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研究成果の概要： 
 Neuregulin-1(NRG-1)は心臓機能維持に必須の増殖因子であるが、その作用機序の詳細は明ら

かではなかった。我々は、内皮細胞から分泌される NRG-1 が心筋細胞上の ErbB 受容体に作用し

て心筋からの Angiopoietin-1（Ang1）の分泌を誘導して、心臓組織の内皮細胞系を安定化する

ことにより心臓の機能維持に関わることを明らかにした。そこで我々は Ang1 心筋特異的欠損マ

ウスを作成した。 
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１．研究開始当初の背景 
 レセプター型チロシンキナーゼ(RTK)を介
したシグナル伝達は心筋の機能維持におい
て重要な役割を担うことがこれまで知られ
ていた。その RTK の下流で、スキャッフォー
ルディングアダプター蛋白質の Gabファミリ
ー蛋白質が重要な役割を担うことが近年報
告されていた。そこで、我々は心臓で発現す
る Gab ファミリータンパク質の Gab1 と Gab2
を欠損させた場合の心機能に対する影響を
検討することにした。その目的にそって、心
筋特異的 Gab1 欠損マウスと conventional 
Gab2 欠損マウスを交配して、心筋特異的

Gab1/Gab2 二重欠損マウス(DKO)を作成した。 
 DKO マウスはメンデル比に従って出生し、
出生時には特に心臓の異常を認めなかった
が、自然経過で著明な両心室の拡張と収縮能
生の低下を伴う拡張型心筋症様の表現型を
呈した(図１)。さらに、心内膜に弾性繊維(図
２：黒色部分)と膠原線維(図２：青色部分)
の異常蓄積も見られ「心内膜弾性繊維症」に
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酷似する病理
像を呈してい
た(図２)。DKO
マウスの心臓
組織内では、
周皮細胞・平
滑筋細胞のリクルートが障害された異常拡
大血管像も観察され、心内膜と心臓組織毛細
血管の成熟安定化障害が存在することも明
らかとなっていた（図３）。 
 ま た 、 DKO マ ウ ス の 心 臓 で は
neuregulin-1(NRG-1)/ErbB 依存性の心筋で
の ERK1/2 及び AKT
の活性化が完全に
遮断されているこ
とも明らかとなっ
た。NRG-1/ErbB シ
グナルの異常によ
り心不全が誘発さ
れることはこれま
でヒトでも遺伝子
改変マウスでも報
告されていたが、
その異常と心臓組
織内の内皮細胞系
の障害との関連に
ついては明らかで
はなかった。 
 
２．研究の目的 
 我々は、「心臓内の心筋―内皮組織間のシ
グナルネットワークは心不全予防において
必須の機能を有する」という仮説のもとで、
心臓組織内パラクラインシグナルネットワ
ークの機能解明を目的として本研究を遂行
した。特に、NRG-1/ErbB/Gab シグナルが如何
に心臓組織内皮系の安定成熟化に関わるか
に焦点を当てて以下の研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
（１）心筋特異的 Gab1/Gab2 欠損マウスで欠
落する NRG-1/ErbB 依存性シグナル分子の同
定：NRG-1 を経静脈投与した後、心臓で誘導
される遺伝子群を、コントロールマウスと
DKO マウスの間で DNA マイクロアレイを用い
て subtraction する解析を行った。さらに、
アレイの結果の確認はノーザンブロットで
行った。また、Percoll 密度勾配遠心により
ラット新生仔心臓から心筋細胞と非心筋細
胞を分離して NRG-1 依存性の Ang1 発現誘導
が心筋細胞・非心筋細胞のどちらに由来する
かの検討も行った。 
 
（２）心筋特異的 angiopoietin-1(Ang1)欠損
マウスの作成：（１）の DNA マイクロアレイ
の結果、NRG-1/ErbB 依存性シグナルの標的分
子として、Angiopoietin-1(Ang1)が同定され

た。NRG-1/ErbB 依存性シグナルによる心筋か
らの Ang1 分泌の生理的意義を明らかにする
目的で、Ang1 心筋特異的欠損マウスを作成し
た。 
第１エクソンを loxP 配列で挟んだ

targeting vector を作成して、ES 細胞にエ
レクトロポレーション法で導入し、相同組み
換えした細胞をネオマイシン耐性でスクリ
ーニングして得た。さらに CD-1 をホストと
して組み換え ES 細胞をインジェクションし
て Ang1flox キメラマウスを作成した。 
 
４．研究成果 
（１）心筋特異的 Gab1/Gab2 欠損マウスで欠
落する NRG-1/ErbB 依存性シグナル分子の同
定：NRG-1 を経静脈投与した後、心臓で誘導
される遺伝子群を、コントロールマウスと
DKO マウスの間で DNA マイクロアレイを用い
て subtraction 解析を行った。 
その結果、図４に示すような 14 の遺伝子が
同定された。これらの遺伝子の中で、内皮細

胞の成熟安定化に関わる遺伝子として
Angiopoietin-1(Ang1)が同定された。この
DNA マイクロアレイの結果はノーザンブロッ
トでも確認された（図５）。また、Percoll 密

度勾配遠心にてラット新生仔心臓から心筋
細胞と非心筋細胞を分離して NRG-1依存性の
Ang1 発現誘導が心筋細胞・非心筋細胞のどち
らに由来するものかの検討を行ったところ、
心筋細胞でのみ NRG-1 依存性の Ang1 の発現
誘導は見られたのに対して、非心筋細胞では
Ang1 の発現誘導は全く見られなかった。 
以上の結果から、我々は Gab ファミリー蛋

白質が心筋－内皮間のサイトカインネット
ワークに必須のシグナル分子であり、心機能
維持に必須であることを明らかにした (J. 
Clin.Invest. 117: 1771-1781, 2007)。図６
に 示 す よ う に NRG-1/ErbB シ グ ナ ル と
Ang1/Tie2 シグナルの心筋―内皮間で双方向
性に作用することで心臓組織内の恒常性が
維持されることが示唆されたため、このシグ
ナルネットワークの生理的意義を明らかに



 

 

するために、我々は Ang1 心筋特異的欠損マ
ウスの作成実験に取り組んだ。 

 
（２）心筋特異的 angiopoietin-1(Ang1)欠
損マウスの作成：上述の方法に従い、相同
組み換えした ES 細胞を得たのち、Ang1flox
キメラマウスを作成した。Ang1flox アレル
が germline transmission した個体をまず
PCR とサザンブロットによってスクリーニ
ングした。その結果、図 7 に示すように
Bst1107 I による制限酵素処理で flox アレ
ルを有するマウス３系統を得ることに成功
した。 

Ang1flox ア レ ル が germline 
transmission した個体を得た後、FRT サイ
ト（黒の▼）で挟まれたネオマイシン耐性
遺伝子を外すために CAG プロモーター下で
酵母由来 Flippase を発現する CAG-FLPe ト
ランスジェニックマウスと交配した。その
結果、ネオマイシン耐性遺伝子を外した
Ang1flox マウスを得ることに成功した。   

今後、心筋由来 Ang1 の機能を明らかにす
るために下記の 2 系統の心筋特異的 Cre 発
現トランスジェニックマウスとの交配を行
い、心臓組織での心筋由来 Ang1 の機能を明
らかにする。 
-MHC-Cre-TG マウスでは交配出生後に

Cre 発現のドライブがかかるため、出生後の
心筋細胞由来Ang1分泌が欠損することによ
り自然経過で心不全と心内膜線維弾性化の
病理像が見られるか否かを検討する。 

また、-MHC-MerCreMer-TG マウスとの交
配実験では、タモキシフェン腹腔内投与に
よる処理で、時期特異的に心筋細胞特異的
なCre活性化を誘導できる(Circ. Res.; 89, 
20, 2001)。この-MHC-MerCreMer-TG マウス
と Ang1flox マウスを交配して、心筋細胞由
来のAng1欠損を誘導することで心不全が誘
導されるか否かを見る実験系と、NRG-1 を心
筋梗塞モデルに投与する治療実験系で Ang1
欠損の影響を見る実験系とを予定している。 
 

これらの実験から、Ang1 とその受容体
Tie2 を介したシグナル伝達経路が心臓組織
で果たす役割が明らかになるものと期待さ
れる。さらに、NRG-1 による心筋保護効果の
発現に心筋由来Ang1が必須か否かについて
も解明されることが期待される。 
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