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研究成果の概要（和文）：グリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）受容体ファミリーであるGFRA2を介する未知の
新規シグナル経路は、心臓発生での心筋緻密化に必須で、心筋緻密化障害の原因となり得る。本研究では、この
新規GFRA2シグナル経路の本態解明を目的とした基盤研究を行った。GFRA2と相互作用する因子の探索、GFRA2発
現細胞の予定運命図の作成、時空間的コンディショナル変異マウスの表現型解析の為の遺伝子改変作業を完了し
た。今後は、これらを用いた解析へと移行する。また、転写因子Sox17が心内膜への分化に特異的に機能し、心
筋緻密化に必要であることも発見した。ヒト心筋緻密化障害症例でのGFRA2変異の探索も継続している。

研究成果の概要（英文）：An unknown non-canonical signal via GFRA2, a glial-cell derived neurotrophic
 factor receptor family member, is vital for compaction of ventricular myocardium in the mouse 
embryos. Defect of this is a potent cause of left ventricular noncompaction (LVNC) in humans. In 
this study, aiming to validate this signal pathway, we have performed the followings: (1) To 
identify a factor directly interacting GFRA2, genetic modification (GM) on mouse embryonic stem (ES)
 cells has been completed. Screening with this cell is planned next. (2) GM of mouse ES cells to 
generate the mice for conditional targeting of Gfra2 as well as for lineage tracing of GFRA2+ cells 
has been completed. Elucidating the phenotype of GM mice and the fate-map are planned next. (3) 
Transcription factor Sox17 is found to be specific for endocardium lineage and be essential for 
compaction. (4) Some mutation of GFRA2 has been found among LVNC patients, although whether sits 
responsibility for the disease is still unclear.

研究分野：発生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋緻密化障害は難治で予後不良であり、分子病態も多くが不明である。この疾患に関する基礎研究による知見
も限定的かつ断片的で、かつヒト症例の遺伝学とは未だ有機的に関連づけられていない。本研究は、心筋緻密化
に関与する分子機構をGFRA2という新たな視点から解析し、断片的な知見のギャップを埋めようとするものであ
る。さらに、心筋緻密化過程に関与する新たな糸口として転写因子Sox17を見い出し、新たな解析の起点を提示
できた。また、病的意義はまだ不明あるが、ヒト心筋緻密化障害症例においてGFRA2の変異も見出している。今
後も研究を継続し、心筋緻密化機構の解明とヒト心筋緻密化障害の分子病態の理解を深めたい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

心筋緻密化障害は、重症心不全をきたして予後不良となる拡張型や拘束型心筋症の起因と

なる重要な病理形態である。その病理病態は多くが未知で、臨床遺伝学的背景も多くの症例で不

明である。研究代表者は、これまでにマウス胚体内における心臓前駆細胞の性質とその分化機構

の研究を行い、グリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）受容体ファミリーの一つである GPIアン

カー型細胞膜蛋白 Gfra2 遺伝子が、心臓前駆細胞で一過的にではあるが特異的に発現し、Gfra2

と類縁の機能的冗長性を有する Gfra1 遺伝子と共に心室壁構造の成熟過程である心筋緻密化に

必要であることを見いだした（Ishida, Yashiro et al. Cell Reports 2016）。マウス胚で Gfra2が変異

すると、本来は心臓前駆細胞では発現のない Gfra1遺伝子が異所的に発現し、心筋緻密化障害の

表現型をレスキューする。一方で、Gfra1/2 二重変異マウスは心筋緻密化障害心筋症を呈する。

心臓前駆細胞で Gfra2が発現し機能している時期は、二重変異マウスで心筋緻密化障害を発症す

る時期よりも数日も先行していた。GFRA2の生理的リガンドである NRTNを介したシグナル経

路は心筋緻密化には必要ではなく、心筋緻密化過程に必要である GFRA2を介したシグナル経路

の本態は不明のままであった。 

心筋緻密化は生理的な心室壁構造が完成する過程であり、その過程の分子生物学的機構の

理解は、心筋緻密化障害の分子病態の理解にとどまらず、３次元構造を有する移植用グラフトを

実現するために再生医療／組織工学的観点からも重要である。 

２．研究の目的 

本研究では、心筋緻密化過程における未知なる GFRA2を介したシグナル経路の本態と、心

筋緻密化過程で GFRA2が果たす役割を解明し、ヒト疾患における生理的意義を確認する事で難

治で予後不良な心筋緻密化障害の病理病態の理解を深める基盤研究を目的とした。具体的に計

画している研究項目は、心臓発生に必要な GFRA1/2を介する未知のシグナル経路の本態を明ら

かにすること、Gfra1/2 のマウス心臓発生における心筋緻密化過程に果たす役割の理解、および

ヒト心筋緻密化障害患者の GFRA1/2 遺伝子変異を探索することによるヒトの病態における意義

の確認である。 

３．研究の方法 

以下のような研究手法で研究を進めた。詳細は研究成果に記す。 

(1) GFRA2蛋白と相互作用する分子の探索 

(2) 心臓前駆細胞における Gfra1/2 二重変異時における遺伝子発現とリン酸化蛋白のプロファイ

リング 

(3) マウス胚心臓内での Gfra2陽性心臓前駆細胞系譜の追跡 

(4) Gfra1/2二重コンディショナル変異マウスの作成と解析 

(5) ヒト心筋緻密化障害症例で GFRA1と GFRA2の変異を探索 

４．研究成果 

研究機関内における研究代表者の研究施設の移動、予期し得なかった研究資源の喪失、及び

新型コロナウイルス感染拡大による研究活動の制限などにより、当初予定していた研究計画に

遅れを生じたものの、各研究目標はそれぞれ下記のように進展した。研究機関終了後も研究を継

続し、研究を成果としてまとめ、国際学会・国際誌等で発表していきたい。 

(1) GFRA2蛋白と相互作用する分子の探索 

GFRA2 タンパクと相互作用をする分子を単離し同定するために、マウス ES 細胞に遺伝子

改変を行い、GFRA2分子の N末に FLAG-PA tagが連結するように遺伝子改変を行った。また、

Gfra2 が変異しても GFRA2 が陽性となるはずの心臓前駆細胞を同定できるように、この Flag-



PA-Gfra2遺伝子座に、ゲノム 編集を利用してプロモーターと Flag-PA-Gfra2との間に in-frameで

tdTomato-2a 遺伝子カセットのノックインを行い、実験に用いる ES細胞株を得た。今後は、この

ES 細胞を用いて、CRISPR/Cas9 を用いて Gfra1/2 の二重変異を導入した株をネガティブ・コン

トロールとして作成し、心臓前駆細胞への分化誘導後に FLAG-PA tag を用いた Tandem Affinity 

Purificationによって濃縮した試料を質量分析計を用いて解析する。これにより GFRA2タンパク

と相互作用する分子の同定する。 

(2) 心臓前駆細胞における Gfra1/2 二重変異時における遺伝子発現とリン酸化蛋白のプロファイ

リング 

(1)で作成した細胞株を用いて、野生型と Gfra1/2 二重変異を比較する形で次世代シーケン

サーを用いた RNA-seqと、質量分析計を用いたリン酸化タンパクプロファイルの差を分析する。

リン酸化蛋白の濃縮には、IMAC-Fe樹脂カラム（GEヘルスケア）を用いる。現在、ネガティブ・

コントロール用に、CRISPR/Cas9によって tdTomato-2a- Flag-PA-Gfra2 ES細胞株の Gfra1と Gfra2

遺伝子に in/delによる変異を導入中である。今後、データを取得し、解析を進める。 

一方、野生型心臓前駆細胞のシングルセル解析によって、転写因子 Sox17 が心臓前駆細胞

の中で、特に心内膜に分化する系譜で特異的に発現することを見出した。Sox17の中胚葉特異的

ノックアウトマウスは心筋緻密化障害を生じ、Gfra1/2 と Sox17 が同一シグナルカスケード上に

ある因子であることが示唆された。この結果は国際学会と国際誌にて発表された。 

(3) マウス胚心臓内での Gfra2陽性心臓前駆細胞系譜の追跡 

Gfra2を発現した細胞をマウス胚体内で追跡するために、CreERT2カセットの Gfra2遺伝子

座へのノックイン・マウスの作成を行なっている。CreERT2ノックイン・アレルを JM8Aマウス

ES 細胞株で作成が終了し、キメラマウス作成の段階で新型コロナによる研究活動が制限され、

作業が中断した。研究活動制限が解除され次第、キメラマウスの作成に着手し、Gfra2-CreERT2

ノックインマウスを作成する。その後、このマウスと CreレポーターRosa26-eYFP マウスと交配

し、妊娠７〜8日目に妊娠母体マウスにタモキシフェンを投与することで Gfra2陽性心臓前駆細

胞を eYFPで遺伝学的にラベルし、個体内での Gfra2陽性細胞の時空間的な分布を追跡する。 

(4) Gfra1/2二重コンディショナル変異マウスの作成と解析 

この目的のために、Gfra2floxアレルの作成を ES細胞に導入するための作業を行なっている。

Targetingベクターの作成を終了し、現在は floxアレルの導入作業を JM8Aマウス ES細胞株に対

して実行中である。作成した Gfra2flox ES細胞株に CRISPR/Cas9にて Gfra1遺伝子座に in/delに

よる null アレルを導入し、キメラマウスを経て Gfra1null/+・Gfra2flox/+マウスを作成し、心筋特異

的な二重変異マウスの表現型の解析へ進めたい。 

(7) ヒト心筋緻密化障害症例における GFRA1と GFRA2の遺伝子変異の探索 

国際医療福祉大学  市田  蕗子特任教授及び富山大学医学部小児科学 廣野  恵一講

師との共同研究にて、心筋緻密化障害の患者ゲノムの探索を行い、GFRA2 遺伝子に

変異を持つ患者の発見に至っているが、現在までにはその病的意義までは明らかで

はない（K Hirono ら , personal communication: 未発表）。  
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