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研究成果の概要（和文）：本研究では、心臓に強く発現するアクチン重合制御因子Fhod3の欠損マウスを作出し、ホモ
欠損マウスでは胎生8.5日以降の筋原線維の成熟を伴う心筋発達が損なわれる結果、胎生11.5日までに心不全によって
死亡することを見出した。これらの結果は、アクチン重合制御因子Fhod3によるアクチン細胞骨格の制御が、筋原線維
の形成を通じて心臓形成に必須の役割を果たすことを示している。

研究成果の概要（英文）：Fhod3 is a cardiac member of the formin family proteins that play pivotal roles 
in actin filament assembly. In the present study, we show that Fhod3 KO mice appear normal up to 
embryonic day (E) 8.5, but fail to develop further and died by E11.5 with aborted development of 
myofibrils. These findings indicate that actin dynamics, regulated by Fhod3, participate in sarcomere 
organization during myofibrillogenesis and thus play a crucial role in heart development.

研究分野：分子細胞薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 	
 筋細胞は、アクチンとミオシン両線維の
相互作用によって力を生み出す。この両線維
が規則正しく整列したサルコメア構造をと
る横紋筋は、効率的に強い収縮力を得ること
が可能であり、運動から呼吸・循環といった
生命機能の本質部分を担っている。この横紋
筋の収縮メカニズムはこれまでにほぼ明ら
かにされてきたのに対し、サルコメアがどの
ようにして形成されるのか、に関しては依然
不明な点が多い。 
	
 	
 非筋細胞にも、筋細胞におけるサルコメ
アと同様のアクチンとミオシンからなる収
縮装置が存在する。細胞分裂時に形成される
収縮環や、培養細胞が基質には張り付く際に
形成されるストレスファイバーなどである。
これらはサルコメアのような規則正しい構
造は形成しないが、直線状のアクチン線維と
これに相互作用するミオシンからなってい
る。近年、これらの収縮装置を形成する直線
状のアクチン線維が、フォルミン蛋白質と呼
ばれる一群のアクチン調節蛋白質によって
構築されることが明らかとなってきた。 

	
 	
 フォルミン蛋白質は、上図に示す通り、
それ自身がアクチン重合核となるとともに、
アクチン重合に伴ってそのまま伸長端に結
合したままプロセッシブに移動するという
独特の性質をもっており、この結果、直線状
のアクチン線維を形成することができる。既
に述べたように、フォルミン蛋白質の一部の
メンバーは収縮環やストレスファイバーの
形成に関わることが明らかとなっているが、
他の多くのメンバーの生理機能は依然不明
であった。 
	
 	
 我々は、このフォルミン蛋白質の 1つの
サブファミリーFhod（Fhod1および Fhod3）
を単離して機能解析を進めてきた結果、
Fhod1 が血管内皮細胞におけるストレスフ
ァイバーの形成に関わることを明らかにし
た(Takeya et al. JCS 2003, Takeya et al. 
EMBO J 2008)。一方、Fhod3は横紋筋に限
局的に発現すること(Kanaya, Takeya et al. 
Genes Cells 2005)などから、筋サルコメアを
形成する直線状のアクチン線維の形成に
Fhod3が関与する可能性を考え、ラット初代
心筋培養細胞でRNA干渉法により Fhod3を
ノックダウンしたところ、サルコメア構造が
破綻することを見出した（ Taniguchi, 
Takeya et al. JBC 2009）。 

 
２．研究の目的 
 
	
 	
 上述の背景をもとに、細胞レベルでのサ
ルコメア形成に必須のアクチン重合制御因
子である Fhod3の欠損マウスを作出し、その
表現型解析を通じて横紋筋発生における
Fhod3 の役割を個体レベルで明らかにする
ことで、アクチン重合制御機構がサルコメア
構築において果たす役割とその制御シグナ
ルの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Fhod3 の心臓における発現と局在様式の
検討 
①マウスの成獣ならびに胎仔心筋における
Fhod3の発現を RT-PCR法により解析した。 
②マウスの成獣ならびに胎仔心筋における
Fhod3の局在様式を、３種類の自作抗体を用
いた免疫組織化学法により解析した。 
 
(2) Fhod3遺伝子改変マウスの作出 
①Fhod3 KOマウスの作出 
Fhod3遺伝子の第 1エクソンをマーカー遺伝
子 LacZ で置換したコンベンショナル・ノッ
クアウト（KO）マウスを作出した。 
②Fhod3トランスジェニックマウスの作出 
心筋に強く発現するαミオシン重鎖（α
-MHC）プロモーターの下流に Fhod3 の
cDNAを挿入した直鎖状 DNAを、C57BL/6
系統マウスの受精卵にマイクロインジェク
ションして、α-MHCプロモーターの制御下
に Fhod3 を発現するトランスジェニックマ
ウスを作出した。 
 
(3) Fhod3 KOマウスの表現型解析 
Fhod3コンベンショナル KOマウスを、LacZ
染色、組織学的解析、免疫組織化学染色、お
よび電子顕微鏡観察等により解析した。 
 
(4) Fhod3 トランスジェニックマウスによる
レスキュー実験 
Fhod3 KO マウスを Fhod3 トランスジェニ
ックマウスと交配することで、Fhod3をホモ
欠損した Fhod3 トランスジェニックマウス
を得、野生型の同腹仔と比較検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Fhod3 は胎仔期より心筋サルコメアの特
定の領域に局在する 
まず RT−PCR 法により、マウス胎仔期の心
筋に Fhod3 が発現していることを明らかに
した。次に、抗原部位が異なる３種類の抗
Fhod3自作抗体を用いて、胎仔期および成獣
期におけるサルコメアへの局在を検討した。
その結果、Fhod3 はサルコメアの中央部に、
二本のダブレットバンドとして局在してい



た。この局在様式は Fhod3トランスジェニッ
クマウスでも同様であった（図１）。 

	
 	
 サルコメア中のアクチン線維の向きは
一定であり、プラス端はサルコメア両端の Z
線に固定され、マイナス端はサルコメアの中
央部に向かっていることを考慮すると、
Fhod3 はアクチン線維のマイナス端近くに
局在していることになる（図３参照）。Fhod3
は in vitroではアクチン線維のプラス端に結
合するが、心筋組織内では逆にマイナス端に
結合するのかもしれないと考えられた。そこ
で、マイナス端のキャッピング蛋白質である
トロポモジュリンと共染色すると、Fhod3は
トロポモジュリンのバンドとは一致せずに
やや外側に局在していた（図２）。 

	
 	
 以上より、Fhod3はアクチン線維のプラ
ス端でもマイナス端でもなく、アクチン線維
とミオシン線維が重複する領域に局在して
いると結論づけた（図３）。 

	
 

(2) Fhod3 KOマウスは、サルコメア形成不
全により胎生致死となる	
 
Fhod3ホモ欠損マウスは、胎生 8.5日までは
ほぼ正常に発育し、その時点で一旦は心拍動
を開始した。しかしながら、その後の心筋組
織の発達が損なわれており、胎生 11.5日まで
に心不全症状である「心嚢液貯留」を呈して
死亡した（図４）。 

免疫組織化学法により筋原線維を観察する
と、胎生 8.5日においては野生型と差がない
が、その後のアクチン線維の増生を伴う筋原
線維の成熟が完全に障害されており（図５）、 

Fhod3 ホモ欠損マウスは筋原線維の形成不
全により胎生致死となることが示された。 
 
(3) Fhod3 KOマウスの心臓形成不全は、心
臓特異的に Fhod3 を発現することでレスキ
ューできる 
上述の通り Fhod3 ホモ欠損マウスは胎生
11.5日まで致死となるが、心不全症状である
「心嚢液貯留」を呈すると同時に、神経管の
閉鎖不全を伴っていた（図 4 参照）。この神
経組織での表現型が、胎生期の致死性に関与
している可能性を完全には否定できない。そ
こで、心臓での Fhod3の機能が致死の原因と
なっていることを明らかにするために、
Fhod3 トランスジェニックマウスによる
Fhod3 欠損マウスの機能的回復（レスキュ
ー）実験を行った。外来性の Fhod3遺伝子を
発現するトランスジェニックマウスと内因
性 Fhod3 をヘテロ欠損するマウスと交配さ
せることにより、内因性 Fhod3を完全に欠損
して外来性 Fhod3 だけを発現するレスキュ
ーマウスを作出した。レスキューマウスはホ



モ欠損マウスが致死となる胎生 11.5 日以降
も成長し、出生直前の胎生 18.5日まで生存し
ていた。このマウスは外脳症を呈していたが、
心臓は４つの心房心室をもった正しい構造
であった。また、免疫組織染色でも、一部に
正常に発達している心筋サルコメア構造が
観察された（図６）。 

	
 	
 以上より、心臓での Fhod3欠損が胎生致
死の原因であることが証明された。 
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