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研究成果の概要（和文）： 
 心臓流出路の発生には、おもに二次心臓領域と心臓神経堤由来の 2 種類の心臓前駆細胞の働
きが必須であるが、これらの細胞の相互作用によって正常な流出路が形成される機序はいまだ
明確でない。私たちは、二次心臓領域に発現し、心臓神経堤細胞の遊走に関与する神経血管誘
導因子・Sema3C の発現制御機構を明らかにすることにより、流出路発生における両細胞間相
互作用に関与する分子機構を解明した。Sema3C の enhancer に lacZ 遺伝子を連結・導入した
transgenic マウスの解析と ChIP および luciferase assay を組み合わせ、Sema3C の上流直接
活性化因子として Foxc1/c2 を、上流抑制因子として Tbx1 を特定した。遺伝子改変マウスの解
析によって、Tbx1 の発現低下により Sema3C が神経堤細胞に異所性に発現し、その遊走を障
害することが示唆された。さらに両細胞間相互作用を担う候補タンパクの検討により、Tbx1
の Sema3C 抑制機構は、心臓神経堤細胞において分泌因子 Fgf8 を介することが推定された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Two progenitor cell lineages, the cardiac neural crest cells (cNCCs) and the second heart 
field (SHF), play key roles in development of the cardiac outflow tract (OFT), and their 
interaction is essential for establishment of completely separated pulmonary and systemic 
circulation in vertebrates. However, a detail of their interaction was not clarified yet. 
Neurovascular guiding molecule, Semaphorin 3C (Sema3C) is one of the candidate factors 
which is essential for interaction between cNCCs and the SHF during development of the 
OFT. In pharyngeal arch region, Tbx1 negatively regulate Sema3C expression in cNCCs 
via Fgf8 signaling. Foxc1/c2 activate Sema3C expression in the OFT and pharyngeal 
mesoderm and orchestrate it with negative regulation by Tbx1. Loss of Fgf8 activity in 
pharyngeal region leads to an ectopic activation of Sema3C in cNCCs resulting in their 
migration defect. 
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１．研究開始当初の背景 
 先天性心疾患は、出生 1000 人につき 5〜10
人におこる最も頻度の高い先天異常の一つ
であり、心臓発生の異常に起因する。高等動
物の心臓発生は、時間的、空間的に秩序だっ
た複雑な過程によって成立する。最近 10 年
間の心臓発生研究の成果として、心臓の各領
域の発生にはいくつかの由来の異なる前駆
細胞が協調的に働き、転写因子、増殖因子な
どをコードする多くの遺伝子が関与するこ
とが判明してきた。特に心臓流出路と大血管
の発生には、側板中胚葉細胞以外に心臓神経
堤細胞と二次心臓領域細胞と呼ばれる心臓
前駆細胞が関与することが判明した（Waldo 
et al. Development 2001; Kelly et al. Dev 
Cell 2001）。原始心筒が looping する頃、そ
の背側にある咽頭弓臓側中胚葉に由来する
二次心臓領域細胞が心臓へ流入し、流出路心
筋・平滑筋に分化する。さらに、神経管（外
胚葉）背側に起源する間葉系細胞である心臓
神経堤細胞が流出路まで移動・分布し、流出
路中隔が形成される。私たちは、転写因子
Tbx1 が二次心臓領域に発現し、Fox 転写因子
の制御を受け、線維芽細胞増殖因子 Fgf8/10
を介して、心臓流出路の発生に機能すること
などを解明してきた（Yamagishi et al. Genes 
Dev 2003; Yamagishi & Srivastava Trends 
Mol Med 2003; Hu, Yamagishi et al. 
Development 2004; Maeda, Yamagishi et al. 
Dev Dyn 2006）。TBX1 は、心臓流出路異常を
高率に合併する 22q11.2微細欠失症候群の主
要な疾患原因遺伝子である。私たちが樹立し
た Tbx1 発現低下マウスでは、総動脈幹症、
大動脈弓離断症などの 22q11.2症候群と同様
の心臓流出路および大血管の異常が認めら
れる。 
 さらに最近、私たちは心臓流出路異常をき
たすヒトにおける新規疾患原因遺伝子とし
て、転写因子 GATA6 を同定した（Kodo K et al. 
Proc Natl Acad Sci USA 2009）。心臓神経堤
細胞で Gata6の機能を喪失したマウスでは心
臓流出路異常をきたすことが報告されてお
り、Gata6 が心臓神経堤細胞の発生を制御す
る可能性が示唆される（Lepore JJ, et al. J 
Clin Invest. 2006）。二次心臓領域細胞を制
御する TBX1 と心臓神経堤細胞を制御する
GATA6 の遺伝子異常がヒトで共通の流出路異
常を発症すること、また加えて、過去の多く
の動物実験で二次心臓領域細胞の発生異常
を有するノックアウトマウスと心臓神経堤
細胞の発生異常を有するノックマウスに認
められる心臓流出路形態異常の表現型が酷
似することから、二次心臓領域細胞と心臓神
経堤細胞間に相互作用が存在し、正常な流出
路の発生を制御すると考えられる。 
 さらに、心臓神経堤細胞の発生過程を制御
する細胞間シグナル伝達の候補として、多数

の分子のネットワークにより発生に関与す
る semaphorin-plexin シグナル系がある。こ
のシグナル系に属する分泌因子である
semaphorin3C（Sema3C）と、心臓神経堤細胞
表面に発現する受容体 plexinA2（Plxna2）の
ノックアウトマウスは、いずれも心臓流出路
と大血管の発生異常を起こすことが報告さ
れた（Feiner L, et al. Development 2001; 
Brown CB, et al. Development. 2001）。 
 
２．研究の目的 
 心臓流出路発生において、二次心臓領域細
胞の発生を制御する TBX1 と心臓神経堤細胞
の発生を制御する GATA6の下流に共通して介
在する分子機構を同定し、両細胞間相互作用
を解明することを目的とする。これまでの独
自の研究成果から得た「Tbx1 と Gata6 の下流
に semaphorin-plexinシグナルが共通の分子
機構として存在し、二次心臓領域・心臓神経
堤細胞間の相互作用を介して心臓流出路が
正常に発生する」という仮説を検証する。 
 これまでに semaphorin-plexinシグナルを
介する二次心臓領域および心臓神経堤細胞
間の相互作用の詳細なメカニズムや、相互作
用の異常が心臓流出路の表現型に与える影
響を検討した報告はほとんどない。そこで私
たちは、ヒト心臓流出路発生異常の病因遺伝
子として GATA6 および TBX1 という２つの転
写因子に着目し、その semaphorin-plexin シ
グナルの調節に関与する新たな共通の分子
機構を同定することにより、二次心臓領域お
よび心臓神経堤細胞間相互作用の解明を目
指すことに着想した。本研究は、研究代表者
が最近約 10 年間継続してきた独自に得た心
臓流出路発生の研究成果に基づき行う独創
的な研究である。 
 
３．研究の方法 
1) Sema3C 心臓流出路特異的発現制御領域の
特定：transgenic マウスを用いた検討で、
Sema3C の心臓流出路特異的発現を制御する
領域を、絞り込んで、重要な発現制御エレメ
ントを特定する。 
2) Sema3C 心臓流出路特異的発現制御領域の
時間的空間的解析：特定された発現制御領域
に lacZ レポーター遺伝子を導入した
transgenic マウスを応用し、流出路発生にお
ける lacZ 遺伝子発現を X-gal 染色を用いて
解析し、lacZ 遺伝子が発現する細胞を空間的
に特定する。Sema3C のダイナミックな発現が、
流出路発生のどの時期にどの前駆細胞に認
められるかを、時間的空間的に明らかにする。 
3) Sema3C 心臓流出路特異的発現を制御する
因子の特定：特定された発現制御領域を
VISTA データベースで解析し、Sema3C の心臓
流出路特異的発現制御領域に存在する、種を
越えて保存された転写因子結合配列を検索



する。Sema3C の心臓流出路発生におけるダイ
ナミックな発現は、時間的空間的に協調した
複数の転写因子群とその結合配列の制御を
受けると推測される。抽出された転写因子お
よび結合配列について、転写活性を
luciferase assay により、DNA 結合能を EMSA
および ChIP assay により解析する。 
4) Tbx1 による Sema3C 制御機構の検討：先天
性心臓流出路異常の原因遺伝子として最も
頻度の高い TBX1 により、Sema3C のダイナミ
ックな発現が制御を受けるかどうかを検討
する。上記 Sema3C 発現 transgenic マウスと
Tbx1 発現低下マウスを交配し、Sema3C のダ
イナミックな発現が Tbx1 の発現低下により
変化するかどうか、また Tbx1 発現低下マウ
スの心臓流出路異常（総動脈幹症）にどのよ
うに関与するかを検討する。さらに Tbx1 の
Sema3C 発現制御が直接的か間接的か、Tbx1
の下流の候補となる分泌タンパクの検討に
より明らかにする。 
 
４．研究成果 
 Sema3C のゲノム遺伝子制御領域の解析に
より、Sema3C を制御する最有力候補として、
Sema3C ゲノム上流（5’側）約-500bp 付近に、
種を越えて保存された Forkhead（Fox）転写
因子群の結合配列が検出された（図 1A）。 

 
 Transgenic マウスによる検討では、この結
合配列を含む-492bp から-691bp の領域およ
び上記 Fox 結合配列が Sema3C の心臓流出路
における発現に必須であることが示唆され
た（図 1A-G）。luciferase assay（図 1H）お
よび ChIP assay（図 1I）により、Fox 転写因
子群の中で、Foxc1 および Foxc2 が上記 Fox

結合配列に結合して転写を活性化した。さら
に、Foxc1 および Foxc2 のノックアウトマウ
スの心臓流出路において、Sema3C の発現低下
が全胚 in situ hybrydization（ISH）解析（図
1J-M）により認められた。以上の結果より、
Foxc1 および Foxc2 が心臓流出路における
Sema3C の発現を制御する転写因子として特
定された。 
 一方、Sema3C の下流（3’UTR 領域）には、
種を越えて保存された T-box転写因子結合配
列が検出され（図 2A）、この T-box 結合配列
と、私たちが以前報告した GATA 結合配列
（Kodo K, et al. PNAS 2009）を含む Sema3C
ゲノムを用いた luciferase assay では、興
味深いことに、Tbx1 が Gata6 による Sema3C
の転写活性化を抑制した（図 2B）。また、ChIP 
assay では、Tbx1 が上記 T-box 結合配列に結
合することが示唆された（図 2C）。さらに、
上記 Sema3C 発現制御領域に lacZ レポーター
を挿入した transgenic マウスを用いた in 
vivo の検討では、Tbx1 の発現が正常のマウ
ス（図 2D, Tbx1neo/+）に比して、Tbx1 の発現
が低下したマウス（図 2D, Tbx1neo/neo）におい
て、lacZ の発現が異所性に亢進していた。以
上の結果はすべて、Tbx1 が Sema3C の発現を
抑制的に制御するという仮説に合致する。さ
らに組織学的には、Sema3C-lacZ 遺伝子の発
現は、Tbx1 発現低下マウス（Tbx1neo/neo）の二
次心臓領域由来および心臓神経堤由来の両
細胞群において異所性に亢進していること
が示唆された（図 2D）。 
 

  
 Tbx1 は二次心臓領域に発現するが、心臓神
経堤には発現しない転写因子であるため
（Garg, Yamagishi et al. Dev Biol 1999）、
Tbx1 発現低下マウスの心臓神経堤細胞で
Sema3C が過剰発現する分子メカニズムにお



いて、Tbx1 の下流標的因子として二次心臓領
域で発現し、分泌されて近傍に遊走してきた
心臓神経堤細胞に作用するシグナル伝達分
子が存在すると考えられた。私たちは以前、
Tbx1 の下流で分泌因子 Fgf8 が機能すること
を報告したが（ Hu, Yamagishi, et al. 
Development 2004）、その分子経路の機能の
詳細は未だ明らかではなかった。そこで、
Tbx1 の下流で Sema3C の心臓神経堤細胞での
発現を抑制する候補タンパクとして Fgf8 に
着目した。胎生 10.5 日前後のマウス胚およ
び HHstage18-22 前後のニワトリ胚より摘出
して培養した心臓神経堤細胞を用いた実験
系で、Fgf8を添加ないし抗Fgf8抗体（Fgf8ab）
により抑制した場合の Sema3C の発現を、免
疫組織化学法と定量的 PCR 法で解析した。そ
の結果、Fgf8 の添加により培養心臓神経堤細
胞における Sema3C の発現は抑制され（図 3A, 
B）、抗 Fgf8 抗体による Fgf8 の抑制により培
養心臓神経堤細胞における Sema3C の発現は
亢進した（図 3A, C）。 

 
 以上より、心臓流出路形成において二次心
臓領域では、Tbx1 が発現して Sema3C の発現
を抑制し、その周辺の心臓神経堤細胞に対し
ては、Tbx1 の下流標的因子である Fgf8 が二
次心臓領域から分泌され、心臓神経堤細胞を
未分化、遊走状態に維持する。一方、流出路
近位では、Gata6 および Foxc1/c2 により
Sema3C の発現が活性化され、遊走してきた心
臓神経堤細胞を流出路近位へと誘導する機
序が明らかになった。 
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