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研究成果の概要（和文）：生殖細胞ABL1の機能獲得型変異により先天性心疾患を伴う症候群を発症することが知
られているが、その発症メカニズムは不明である。
実験用マウス（C57BL/6）に対してCRISPR-Cas9によりAbl1の機能獲得型変異をノックインした。モデルマウスの
胎児心臓から総蛋白を抽出し、プロテオーム解析を行ったところ、心臓発生にも関与することが知られている蛋
白Aの発現がモデルマウスにおいて著増していた。さらにその下流蛋白の免疫染色を行った結果、アポトーシス
制御に関する蛋白のリン酸化が抑制されていることが確認され、心疾患の発症メカニズムに関与すると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Germline ABL1 gain-of-function mutations are known to cause a syndrome 
associated with congenital heart disease, but the mechanism of pathogenesis is unknown.
We knocked in gain-of-function mutations in Abl1 by CRISPR-Cas9 in laboratory mice (C57BL/6). Total 
proteins were extracted from fetal hearts of model mice, and proteomic analysis revealed that the 
expression of protein A, which is also known to be involved in cardiac development, was markedly 
increased in the model mice. Immunostaining of downstream proteins of s showed that the activation 
of proteins related to the regulation of apoptosis was suppressed, suggesting their involvement in 
the pathogenesis of cardiac disease.

研究分野： 先天性心疾患

キーワード： チロシンキナーゼ　先天性心疾患　CRISPR-Cas9
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ABL1機能獲得型変異による心疾患発症のメカニズムは未解明である。本研究は近年確立した実験手法である
CRISPR-Cas9・プロテオーム解析などを用いて世界で初めてその解明を試みた。骨髄細胞におけるABL1の機能獲
得が白血病の原因になることが知られているが、今回の研究により生殖細胞においては骨髄とはまったく異なる
分子メカニズムが関与する可能性が示唆された。今後、培養細胞実験で検証を行ったうえで学術発表を計画して
いる。

※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 
(1) ABL1 はチロシンキナーゼを発現する前癌遺伝子である。骨髄細胞においては BCR と
の融合遺伝子（フィラデルフィア染色体）が慢性骨髄性白血病の原因として知られている。 
(2) 生殖細胞において ABL1 の機能獲得型変異が先天性心疾患を伴う症候群を発症するこ
とが 2017 年に初めて報告されたが、そのメカニズムは未解明である。 
(3) 研究代表者は家族性先天性心疾患の家系において ABL1 の新規機能獲得型変異を発見
した。培養細胞を用いた強制発現実験において UFD1、AXIN1、ATRX のリン酸化が本症候
群の発症に関与する可能性を報告した。 
 
 
２．研究の目的 
機能獲得型変異をノックインしたモデルマウスを用いて ABL1 機能獲得型変異による先天
性心疾患の発症メカニズムを解明すること。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 実験用マウス（C57BL/6）の Abl1 に対して CRISPR-Cas9 法を用いて機能獲得型変異
をノックインする。ノックインする変異は、当時ヒトにおいて報告されていた 3 つの機能
獲得型変異のうち gRNA/Cas9 の切断効率やオフターゲット変異のリスクを元に検討し決
定する。ファウンダーマウスを野生型と交配してヘテロで系統維持する。 
(2) モデルマウスの表現型解析は成獣に対して超音波検査などで行う計画であったが、研
究開始後にモデルマウスの生存率が極めて低いことが判明したため胎児サンプルを使用す
る方針に変更した。モデルマウスの精子と野生型の卵子を用いて体外授精を行い ICR マウ
スに胚移植する。妊娠 19 日目にセボフルレンによる吸入麻酔下に帝王切開で娩出する。 
(3) 胎児心臓から総蛋白を抽出してプロテオーム解析を行い、心疾患の発症に関与する蛋
白を検討する。さらにその関連蛋白について免疫染色等で検証する。 
 
 
４．研究成果 
(1) モデルマウス（ヘテロ）と野生型を交配して得られたマウスを 3 週齢で遺伝子型判定
したところ、ヘテロ率は約 20%（理論値 50%）と少なく、さらにその一部は成獣になるま
でに死亡した。充分な数の成獣サンプルを得ることは困難と判断し、胎児サンプルで検討す
る方針とした。体外受精・胚移植により得られた胎児マウスにおいてもヘテロ率は同様に約
20%であった。 



(2) 胎児心臓のプロテオーム解析では、モデルマウスにおいて蛋白 A（先天性心疾患の発症
に関与することが知られている）の発現が著増していた。（図 1） 
 
(3) 胎児マウスの心臓薄
切を作成し、免疫染色を
行った。プロテオーム解
析の結果通り、モデルマ
ウスにおける蛋白 A の発
現亢進が確認された。ま
た蛋白 A のカスケード下
流蛋白である B および C
（いずれもアポトーシス
制御に関与）のリン酸化
が抑制されていることが
確認された。（図 2）これ
らの蛋白のリン酸化（＝
活性化）抑制が先天性心
疾患の発症に関与してい
ると考えられた。 
 
【今後の展望】 
実験用培養細胞を用いて、野生型および変異型 ABL1 の強制発現実験を行い、免疫染色の結
果の検証を行ったうえで学術論文として報告する予定である。 
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