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研究成果の概要： 
Fgf16 遺伝子欠損マウス (Fgf16 KO マウス) を作製し、その表現形質を解析した。 Fgf16 KO

マウス野生型と外見上に大きな差はなかった。しかし、成体 Fgf16 KO マウスの心筋細胞数は

有意に減少していた。また、胎生期の心筋細胞増殖が減少していた。一方、脈拍や血圧、短縮

率や駆出率などの心機能パラメータはほぼ正常であった。しかし、BNP の発現が有意に低下し

た。Fgf16 は胎生期の心筋細胞増殖を促進し、成体においては BNP の発現を促進することが

示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
Fibroblast growth factor ( Fgf ) は様々な細

胞に対して多様な生理作用を示す多機能性

細胞間シグナル分子であり、現在哺乳類にお

いて 22 種類が同定されている。その作用と

しては線維芽細胞に対する増殖活性だけで

なく血管形成、腫瘍形成、創傷治癒、神経生

存維持、胎児期における形態形成など多様な

生命現象に深く関与していることが知られ

ている (1, 2) 。このため Fgf の機能を解明

することは生命科学に重要な知見をもたら

すと考えられる。Fgf は哺乳類において 22 

種類から成るファミリーを形成している。 

 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2007〜2008 

課題番号：19390021 

研究課題名（和文） FGFシグナルの組織形成における役割とその分子メカニズムの解明 

研究課題名（英文）Roles of FGF signaling in morphogenesis and their molecular mechanism 

研究代表者 

伊藤 信行 (NOBUYUKI  ITOH) 

京都大学・薬学研究科・教授 

 研究者番号：10110610 

 

 



 

 

２．研究の目的 
Fgf16 は、ラットを用いた解析により褐色脂

肪組織や心臓に発現していることが確認さ

れている (3, 4) 。しかし、その詳細な機能は

解明されていない。そこで、生体における 

Fgf16 の機能を明らかにするため、Fgf16 遺
伝子欠損マウス ( Fgf16 KO マウス ) を作

製し詳細な解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) RT-PCR 法による Fgf16 発現パターン

の解析 

 生後 8 週齢マウスの脳、心臓、肺、肝臓、

腎臓、小腸、胃、脾臓、胸腺、精巣、皮膚、

骨格筋、褐色脂肪組織、白色脂肪組織につい

て  total RNA 及び  RT-PCR 法を行い、 

Fgf16 の発現パターンを解析した。また、胎

生 12.5, 14.5, 16.5, 18.5 日齢及び生後 1, 7 

日齢及び生後 8 週齢マウスの心臓について、

total RNA 抽出及び  RT-PCR 法を行い、

Fgf16 の発現パターンを検討した。さらに、

生後 8 週齢マウスの心臓を心室と心房に分

離し total RNA 抽出及び RT-PCR 法を行

い、心臓における詳細な発現部位を検討した。

また、生後 1 日齢マウスの心臓を心筋細胞

と非心筋細胞に分離し total RNA 抽出及び 

RT-PCR 法を行い、より詳細な発現細胞を検

討した。 

(2) Fgf16 KO マウスの作製  

 Fgf16 は X 染色体上に存在し、3 つの 

exon から成る。この 3 つの exon うち、 

exon2 の途中から exon3 の下流までを欠損

するようにターゲティングベクターを設計

し、ジーンターゲティング法により Fgf16 
KO マウスを作製した。また、生後 4 ヶ月齢

マウスについてジェノタイプを確認した。 

(3) Fgf16 KO マウスにおける表現型解析 

 生後 6 ヶ月齢マウスについて、体重およ

び肝臓、肺、腎臓、心臓の各重量を測定し、

野生型と比較検討した。また、心臓の外見上

ならびに HE 染色による組織学的な形態観

察を行い、野生型と比較検討した。さらに、

心臓をホルマリンで固定後 KOH  処理にて

心筋細胞を分離し、心筋細胞面積および心臓

当たりの心筋細胞数を計測し、野生型と比較

検討した。 

(4) Fgf16 KO マウスにおける心機能の検討 

 6 ヶ月齢マウスについて tail cuff  法に

よる血圧測定及び心エコーを行い、心機能パ

ラメーターである脈拍、収縮期血圧、拡張期

血圧、心室中隔拡張期壁厚、左室拡張期径、

左室後壁拡張期壁厚、左室内径短縮率、左室

駆出率を測定し、野生型と比較検討した。 

(5) Fgf16 KO マウスにおける心筋細胞増殖

能の検討 

 胎生 14.5, 16.5, 18.5 日齢マウスの心臓に

ついてパラフィン切片 ( 6μm ) を作製し、 

BrdU 取り込みを指標に心筋細胞増殖活性

を野生型と比較検討した。 

(6) Fgf16 KO マウスにおける心臓特異的因

子の発現解析 

 生後 6 ヶ月齢及び胎生 18.5 日齢マウス

の心臓について、 total RNA 抽出及び

RT-PCR 法を行い、心臓特異的因子である 

ANP, BNP, α-MHC, MLC2V の発現を野生

型と比較検討した。 

(7) 大動脈結紮 ( TAC ) 後の Fgf16 KO マ

ウスにおける BNP の発現解析 

 生後 3 ヶ月齢マウスに 4 週間の大動脈

結紮処置後、心臓について total RNA 抽出

及び RT-PCR 法を行い、BNP の発現を検討

した。大動脈結紮は行わず開胸のみ行ったマ

ウスを Control とした。 

(8) TAC 後の Fgf16 KO マウスにおける心

筋線維化の検討 

 TAC 及び Control マウスの心臓につい

て、パラフィン切片 ( 6μm ) を作製し、マッ



 

 

ソン・トリクロム染色により心筋線維化を検

討した。 
 
４．研究成果 

(1) RT-PCR 法による Fgf16 発現パターン

の解析 

 8 週齢の成体マウスにおいて、Fgf16 は心

臓特異的に高発現していた。心臓における発

現は胎生 14.5 日齢から認められ、発生と共

にその発現量は増加した。さらに Fgf16 は
心房ではなく心室に高発現し 、また非心筋

細胞に比べ心筋細胞に発現することが明ら

かとなった。 

(2) Fgf16 KO マウスの作製 

 ジーンターゲティング法により  Fgf16 
KO マウスを作製し、生後 4 週齢マウスにつ

いて total RNA 抽出及び RT-PCR 法によ

りジェノタイプを確認したところ、野生型マ

ウスでは  509b.p. に、ヘテロマウスでは 

509b.p. と 273b.p. に、 Fgf16 KO マウスで

は 273b.p. にそれぞれバンドが得られた。 

(3) Fgf16 KO マウスにおける表現型解析 

 Fgf16 Ko マウスは外見上正常に発育した。

生後６ヶ月齢マウスにおいて、体重、肝臓重

量、肺重量、腎臓重量に差は見られなかった

が、心臓重量は野生型に比べ Fgf16 Ko マウ

スにおいて有意に減少していた。 

(4) Fgf16 Ko マウスの心臓における表現型解

析 

 生後６ヶ月齢の Fgf16 Ko マウスの心臓に

縮小傾向が見られた。この心臓の縮小原因を

調べるため心筋細胞面積を測定したところ、

野生型と Fgf16 Ko マウスで差は見られなか

った。しかし、心筋細胞数を計測したところ、

野生型に比べ Fgf16 Ko マウスにおいて有意

に減少していた。 

(5) Fgf16 KO マウスにおける心機能の検討 

 Fgf16 の心機能への影響を検討するため、

生後 6 ヶ月齢マウスについて血圧測定及び

心エコーを行った。形態的には左室拡張期径

が野生型に比べ Fgf16 Ko マウスにおいてわ

ずかに短縮していたものの、脈拍や血圧、短

縮や駆出率といった心機能パラメータに差

は見られなかった。 

(6) Fgf16 KO マウスにおける心筋細胞増殖

能の検討 

 胎生期の心臓形成過程において胎生 7.5 

日齢に心臓原基が形成され、心筋細胞増殖は、

胎生 11.5 日齢に緩やかなピークを迎え、そ

の後徐々に減少し生後まもなく停止する (5)。

従って、成体での心筋細胞数は胎生期の心筋

細胞増殖に制御されると言える。生後 6 ヶ

月齢の Fgf16 KO マウスにおける心筋細胞

数の減少原因を検討するため、BrdU 染色を

行い胎生期の心筋細胞増殖活性を検討した。

胎生 14.5 日齢では野生型に比べ Fgf16 KO

マウスにおいて有意に減少し、胎生  16.5, 

18.5 日齢でもやや減少傾向を示した。 

(7) Fgf16 KO マウスにおける心臓特異的因

子の発現解析 

 Fgf は多くの細胞の分化にも重要な役割

を果たす。そこで胎生 18.5 日齢及び生後 6 

ヶ月齢のマウスの心臓における心臓特異的

因子の発現を検討した。胎生 18.5 日齢では

心臓特異的因子の発現に差は見られなかっ

たが、生後 6 ヶ月齢では BNP  ( 脳性ナト

リウム利尿ペプチド )  の発現が、野生型に

比べ Fgf16 Ko マウスにおいて有意に低下し

た。 

(8) 大動脈結紮 ( TAC ) 後の Fgf16 KO マ

ウスにおける BNP の発現解析 

 BNP は心臓に圧負荷が与えられた場合に

おいてその発現は増加し、圧負荷により生じ

る心筋線維化を抑制する分泌性因子として

報告されている (6, 7) 。生後 3 ヶ月齢マウ

スに 4 週間の大動脈結紮を行った後、心臓

について BNP の発現を検討したところ、



 

 

Control では野生型に比べ Fgf16 KO マウ

スにおいて BNP の発現は減少していた。 

さらに、大動脈結紮を行うことにより野生型

およびFgf16 KOマウスともに BNP の発現

は増加したが、野生型に比べ Fgf16 KO マウ

スにおいて BNP の発現は減少していた。 

(9) T AC 後の Fgf16 KO マウスにおける心

筋線維化の検討 

 大動脈結紮を行った心臓の心筋線維化に

対する Fgf16 の機能を検討するため、マッ

ソン・トリクロム染色を行ったところ、大動

脈結紮を行った Fgf16 KOマウスの心臓に

おいて、7 個体中 4 個体の割合で心筋線維

化が見られた。 

(10) 結論 

 Fgf16 は胎生 14.5 日より心房の心筋細

胞に発現し、胎生期の心筋細胞増殖を促進し、

成体においては BNP の発現を促進するこ

とが示唆された。また、心臓に圧負荷が与え

られた場合において BNP の発現を促進し、

心筋線維化を抑制する可能性が示唆された。

今後、さらに Fgf16 の機能が詳細に明らか

になることで、心臓形成や心臓圧負荷時にお

ける心筋線維化メカニズムの解明、治療法の

開発に有用な知見が得られるものと期待さ

れる。 
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