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研究成果の概要（和文）：本研究では、胎生期の咽頭弓動脈内皮細胞でNotch-Rbpjシグナル伝達経路によって転
写因子Hey1遺伝子が発現誘導されており、Hey1が第4咽頭弓動脈の発生を制御することで大動脈弓および右鎖骨
下動脈の形成に貢献していることを明らかにした。
また、胎生期心室筋で転写因子Tbx20およびGataによって転写因子Hey2遺伝子が発現誘導されており、右心室筋
でのHey2が転写因子Tbx2の発現を抑制し、Tbx2が転写因子Mycnの発現を抑制することで右心室および三尖弁の形
成を制御する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we reveal that expression of the transcription factor Hey1 is
 induced by the Notch-Rbpj signaling pathway in endothelial cells of the pharyngeal arch artery 
during embryonic development and that Hey1 contributes to the formation of the aortic arch and right
 subclavian artery by regulating the development of the fourth pharyngeal arch artery. 
In addition, we reveal that Tbx20 and Gata transcription factors induce Hey2 expression in embryonic
 ventricles through a distal enhancer of the Hey2 gene. Furthermore, we show that Hey2 represses the
 expression of the transcription factor Tbx2 in the right ventricle and that Tbx2 represses the 
expression of the transcription factor Mycn, and this transcriptional pathway is involved in the 
formation of the right ventricle and tricuspid valves.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 心臓　胸部大血管　発生　細胞分化　転写制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により胸部大血管形成を制御する咽頭弓動脈内皮細胞での分子経路、、心室筋特異的な転写活性化の制御
機構、右心室および三尖弁形成を制御する分子経路が明らかとなった。これらの知見は循環器の各領域が形成さ
れる分子機構の解明に貢献するものであると共に、大動脈弓離断症・右心室低形成・三尖弁狭窄など高頻度に発
症している先天性心疾患の病因の理解にも貢献できる可能性がある。

※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 
胎児期における心血管系の正常な構築は、個体の血液循環にとって不可欠な要素である。大動

脈弓、左右の総頚動脈および鎖骨下動脈といった胸部大血管は胎仔期の第 3・4・6咽頭弓動脈が
発生と共にリモデリングされることにより構築され、心臓からの血液を全身に送りだす構造と
して重要な機能を担っている。特に、大動脈弓離断症が認められる 22q11.2 欠失症候群のモデル
マウスを用いた研究は盛んに行われ、原因遺伝子の１つである転写因子 Tbx1 を中心とした経路
が第 4咽頭弓動脈の形成不全に起因するを取り巻く神経堤細胞の遊走・増殖・細胞死を制御し、
血管平滑筋の分化・形成を担う機構が必須であることが明らかになっている。研究代表者および
分担者、研究協力者らは、Hey1 欠損マウスが 22q11.2 欠失症候群と同様の胸部大血管異常を示
すことを報告した（Fujita M et al., Mech Dev 2016）。しかしながら、Hey1 欠損マウス胚では
咽頭弓における神経堤細胞の挙動は正常である一方、第 4 咽頭弓動脈の内皮細胞によって形成
される管腔構造の異常が観察されており、胸部大血管形成における内皮細胞発生の重要性を示
唆している。このことから、胎生期の咽頭弓動脈発生において Hey1 が機能している細胞種と、
Hey1 発現を制御する上流因子を同定することにより、胸部大血管形成を制御する新たな分子経
路の理解に繋がると考えた。。 
全身に血液を供給する臓器としての心臓は、拍動によって血液を全身および肺へと供給し、酸

素や栄養の循環にとって必須の役割を担っている。先行研究から、心臓形成に関与する多くの因
子が同定されてきた一方、胎生期の心室筋での特異的な転写制御機構については未知な点が多
く残されていた。Hey2 欠損マウスでは先天性心疾患でも認められる右心室低形成、三尖弁形成
不全、心室中隔欠損により出生後に致死となる（Donovan et al., Cuur Biol 2002）。研究代表
者らは、Hey2 の下流で機能している因子を同定することで、上記の心臓構造異常の原因究明に
繋がると考えた。また、心室筋に発現する Hey2 遺伝子の遠位領域に心室筋特異的な転写活性を
示すエンハンサー（Hey2 エンハンサー）を同定したことから、Hey2 エンハンサーの活性を制御
する分子機構を明らかにすることで、心室筋での分子ネットワークの解明に貢献できると考え
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、(1) 胸部大血管形成を制御する Hey1 に着目し、咽頭弓動脈発生における内皮細

胞での分子経路を解明することを目的とした。これまでに詳細に解析されてきた Tbx1 経路によ
る神経堤細胞の挙動制御による胸部大血管形成とは異なり、Hey1 欠損マウスでは内皮細胞発生
の異常が起因となって胸部大血管形成異常が生じており、咽頭弓動脈内皮細胞発生を制御する
分子機構の解析を行うことにより、胸部大血管の形成と構築異常を考察する上で重要な知見が
得られると考えられた。並行して、(2) 心臓形成を制御する Hey2 に着目し、胎生期心室筋にお
ける分子経路を解明することを目的とした。Hey2 欠損マウスで認められる心臓構造異常がどの
ような遺伝子発現の変化に伴って生じているのかを明らかにすることで、心臓発生を制御する
新たな分子経路を同定できると考えられた。また、研究代表者らが同定した Hey2 エンハンサー
の解析からは、心室筋特異的な転写を制御する上流因子の解明が可能であると考えられた。 
 
３．研究の方法 
(1) 咽頭弓動脈発生における内皮細胞での分子経路の解明 
① Hey1 欠損マウスで認められる第 4 咽頭弓動脈の内皮管腔構造異常に起因する大動脈弓離断
や右大動脈弓などの胸部大血管形成異常が、どの細胞種での Hey1 欠損によるものかを解析した。
Tek-Cre により内皮細胞特異的に Hey1 を欠損したコンディショナルノックアウト(cKO)マウス、
Tagln-Cre による平滑筋細胞特異的に Hey1 を欠損した cKO マウスを作製し、咽頭弓動脈および
胸部大血管の表現型を解析した。 
② Hey1 遺伝子の内皮細胞での発現を制御する転写調節領域を同定するため、ヒストン修飾情報
をもとに選定したエンハンサー候補領域に LacZ または EGFP レポーターを繋いだトランスジェ
ニック (Tg)マウスを作製し、内皮細胞でのエンハンサー活性を評価した。またエンハンサー領
域にルシフェラーゼレポーターを繋いだコンストラクトを 293T 細胞に導入し、エンハンサー活
性を制御する候補因子の機能を解析した。さらに Rbpj ノックアウト (KO）マウスにおけるエン
ハンサー活性を評価した。 
(2) 胎生期心室筋における分子経路の解明 
① Hey2 欠損マウスで認められる右心室低形成、三尖弁形成不全、心室中隔欠損が、どの心臓内
領域の Hey2 欠損によるものかを解析した。Mef2c-AHF-Cre により二次心臓形成領域由来の組織
（流出路・右心室）特異的に Hey2 を欠損したコンディショナルノックアウト(cKO)マウスを作製
し、胎生期および出生直後の心臓表現型を解析した。Hey2 は流出路では発現していないため、
Hey2;Mef2c-AHF-Cre cKO マウスでは右心室の Hey2 発現が消失する。また、Hey2;Mef2c-AHF-Cre 
cKO マウス胎生 12.5 日の右心室サンプルを用いた RNA-seq 解析を行い下流因子を同定した。さ
らに CRISPR/Cas9 法により Tbx2 KO マウスを作製し、Mycn 遺伝子発現について評価した。 



② Hey2 遺伝子の心室筋細胞での発現を制御するエンハンサーの欠失および変異体を作製し、
LacZ レポーターを繋いだトランスジェニック (Tg)マウスにて胎生期心臓でのエンハンサー活
性を評価した。またエンハンサー領域にルシフェラーゼレポーターを繋いだコンストラクトを
293T 細胞に導入し、エンハンサー活性を制御する候補因子の機能を解析した。さらに
CRISPR/Cas9 法により Hey2 エンハンサー KO マウス、Tbx20 KO マウスを作製し、Hey2 遺伝子発
現および Hey2 エンハンサー活性について評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 咽頭弓動脈発生における内皮細胞での分子経路の解明 
① 内皮細胞でHey1を欠損したHey1;Tek-Cre 
cKO マウスでは大動脈弓離断や右大動脈弓な
どの胸部大血管異常が認められた(図 1)。一
方、平滑筋細胞でHey1を欠損したHey1;Tagln-
Cre cKO マウスでは異常は認められなかった。
また、胎生 10.5～11.5 日の Hey1;Tek-Cre cKO
マウスでは第 4 咽頭弓動脈の内皮管腔構造形
成が異常となっていた。異常となった第 4咽頭
弓動脈では内皮細胞マーカー（Pecam1, Nrp1, 
Gja5 など）や神経堤細胞マーカー（AP2a, 
Crabp1）の発現は確認できたが、平滑筋細胞マ
ーカーである Acta2 の発現は消失していた(図
1)。以上から、内皮細胞で発現する Hey1 が第
4 咽頭弓動脈の管腔構造形成および平滑筋細
胞分化を制御しており、そのことが胸部大血管
形成に必須であることが明らかとなった。 
② LacZ レポーターを用いた Tg マウス解析により、Hey1 遺
伝子-18k領域に動脈内皮細胞での発現を制御するエンハン
サー（Hey1 内皮エンハンサー）を同定した。その一方、Hey1
遺伝子近傍領域は内皮細胞での転写活性を示さなかった。
ルシフェラーゼレポーター解析からは Hey1 内皮エンハン
サーは Notch-Rbpj シグナル伝達経路により活性化される
ことが示された。また、Rbpj 結合配列に変異をもつ Hey1 内
皮エンハンサーおよび Rbpj KO マウス胚ではエンハンサー
活性が消失した(図 2)。以上から、Notch/Rbpj シグナル伝
達経路が動脈内皮細胞での Hey1 遺伝子発現に必須である
ことが明らかとなった。 
①および②の結果から、動脈内皮細胞で発現する Hey1 遺伝
子の胸部大血管形成における重要性と転写制御機構の一端
を明らかにした。本研究実績は JBC 誌に投稿し受理された
（Watanabe et al., 2021. 筆頭および責任著者）。 
 
(2) 胎生期心室筋における分子経路の解明 
① 右心室でHey2を欠損したHey2;Mef2c-AHF-Cre 
cKO マウスでは右心室低形成・三尖弁形成不全・心
室中隔欠損といった Hey2 KO マウスで認められる
心臓異常が全て生じた。Hey2 cKO マウス右心室で
の RNA-seq 解析では発現上昇が特に大きい遺伝子
として転写因子 Tbx2 が得られ、 in situ 
hybridizationにより正常心臓ではTbx2は右心室
では発現してないが、Hey2 cKO 心臓では異所的に
発現が誘導されていることを確認した。Tbx2 KOマ
ウスの心臓では細胞増殖を活性化する転写因子
Mycn 発現が上昇していた。一方、Hey2 cKO マウス
右心室では Mycn 発現と細胞増殖が減少していた。
以上から、Hey2-Tbx2-Mycn という転写因子の抑制
的な制御経路が胎生期右心室の形成に重要である
ことが示唆された。 
② Hey2 エンハンサー領域の KO マウス胚では、心
室筋特異的に内在性の Hey2 発現が減少した(図
4A)。また LacZ レポーターを用いた Tg マウス解析
により、Hey2 エンハンサー内の Tbx および Gata
結合配列の欠失または変異によりエンハンサー活
性が消失することが示された(図 4B)。さらに、

図 1、内皮細胞での Hey1 欠損マウスの表現型。胎生
18.5 日で右大動脈弓が認められる（microCT 像）。胎生
11.5日で第4咽頭弓動脈の低形成とActa2発現消失が
認められる（矢印）。 

図 2、Rbpj KO マウス胚での Hey1 内皮
エンハンサー活性。Rbpj 欠損により動
脈内皮でのエンハンサー活性は消失し
ている。 

図 3、右心室での Hey2 欠損マウスの表現型。出生
後に右心室低形成・三尖弁形成不全・心室中隔欠
損が認められる。胎生 12.5 日の右心室では Tbx2
の異所的発現と Mycn の発現低下が認められる。 



Tbx20 KOマウス胚心臓ではHey2発現およびHey2エ
ンハンサー活性が消失した(図 4B)。ルシフェラーゼ
レポーター解析からはTbx20およびGata4が協調的
に Hey2 エンハンサーを活性化させることが示され
た。以上から、胎生期心室筋での Hey2 エンハンサ
ー活性には Tbx20 および Gata 因子が必須であるこ
とが明らかとなった。 
①および②の結果から、胎生期心室筋での Tbx20 & 
Gata-Hey2-Tbx2-Mycn の転写因子カスケードが心臓
形態形成を制御することを明らかにした。本研究実
績は Dev Biol 誌および Dev Growth Differ 誌に投
稿し受理された（Ihara et al., 2020. 責任著者、
Seya et al., 2021. 責任著者）。 
 

図4、（A）Hey2エンハンサーKOマウス胚でのHey2 
mRNA 発現。（B）上段；Tbox サイト欠失、Gata サ
イト変異導入によりHey2エンハンサー活性は消
失する。下段；Tbx20 KO マウス胚では Hey2 エン
ハンサー活性が消失する。 
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