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研究成果の概要（和文）：アクチンの核化・重合促進因子であるformin蛋白質FhodにはFhod1とFhod3の2つが存
在する。Fhod3は胎児期の心臓発生に関与していることが知られているが、そのホモログであるFhod1は心機能へ
の関与は明らかではなかった。我々はFhod1欠損マウスを作出し、野生型およびFhod1欠損マウスを用いて、心臓
におけるFhod1の発現ならびに心機能への関与を検討した。その結果、Fhod1は心臓において発現が極めて少な
く、また発現していたとしても心機能にはほぼ関与していないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The formin family proteins nucleate and elongate actin filament, thereby 
functioning in diverse cytoskeletal processes. Fhod3, one of the cardiac formin proteins, plays a 
crucial role in development and functional maintenance of the heart. On the other hand, the role of 
Fhod1, a protein closely-related to Fhod3, has still remained elusive. To clarify the physiological 
role of Fhod1, we generated Fhod1 knockout mice by replacement of exon 1 of the Fhod1 gene with a 
lacZ reporter gene. Both in histological LacZ staining and in immunoblot analysis, expression level 
of the Fhod1 protein in the heart was below the lower limit of detection. Fhod1 knockout mice did 
not show any defects in gross and histological appearance of the heart.  Thus, Fhod1 appears to be 
unnecessary for normal development and function of the mouse heart, even if a marginal amount of 
Fhod1 is expressed in the heart.

研究分野：細胞骨格

キーワード： 心筋

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでFhod3が心発生と心機能維持に必須であることを我々は明らかとしてきた。一方、Fhod1は心筋に発現し
て機能しているという報告もあったが、本研究によってFhod1は心臓において発現が極めて少なく、また発現し
ていたとしても心機能にはほぼ関与していないことを我々は新たに見出した。心臓におけるアクチン核化・重合
因子の果たす役割の研究を通して、心筋の収縮力調節機構を正しく理解することで、心不全といった病態機構の
原因解明の糸口につながると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞骨格の主要成分であるアクチンは、細胞のダイナミックな形態変化に必要な蛋白質であり、
特に細胞の運動においては極めて重要な役割を担っている。細胞内のアクチンには「G-アクチ
ン」とよばれる単量体と「F-アクチン」とよばれる多量体（アクチン線維）の状態が存在する
ことが知られており、このふたつの状態が行き来することで細胞のダイナミックな変化を引き
起こす。F-アクチンが作られるためには、まず重合核ができる必要があり、重合核形成を担う
蛋白質として formin 蛋白質や Arp2/3 複合体などが知られている。そのうち、formin 蛋白質
はアクチンに結合して核化・重合促進のための機能ドメインである FH2(formin homology 2)
ドメインが働くことでアクチン線維プラス端方向へ伸長させる役割を果たし、細胞におけるス
トレスファイバーなどの直線状のアクチン構造物の形成に関与していると考えられている。し
かし、formin蛋白質の個体における生理的な役割は不明な点が多く、さらに詳細な解析が必要
であった。 
 
２．研究の目的 
formin蛋白質は哺乳類細胞において 15種類の存在が確認されており、その中の Fhodサブフ
ァミリーには Fhod1 と Fhod3 の 2 つが存在する。申請者らはこれまでに、心臓に発現する
Fhod3が、心筋サルコメア内のアクチン線維形成を担うこと（Taniguchi et al., JBC 2009）、
心拍動下のアクチン線維形成を通じて心臓の発生に必須であること（Kan-o et al., Biol Open 
2012）、さらに、出生後の心臓においても、心機能の維持ならびに負荷への肥大応答に必要で
あることを明らかにしてきた（Matsuyama et al., PNAS 2018; Ushijima et al., JBC 2018他）。
他方、Fhod1 については、細胞内のアクチン線維の形成に関与していること（Takeya and 
Sumimoto, JCS 2003)、ROCK kinase の下流で Fhod1 が活性化されて機能していること
（Takeya et al., EMBOJ 2008）を明らかにしてきた。しかしながら、個体レベルでの Fhod1
の機能は不明な点も多い。我々は Fhod1 のマウス個体レベルでの機能解析をすすめるため、
Fhod1ノックアウトマウスを作出することとし、個体を解析することで、Fhod1の新しい機能
を探索したいと考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）Fhod1特異的抗体を用いた各臓器での発現解析 
各臓器での Fhod1の発現を検討するため、野生型のマウスより各種臓器をホモジナイザー
で破砕、蛋白質抽出をおこない、Fhod1蛋白質の N端部分、DADドメイン部分、C末端部分
を抗原とした 3種類のウサギ抗 Fhod1抗体を用いてイムノブロットを行った。 
 
（２）Fhod1ノックアウトマウスの作出と表現型解析 
  Fhod1遺伝子座に LacZ遺伝子を挿入した ES細胞の相同組換え体を胚に注入して、得ら
れたキメラマウスを交配した後、F1世代ヘテロ欠損マウスを得た。その後、これらの兄妹交配
によりホモ欠損マウスまで作出をおこなった。マウスにおける Fhod1の遺伝子型の判別のため
に、サザンブロッティングおよび PCR 法を用いた。作出したノックアウトマウスを長期間飼
育し、野生型とノックアウトマウス間での生存曲線の差異があるかを検討した。また、ヘテロ/
ホモ欠損マウスによる各臓器における Fhod1の発現解析のために X-gal染色法を用いた。 
 
（３）Fhod1ノックアウトマウスにおける心機能の解析 
  心臓の組織を HE切片観察することで形態を検討すると共に、心体重比の比較および心エ
コー解析により、心機能評価をおこなった。また、リアルタイム PCR 法を用いて、心不全マ
ーカー（ANP, BNP, -MHC)の発現量を野生型とノックアウト間で比較して、心機能状態を解
析した。 
   
（４）心筋構成蛋白質の局在観察 
  心筋におけるサルコメア構造及び介在板構造を観察するため、サルコメア構成蛋白質
（actin、-actinin）、介在板構成蛋白質（Vinculin, N-cadherin, Connexin43）の抗体を用い
て免疫染色を行った。また、心筋における Fhod1及び Fhod3の局在を知るため、それぞれの
特異的抗体を用いて、免染を行った。その後、共焦点レーザー顕微鏡を用いてそれぞれの局在
を野生型とノックアウトマウス間で比較観察した。 
 
（５）ノックアウトマウスにおける他 formin分子の発現変化 
  Fhod1ノックアウトマウスの心機能に異常が見られなかったことから、心臓に存在してい
る他の formin蛋白質（Daam1, Fhod3, mDia1)の発現が亢進することで心機能を代償している
可能性が想定されたため、リアルタイム PCR法を用いてこれらの formin蛋白質について発現



量の変化を調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）Fhod1特異的抗体を用いた各臓器での発現解析 
  我々の研究室で作製した抗原領域が異なる Fhod1特異的抗体 3種類を用いて、マウス個体
内における Fhod1の発現部位をイムノブロッティング法により検討した。その結果、肺、脾臓、
骨髄、胸腺において Fhod1の発現が検出された一方、心臓において発現は検出されなかった。   
 
（２）Fhod1ノックアウトマウスの作出と表現型解析 
  我々は Fhod1のマウス個体レベルでの機能解析を進めるため、Fhod1遺伝子座に LacZ遺
伝子を挿入した Fhod1ノックアウトマウスを作出した。作出した Fhod1ノックアウトマウス
と野生型マウスにおいて外見上明らかな差はなく、生存曲線においても有意な差は見られなか
った。次に、マウス個体内における Fhod1の発現細胞の探索を X-gal染色法を用いて行った。
その結果、肺、脾臓ではシグナルは見られたものの心臓においてシグナルは検出されなかった。
過去、Fhod1は心筋細胞で発現して介在板に局在している（Dwyer et al., AR 2014; Al Haj et 
al., EJCB 2015）との報告があったが、本研究では心臓に Fhod1の発現が認められなかった。
心臓における Fhod1の発現量が我々の検出限界以下である可能性もあることから、心臓におけ
る Fhod1 の役割を検討するため、Fhod1 遺伝子破壊の効果を評価しよう考えた。これより、
野生型マウスとノックアウトマウス間での心機能の差を明らかにしたいと考え、以降心機能の
解析に焦点を絞ることとした。 
 
（３）Fhod1ノックアウトマウスにおける心機能の解析 
  Fhod1ノックアウトマウスで心機能異常が起こっている可能性を考え、心体重比、組織学
的解析及び心エコー解析を行ったが、いずれも野生型との差異は見られなかった。心臓の機能
的異常により発現が亢進すると知られている、心不全マーカー（ANP, BNP, -MHC)の転写量
においても野生型とノックアウトマウスの間でいずれも有意な差は認められなかった。これよ
り、Fhod1の欠損は心臓の形態異常や機能障害は起こさないことが明らかとなった。 
 
（４）心筋構成蛋白質の局在観察 
  心筋における収縮装置であるサルコメア構造を詳細に観察するため、野生型およびノック
アウトマウスの心臓組織を用いて、免疫染色を行った。その結果、サルコメア構造には異常は
認められなかった。次に、Fhod1は介在板に局在しているとの過去の報告を元に介在板に着目
して解析を行った。その結果、介在板構成蛋白質である Vinculin、N-cadherinの局在は 
異常は認めらなかった。また、介在板への Fhod1 の局在を観察するため、3 種類の Fhod1 抗
体を使って免疫染色を行ったが、いずれも介在板への局在は認められなかった。さらに、介在
板における Gap junction の構成蛋白質である Connexin43 の局在を観察した。通常、
Connexin43 は介在板に限局しているが、心筋疾患時はその局在が分散することが知られてい
る。野生型およびノックアウトマウスで Connexin43の局在を比較したところ、それらの間に
差は認められなかった。これらの結果より、野生型およびノックアウトマウス間において、サ
ルコメア及び介在板の構造と機能には差がないと考えた。 
 
（５）ノックアウトマウスにおける他 formin分子における発現の変化 
  ノックアウトマウスでは顕著な心機能異常が見られないことから、心臓に発現することが
知られている他の formin蛋白質（Daam1, Fhod3, mDia1)の発現が亢進して Fhod1の機能を
代償している可能性を考えた。リアルタイム PCR 法にて発現量の解析を行ったが、野生型と
のノックアウトマウス間での転写量の差は見られなかった。これより、他の formin 分子が
Fhod1欠損における心機能を代償しているわけではないと考えられた。 
 
以上より、Fhod1は心臓において発現量は極めて少なく、また発現していたとしても心機能に
はほぼ関与していないと結論づけた(Sanematsu et al., Cytoskeleton 2019)。 
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