や手術治療が飛躍的な進歩を遂げた
現在の小児循環器領域においても、いまだ救えない命、改善できない QOL をなくすために、肺動
脈低形成の発症機構を解明し、それに基づいた新たな治療戦略を開発することは、残された喫緊
の課題である。 
 
哺乳類の血管系は大きく体血管系と肺血管系に二分される。どちらも内膜・中膜・外膜の 3層

構造を基本とする点で類似するが、低酸素応答性などの機能面では異なる特徴を持つ。従来の血
管発生学は主に体血管を対象に研究が進められており、肺血管の発生研究は遅れている。心臓流
出路から伸長する近位肺動脈は既存の血管から新たな管腔を作る過程である Angiogenesis によ
って、肺末梢部の遠位肺動脈は未分化細胞から de novo に脈管が生み出される過程である
Vasculogenesis によって発生することが提唱されたが、遠位肺動脈も胎生早期から中枢側と連
結し Angiogenesis によるという説もある。また、内膜を構成する内皮細胞と比較して、中膜の
主要成分である平滑筋細胞を対象とした研究は限られている。現在、肺動脈平滑筋細胞の起源と
して、近位肺動脈平滑筋細胞へは心肺前駆細胞が、遠位肺動脈平滑筋細胞へは Tbx4+などの肺間
葉系細胞が最も有力と考えられているが詳細は不明である。 
 
我々は、以前 2型イノシトール三リン酸受容体(IP3R2)の翻訳開始領域に LacZ 遺伝子を挿入し

た IP3R2-LacZ マウスを用いて、IP3R2 が胎生期から生後に至るまで肺内で肺動脈に特異的に発
現していること、さらに体血管平滑筋細胞や気道平滑筋細胞、肺動脈内皮細胞には発現せず、肺
動脈平滑筋細胞に特異的に発現することを発見した(1,2)。本研究では、肺動脈平滑筋細胞を標
識する IP3R2-LacZ マウスを有用なツールとして、胎生期における肺動脈平滑筋細胞の細胞系譜
とその分化により、どのように肺動脈は発生するのか、その分子メカニズムを解析する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肺動脈の特徴的構造と機能の発生・成長を促進する肺動脈特有の因子を探索

することである。本研究の独自性は、我々が独自に開発し研究してきた肺動脈平滑筋細胞を特異
的に標識可能な IP3R2-LacZ マウスをツールとして用い、肺動脈低形成の病態の根底にある肺動
脈発生機序を解明する点である。発生学では、分子および細胞レベルの研究成果を臓器・個体レ
ベルで立体的な評価へと繋げていくことが必要とされ、しばしば困難だが、本研究は独自のツー
ルとして IP3R2-LacZ マウスを用いて、この立体的評価を実現する。 
 
３．研究の方法 
(1) 肺動脈性肺高血圧症疾患原因遺伝子 TBX4 バリアントの特定と in vitro/ex vivo 機能解析
①肺動脈性肺高血圧症患者の TBX4 遺伝子エクソンとその近傍のイントロン領域の遺伝子解析 
特発性／遺伝性肺動脈性肺高血圧症患者の 75 検体を対象に TBX4 のエクソンと近傍イントロン
をサンガー法で解析し、検出されたレアバリアントのうち in silico 解析により病原性が疑わ
れるバリアントを特定した。 
②TBX4 の病的バリアント候補の in vitro 解析 
細胞内局在、FGF10 の 5’UTR を用いたルシフェラーゼアッセイと ChiP アッセイを実施した。 
③Tbx4 ノックダウンによる ex vivo 解析 
マウス胎仔の肺器官培養を用いて Tbx4 アンチセンスオリゴヌクレオチドによるノックダウンを
行い、肺気道ならびに血管の形態観察と下流候補因子の同定をおこなった。 
 
(2) 先天性複雑性心疾患原因候補の特定と in vitro/ in vivo 機能解析 
①単心室を含む先天性複雑性心疾患を複数持つ家系の遺伝子パネル解析 
単心室型の先天性複雑性心疾患の姉妹が存在する家系に対して遺伝子パネル（心臓関連遺伝子
197 遺伝子を搭載）を次世代シーケンサーにて実施し、レアバリアントのうち in silico 解析を
おこなった。 
②病因候補バリアントの in vitro 解析 



下流シグナルのルシフェラーゼアッセイを実施した。 
③病因候補遺伝子のダブルノックアウトマウスの解析 
２種候補遺伝子のダブルノックアウトマウスの発生初期の心臓形態の観察と下流候補遺伝子の
発現解析、ならびに IP3R2-LacZ マウスを用いた whole-mount Xgal 染色による肺血管の描出を
おこなった。 
 
４．研究成果 
(1) 肺動脈性肺高血圧症における TBX4 バリアント 
TBX4 のエクソン上ならびに近傍イントロンに病因候補バリアントを 2 種特定した。核移行シ

グナルを欠いたバリアントは核移行が障害され、どちらのバリアントも FGF10 の転写調節領域
への結合が低下し、FGF10 の転写活性を低下させたため、この 2種のバリアントは機能低下型変
異と同定した（図 1）。 

肺器官培養において、Tbx4 の発現をノックダウンすると、肺気道分岐数の減少が認められ肺発
生が抑制された。さらに、肺血管内皮細胞マーカーのうち Tie2 と Klf4 の発現が特異的に低下
し、肺血管内皮の成熟が障害されていることが示唆された。TBX4 は肺高血圧症の主要な病因シ
グナルである BMP シグナルの抑制にも関連することが報告されており、それに加えて、肺の発

生・発育障害と肺血管内皮細胞の未成熟が原因で TBX4 機能低下による肺動脈性肺高血圧症が発
症する機構が考えられた（図 2）（3）。 
 
（2）先天性複雑性心疾患における NODAL と TBX20 コンパウンドバリアント 
単心室を伴う先天性複雑性心疾患の姉妹とその両親に対して行った遺伝子パネル解析の結果か
ら得られたレアバリアントのうち、in silico 解析ならびに Gene ontology 解析から心臓発生に
関与が疑われる疾患原因遺伝子の候補として、NODAL と TBX20 のバリアントのコンパウンドヘテ
ロ接合が挙げられた。ルシフェラーゼアッセイから 2 遺伝子のレアバリアントはともに下流シ
グナルの転写活性を低下させたため、機能低下型と考えられた。Nodal と Tbx20 のダブルノック
アウト胎仔マウスの心臓発生を胎生 9.5 日で観察したところ、Tbx20 シングルノックアウトマウ
スと比較して、Nodal ヘテロノックアウト Tbx20 ホモノックアウトマウスにおいて将来心臓流出
路となる領域の有意な低形成が観察された（図 3）。さらに Tbx20 シングルノックアウトマウス



において Nodal の下流因子である Pitx2c の発現が低下しており、Nodal と Tbx20 が相補的に機
能し、おそらく下流候補である Pitx2c の機能低下を介して複雑性心疾患が発生する可能性が示
唆された(4)。 
Nodalと Tbx20のダブルヘテロ接合性ノックアウトマウスの胎生18日の肺において、IP3R2-LacZ
マウスと交配することによって肺動脈を可視化したところ、一部の胎仔肺に正常コントロール
には無い LacZ 陽性肺血管が認められ、肺血管異常の併発も疑われた。 
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