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研究成果の概要（和文）：Foxc2-CreERT2; R26R-LacZマウスを用いて、大血管リモデリングのFoxc2+細胞の分化
の特徴をX-gal 染色により調べた。また、ミュータント胚の鰓弓組織のFoxc2とFoxc1遺伝子発現をqPCRで解析し
た。Tamoxifenは母獣に一回のみ腹腔内投与した。E10.5-11.5投与のミュータント胎仔では動脈弓と動脈管が限
局的に強染された。また、Foxc1発現量はFoxc2欠失胚で著しい個体差を認めた。大血管壁に分化するFoxc2+間葉
細胞は時期限局性があり、本遺伝子欠損時の心大血管異常の形態スペクトラムにFoxc1遺伝子が関与する可能性
が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined the relationship between specific stage of the pharyngeal arch 
artery remodeling and the arterial media in the Foxc2-CreERT2; R26R-LacZ mice.  Pregnant female 
Foxc2+/-; R26R mice mated with a Foxc2-CreERT2; R26R-LacZ male were given Tamoxifen (TAM, 75 mg/kg 
BW, i.p.) once during the organogenesis stage.  Mutant fetuses were stained with X-gal at E18.5.  
Fetuses treated with TAM at E10.5 or E11.5 had pachycromatic and localized signals in the aortic 
arch and ductus. In pharyngeal arch tissue from Foxc2 null embryos, Foxc1 gene expression showed 
widely variation between individuals.  These results suggest that the Foxc2+ mesenchymal cells may 
different stage-specifically to each segment, and one of the factors for the spectrum of the aortic 
arch anomalies under Foxc2 deficiency may be Foxc1 dosage.

研究分野： 循環器発生学・心形態学

キーワード： Foxc2遺伝子　心大血管発生　先天性疾患　鰓弓動脈（咽頭弓動脈） 　間葉系細胞　遺伝子改変マウス
　細胞系譜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FOXC2 遺伝子はリンパ浮腫を伴う症候群の原因遺伝子とされるが、日本では心血管奇形例の報告がない。Foxc2
ノックアウトマウスを129xBlack Swiss交雑種、ICR、C57BL/6Jの系統に戻し交配し、本遺伝子欠失時の大血管奇
形に系統差があることを見出したが、要因が不明であった。今回、Foxc2-CreERT2マウスを用いて、間葉系細胞
の遊走時差と、本遺伝子欠失時のFoxc1遺伝子の発現量変動が示され、遺伝的背景に関連する要因が示唆され
た。これは先天性疾患の人種差、個体差などと通じる可能性があり、さらなる検討が必要と考えられる。

※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 
FOXC2 遺伝子は、リンパ浮腫と先天性心疾患を伴う Lymphedema-Distichiasis 症候群の原因
遺伝子とされる[1, Traboulsi, 2002 #13]。ところが、日本国内において FOXC2 遺伝子変異によ
る心大血管奇形の報告はないに等しい。我々は Hogan らのグループが作成した交雑系 Foxc2 ノ
ックアウトマウス（以下 Org-Foxc2 KO) [2]の分与を受け、C57BL/6J および ICR に戻し交配を
行い、Foxc2 欠失（Foxc2-/-)胎仔の心大血管異常の解析を行い、表現系にスペクトラムがあるこ
とを見出すとともに、Foxc2 ミュータント胎仔の肺の成熟遅延をも見出し、肺胞と肺毛細血管の
成熟における Foxc2 遺伝子の関連性について報告した[3]。また、Foxc2 遺伝子は二次心臓野
Secondary Hearty Field（SHF)にも発現しており、心発生のマスター遺伝子ともいえる Nkx2.5
＋細胞での Foxc2 欠失が直接の心大血管奇形の原因であることが報告されている[4]。器官形成
期胚仔における間葉系細胞は、血管やリンパ管などの支持組織として分化するが、 SHF および
心流入路に分布する心肺共通前駆細胞(cardiopulmonary mesoderm progenitor cells: CPPs、
Wnt2+; Gli1+; Isl1+細胞群)の細胞系譜解析の報告[5]はあるが、Foxc2+間葉系細胞との関連は
不明な点が多い。Foxc2-LacZ ノックインマウス胚仔[6]の組織解析では、胎齢 10.5 日では鰓弓
動脈の内皮、心房および心流出路内膜の他、ほぼ全域にわたる間葉系細胞で Foxc2 遺伝子発現
が観察されている[3]。すなわち、大血管壁の中膜に分化する頭頸部の神経堤細胞も含め、間葉
系細胞はほぼ Foxc2 陽性であり、一般的な Cre-loxP コンディショナルノックアウトでは細胞系
譜解析や時期特異性の情報を得ることが困難である。このため、Tamoxifen [7] 誘導性 Foxc2-
Cre (Foxc2-CreERT2)マウスの分与を受け、Foxc2+間葉系細胞の形態形成における特徴を明ら
かにすることを目的として、プロジェクトを計画するに至った。 
 
２．研究の目的 
当初、時期特異的に TAM を母獣に投与することにより Foxc2 遺伝子の発現量を変化させる系
を想定していたが、Foxc2 遺伝子はシングルエクソンの遺伝子で現在分与されている Foxc2-
CreERT2 ミュータント系が CreERT2 ノックインされたデザインであること[7]、またこの系を
用いて遺伝子量の変化する系を作出するためには Foxc2 KO マウスのみならず Foxc2-loxP が必
要であり現在の飼育環境下での多種類の飼育維持が困難なことから、発生過程における時間系
列を考慮に入れた鰓弓動脈のリモデリングに焦点を当てることとした。 
Foxc2 欠失個体では、大動脈弓離断を主な異常とする例が多数観察される[8]。一般的に、
大動脈弓離断・縮窄の成因は、心流出路中隔後方変位による心室中隔欠損に合併する第４咽
頭弓動脈血流減少によるリモデリング過程に影響とされている。Foxc2 欠失マウス以外の
遺伝子改変マウスにおいても大動脈弓の低形成が発現することがあるにもかかわらず、こ
れら心大血管異常マウスにおける心室中隔欠損の形態学に言及している報告はないに等し
い。さらに大動脈弓に異常を来すミュータントマウスの系（例：Tbx1 KO マウス[9]など）
では大動脈弓原基の左第四鰓弓動脈（咽頭動脈）の低形成もしくは欠損が認められるが、
我々の解析では Foxc2 欠失胚子で第４鰓弓動脈（咽頭動脈）の低形成が、胎仔の大動脈弓
異常の頻度ほどは確認できていない。間葉系 Foxc2+細胞には中胚葉系のみならず大動脈-肺
動脈中隔形成を担う神経堤細胞も含まれることから、流出路と大動脈中膜に分化する
Foxc2+細胞の比較と組織学的な構造を再チェックする必要があると考えられる。このため、
①大動脈弓リモデリングに影響を与える発生時期の特定と大動脈弓組織の構築、②咽頭弓
動脈の発生過程に Foxc2 遺伝子に関連性のある因子、特に間葉系細胞の分化に影響を与え
る可能性のある遺伝子候補を探ることをこの研究の主な目的とした。 
 
３．研究の方法 
分与された B6-Foxc2-CreERT2; R26R-LacZ 個体は、Org または ICR 系に戻し交配により
それぞれの繁殖コロニーを成立し、Foxc2 CreERT2/+; R26R LacZ／＋および Foxc2 +/−; R26R 
LacZ/LacZ を実験に供した。Genotyping は離乳個体または胎仔においては尾の組織、胚仔に
おいては羊膜を用いて PCR で判定した[3]。 
解析対象となるミュータント胚仔および胎仔はそれぞれの系統において Fig.1 に示す個体
間より得た。すなわち、TAM 投与による流産を防ぐためメス個体は Foxc2+/−を用い、オス
は Foxc2 CreERT2/+; R26R LacZとした。発情前期のメスを一晩、オスと同居して翌正午を Day 



0.5 of gestation （妊娠
０.5 日＝胎齢 0.5 日：E 
0.5 )とした。TAM (Sigma 
T5648) 注 射 液 は 100 
mg/ml のエタノール溶解
液としたものをセサミオ
イルで 10 倍希釈したも
のを用いた。を腹腔内投
与した。各メス妊娠個体
それぞれE6.5からE14.5
までの間に一回のみ、用
量 75 mg/kg BW を腹腔
内投与した。得たダブル
ミ ュ ー タ ン ト 胚 子
(E10.5-13.5)･胎仔を定法
に従い X-gal 染色し[10]、
実体顕微鏡下において観
察した。また、X-gal 染色陽性の個体はパラフィンブロックとし連続切片を作成した。Foxc2
および Foxc1 遺伝子の発現については、E10.5 胚仔の鰓弓組織を用いて qPCR を行った。 
 
４．研究成果 
 体節が形成され始める E7.5
と 鰓 弓 動 脈 が 形 成 さ れ る
E10.5 に、それぞれ一回のみ
TAM を投与された E18.5 ミュ
ータント胎仔のX-gal染色パタ
ーンを Fig.２に示した。TAM -
E6.5 胎仔では上行大動脈と下
行大動脈が染色されたが、鰓弓
動脈より形成される大動脈弓、
動脈管は染色が陰性となった。
TAM -E10.5 では大動脈弓（左
第 4 鰓弓動脈由来）と動脈管（左第 6 鰓弓動脈由来）に限局的に濃染部位が存在し、その他
の大動脈壁においてはびまん性に発色が認められた。この結果から、TAM 投与時期を母獣
妊娠 10.５日以降における胎仔での X-gal 染色パターンを中心に解析を行なった。 
 129xBlack Swiss（Org）、B6 及び ICR の３系統における TAM10.5 および 11.5 での典
型的な染色パターンを示したものが Fig.３である。E10.5 に TAM を投与したもの（TAM 
E10.5)では、R26R-LacZ が+/+ か+/−かにかかわらず、Org では染色性が全体的に薄く、ま

た ICR においても同様
な傾向が認められた。
TAM E11.5 では Org の
胎仔が X-gal 染色強陽
性の傾向が強く、他の２
系統では大血管全体的
に染色性が低下したが、
大動脈と動脈管の限局
性のシグナルは確認可
能であり、B6 では大動
脈弓と動脈管の染色性
が著しく限局性である
ことが確認された。ICR
系の胎仔ではこれらの
限局する染色領域は認

められるが、R26R-LacZ+/+ もしくは R26R-LacZ +/−にかかわらず、染色性が他の 2 系統
に比較して薄い傾向が認められた（data not shown）。 



Foxc2+間葉系細胞の鰓弓動脈形成時期における遊走部位と、鰓弓動脈リモデリング後の大
動脈壁における LacZ 陽性細胞（TAM 投与時の Foxc2+細胞）の分布を示したものが Fig. 4 
である。TAM E8. 5 では鰓弓動脈壁に LacZ 陽性細胞はほとんど認められないが、TAM 
E10.5 では鰓弓動脈壁の一部およびその周囲の間葉系細胞に発色を認めた。また、下行大動
脈となる部位の間葉系細胞にも陽性反応が観察された。E11.5 に TAM を投与した E18.5 胎
仔の組織では、限局して染色性が認
められた大動脈弓及
び動脈管壁の中膜平
滑筋が LacZ 陽性とな
っていた（Fig.4 下段
左図。動脈管（D）は
やや収縮している）。
これら血管内皮では
LacZ 陰性の細胞も認
められた（矢頭）また、
大動脈と動脈管が合
流する大動脈狭部周
辺では LacZ 陽性細胞
の数が急激に減少し
ていた（Fig.4 下段右
図）。 
 ICR 系 の  TAM 
E11.5 グループにおける胎仔 Foxc2 欠失胎仔（E18.5、Foxc2 CreERT2/- ; R26R +/+）例を Fig.5
に示した。上段は大動脈弓離断を合併する大動脈幹遺残例、下段は大動脈弓の形態に異常を
認めない例で、前者では総動脈幹から下行大動脈に連絡する動脈管壁に限局性の LacZ 陽性
部位を認めた。また、後者では Foxc2 CreERT2/＋ ; R26R と同様に大動脈壁全域に陽性部位が
散財すると同時に、動脈弓と動脈管に限局性の強陽性部位を観察できた。大動脈-肺動脈中

隔にも LacZ 陽性部位が認
められるが、総大動脈幹では
この中隔が形成されないた
め、陽性部位は血管壁に限局
していた（上段右矢印） 
Fig.6 は Org 系において
TAM E14.5 のグループにお
いて、染色性が観察された
Foxc2 CreERT2/- ; R26R +/- 胎
仔で、大血管下心室中隔欠損
を伴った総動脈幹遺残例を
示した。全体的に大血管がび
まん性に LacZ 陽性となっ
ているが、大血管における限
局する X-gal 濃染色は認めら
れず、総動脈幹弁周囲の壁及
び右心室中隔の流出路壁に
限局的にX-gal 濃染部位を認
めた。 
 これらの結果を踏まえて、
大血管の形態形成において
Foxc2と関連性が報告されて
いる Foxc1 遺伝子の発現動
態について、 B6 系の E10.5
胚仔の鰓弓組織を用いて
qPCR を行なった（Fig.7）

Foxc2 ミュータント個体については、同腹の Foxc2+/−胚仔と Foxc2 CreERT2/+胚仔を個々に解
析を行なった。胚仔では発現が Foxc2+/＋のほぼ半分となっていたが、Foxc2 Cre ERT2/+では発



現が Foxc2+/−よりもやや不安定な傾向が認められた。しかしながら、Foxc2 CreERT2/−では
Foxc2 遺伝子の発現が欠失していることが確認された。一方、Foxc1 の発現は Foxc2+/＋と
Foxc2+/−ではほぼ差が見られなかったが、Foxc2 CreERT2/＋および Foxc2 CreERT2/−では発現量の
著しい個体差が認められた。 
 
(Abbreviation of Figures) 
Ao; Aorta, AA; Aortic arch, AVC; anterior vena cava, D; ductus (Fig.4), d-Ao; descending 
aorta, E; esophagus, LCA; left carotid artery, LSCA; left subclavian artery, Lt; left, LV; 
Left ventricle, MV; mitral valve, PA; pulmonary artery, RCA; right carotid artery, Rt; 
right, RV; right ventricle, T; trachea, Tr; truncus, Trv; truncal valve, TV; tricuspid valve, 
VSD; ventricular septal defect 
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