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研究成果の概要（和文）：hdfマウスにおいては Cspg2遺伝子の発現が障害されており、胎生期

心臓血管形成における Cspg2 遺伝子の機能を解明するための格好のモデルマウスである。hdf

マウス胎仔において Isl1の発現する第２次心臓領域細胞群が減少し、特に体幹部背側で血管形

成が障害されている事が明らかとなった。神経管上皮から神経堤細胞への形質転換は野生型と

同様に起こっているが、hdf マウス胎仔においては形質転換した神経堤細胞が障害されている

と考えられた。Cspg2 遺伝子のコードするバーシカンは胎生初期に頭部間充織において細胞を

細胞死から保護し、神経堤細胞や第２次心臓領域の細胞群に重要であることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：The expression of the Cspg2 gene, which encodes the extracellular 

matrix protein, versican, is disrupted in the heart defect (hdf) mouse. Therefore, the 

hdf mouse is a good model to examine the function of Cspg2 gene in embryonic cardiovascular 

development. The vascular formation was disrupted particularly at the dorsal region of 

the hdf embryos and that the second heart field segment was diminished in hdf embryos. 

The initial delamination of the neural crest from the neural tube epithelium appeared 

to be normal, however, the transformed neural crest cells were disrupted in hdf mouse 

embryos. Versican, may protect cephalic mesenchyme from massive apoptosis, thereby 

contributing to the neural crest cells and the cells in second heart field. 
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１． 研究開始当初の背景 

 先天性心疾患は出生 1000 人に対し約 4-10

人の割合で生じ、特に流出路異常に関連する

ものが多いことが知られている。従って胎生

期心臓流出路形成の分子機構を理解するこ

とは、先天性心疾患の発症機序を解明する重

要な糸口を与えてくれることが期待される。 

近年、胎生期心臓形成過程で左右の心原基

が正中で癒合して出来る直線状管腔構造、所

謂一次心臓領域(primary heart field)の他

に、二次心臓領域(second heart field)や神

経提細胞(neural crest cell)が相互に影響

し合い、その形成に大きく関わっていること

が明らかにされてきている。 

hdf マウスは細胞外マトリックスタンパク

質バーシカンをコードする Cspg2遺伝子の発

現障害のため心臓流出路の形成不全を生じ

胎生致死に至る。hdf マウスは胎生期心臓血

管形成における Cspg2遺伝子の機能を解析す

るのに非常に適したモデルマウスと考えら

れた。 

 

２．研究の目的 

hdf マウスは細胞外マトリックスタンパク

質バーシカンをコードする Cspg2遺伝子の発

現障害のため心臓流出路の形成不全を生じ、

胎生致死に至る。hdf マウスにおいて心臓流

出路の形成に寄与する二次心臓領域と神経

提細胞及び血管構築に関して解析し、Cspg2

遺伝子の胎生期心臓血管形成における役割

について明らかにすることを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）胎仔の胎齢は交配を確認した日の正午

を E0.5として示し、ジェノタイピングは F1: 

ccataaagcctgtgtgaaatgcc、B1:cagggttact 

gacagtccaagctc及び B2: aactcctttctggaata 

ccccatccの３種類のプライマーを用いた PCR

法によって行った。hdfと野生型の胎生 8.5

日（E8.5）から E9.5までの胎仔を採取し、

抗 Flk-1Fetal Liver Kinase1)及び抗 PECAM-1 

(platelet endothelial cell adhesion 

molecule-1)抗体（血管内皮細胞）とマウス

血管平滑筋の抗体 1A4を用いて免疫染色を行

った。 

（２）Whole mount In situ ハイブリダイゼ

ーションは Moormanらによるプロトコールに

従い(J Histochem Cytochem 49:1-8, 2001)、

ジゴキシゲニン標識リボプローブを用いて

行った。Whole mount In situ ハイブリダイ

ゼーションのプローブは Isl-1、Tbx5、Fgf-8

（二次心臓領域マーカー）と Crabp1、ErbB3

及び Cdh6（神経提細胞マーカー）を用いた。

ホールマウントでジゴキシゲニン標識 UTPリ

ボプローブでハイブリダイゼーションを行

いアルカリフォスファターゼ標識抗ジゴキ

シゲニン抗体と反応させた後 NBT/BCIP液を

用いて室温で青く発色させた。 

（３）アポトーシスは LysoTrackerを用いた

方法と TUNEL (terminal deoxynucleotidyl 

transferase mediated dUTP nick end 

labeling technique) 法によって検出した。

細胞増殖は抗リン酸化ヒストン H3抗体を用

いた免疫染色によって検討した。 

（４）E9.5-E10の胎仔を胎盤と一緒に取り出

し、胎盤から臍帯を通して胎仔に Inkを注入

することで hdfマウス胎仔と野生型胎仔の血

管の可視化を行った。 

 

４．研究成果 

（１）抗 Flk-1、抗 PECAM-1 抗体 1A4 抗体に

よる Whole mount免疫染色と Ink注入の実験

によって E9.5hdfマウス胎仔において血管形

成が障害されていることが判明した。血管傷

害は特に体幹部背側で顕著であった。 

（２）hdf マウス胎仔の Fgf-8 の発現パター

ンは野生型と大きな違いはなかったが、

Isl-1及びTbx5の発現は著明に減少しており

組織標本と併せて hdf マウス胎仔において

Isl1 陽性二次心臓領域の細胞群が減少して

いる事が示唆された。 

（３）E8.5では Crabp1発現神経提細胞が hdf、

野 生 型 と も に 後 脳 (hindbrain) 間 充織

(mesenchyme)に認められ、上皮-間葉転換に

おける神経堤細胞への分化はホモ接合体に

おいても正常に起こっていると考えられた。

一方 E9.25では野生型マウスでは神経提細胞

の Crabp1 と ErbB3 の発現が鰓弓に向かって

帯状に認められたが、hdf マウス胎仔におい

ては Crabp1 と ErbB3 ともに帯状の発現パタ

ーンは認められなかった。このことから



Cspg2 遺伝子でコードされる細胞外マトリッ

クスタンパク質バーシカンは形質転換した

神経堤細胞機能に必要であると考えられた

（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Crabp1       Crabp1    ErbB3 

 E8.5         E9.25      E9.25 

 

（４）LysoTracker 法と TUNEL 法の両方の結

果から E9.5 の hdf ホモ接合体の頭部間充織

に於いてアポトーシスが著明に増加してい

ることが判明した。抗リン酸化ヒストン H3

抗体を用いた免疫染色細胞増殖が低下して

いることも判明し、これらの結果からバーシ

カンは間充織の細胞の維持にも重要な役割

を果たしていることが示唆された。 

今後は電顕による解析等も加えて Cspg2遺

伝子の胎生期心臓血管形成における役割を

細胞レベルでも明らかにしていきたい。 
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