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研究成果の概要（和文）：22q11.2欠失症候群に合併する先天性心疾患の責任遺伝子であるTBX1の発現を遺伝子
改変技術で低下させたマウスモデルにおいて、妊娠母マウスに葉酸を投与することにより、胎仔の先天性心疾患
表現型を軽症化することに成功し、葉酸によりNOTCHシグナルが活性化され、心臓前駆細胞である神経堤細胞の
発生分化異常が救済される機序が示唆された。また、遺伝子改変マウスの交配実験によりTBX1と同じ遺伝子群の
TBX20が心臓発生において遺伝的相補性を持って機能することが明らかになり、下流転写因子PITX2の発現を制御
することにより心臓ルーピングおよび心室中隔形成に関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In a mouse model in which the expression of TBX1, the gene responsible for 
congenital heart disease associated with 22q11.2 deletion syndrome, was downregulated by genetic 
engineering technology, folic acid administration to pregnant mother mice successfully reduced the 
congenital heart disease phenotype in the fetuses, and a mechanism in which folic acid activates 
NOTCH signaling and rescues defects of development/differentiation in a cardiac progenitor cell 
lineage, namely cardiac neural crest, was suggested. In addition, crossbreeding experiments with 
transgenic mice revealed that TBX20, a member of the same gene family as TBX1, functions in cardiac 
development with genetic interaction and may be involved in cardiac looping and ventricular septum 
formation by regulating the expression of the downstream transcription factor PITX2.

研究分野：小児循環器学

キーワード： 多因子遺伝　総動脈幹症　TBX1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題におけるTBX1とTBX20の遺伝的相補性が示された成果は、多因子遺伝と考えられる複雑先天性心疾患
の発症分子機序解明のための一つの基礎的知見として重要である。また、ヒト染色体・遺伝子異常そのものを治
療・修復する医療は困難だが、葉酸によるTbx1発現低下マウスの心疾患表現型の軽症化および心臓神経堤細胞の
機能回復とその分子経路を示唆した本研究成果の学術的意義は高く、将来的にヒト22q11.2欠失症候群の心疾患
を軽症化する治療・予防法につながる可能性を示すことから、数多くの心疾患への応用を含めて社会的意義は大
きい。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天性心疾患は、最近の我が国の全国調査では年間約 14000 例（約 1.4%）の頻度で新規発症

する先天異常であり、内科的管理・外科的治療の進歩により生存率は向上し、成人に達する例も
急増している。しかし、難病指定されている多くの先天性複雑心疾患は予後不良で、術後遠隔期
の合併症や再手術が必要となる。これら複雑心疾患の発症分子機構の解明が再生医学等を応用
した新たな治療法・予防法の確立に必須だが、先天性心疾患の成因のほとんどは多因子遺伝とさ
れ、これまでの研究でも発症分子機構を特定することが困難な現状である。多因子遺伝による先
天性心疾患の発症分子機構を解明すると同時に、環境因子の作用を明らかにし、治療・予防に応
用するための基礎的知見が必要である。 
私たちは Tbx1 発現低下マウスを樹立し、ヒト 22q11.2 欠失症候群で高率に見られる総動脈幹

症が認められることを報告してきた（Trends Mol Med 2003, Development 2004, Sci Rep 2017, 
Front Cardiovasc Med 2021）。総動脈幹症の表現型形成機序は不明だが、疾患発症予防という観
点では、大規模ゲノム研究により先天性心疾患の成因として DNA メチル化遺伝子が報告された
（Nature 2013）。また、葉酸摂取量の増加が心臓流出路発生異常の頻度を低下させるという大規
模人口統計データが報告された（Circulation 2016）。葉酸はメチル基を供給する基質であり
epigenetic に心臓発生を制御することが想定されるが、これまでに科学的検証はなく作用機序
は不明である。そこで私たち独自のモデルマウスを用いて、本研究課題に着想した。葉酸などの
化合物をスクリーニングして臨床応用への道を実現するために、これまでのモデルマウスによ
る検討にヒト iPS 細胞を組み合わせた実験系を考えた。また、ヒト iPS 細胞から TBX1 および
TBX20 を発現する心臓前駆細胞（二次心臓領域細胞）を特異的に分化誘導し、その過程における
TBX1 および TBX20 の変異が与える影響を検討することにより、これまでモデルマウスを用いて
解明されてきた TBX1および TBX20 の分子基盤について、ヒト細胞で検証することができ、さら
に細胞レベルの詳細なデータが得られることが期待される。そしてスクリーニングされた有用
な化合物については、ヒト細胞およびモデルマウスを用いて in vitroおよび in vivo で検証で
きるシステムを構築することに着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、複雑心疾患の中でも最も数の多い心臓流出路異常の新たな治療法・予防法の

確立を目指して、心臓流出路を形成する心臓前駆細胞の発生に、複数の遺伝子および環境因子が
どのように作用して、心臓流出路異常の表現型に関与するかを解明することを目的とした。本研
究課題の特色は、先天性心疾患の成因で最も重要だが、いまだ解明されていない多因子遺伝の分
子機構について、私たちがこれまで独自に研究を進めてきた心臓前駆細胞の発生および流出路
形成異常に関与する T-box 転写因子の遺伝子改変マウスに、ヒト iPS 細胞を組み合わせた新た
な実験系を確立し、心臓前駆細胞を制御する分子機構と、先天性心疾患を治療・予防するための
新たな基礎的知見を創成することである。私たちの Tbx1 遺伝子発現低下マウスは、ヒト 22q11.2
欠失症候群のモデルマウスとして、Tbx1 遺伝子量の変化に他の遺伝子や環境因子の効果が加わ
った場合の多因子遺伝の表現型の変化を連続的に解析することができる。先天性複雑心疾患に
対する新たな治療・予防戦略の創造には、iPS細胞など幹細胞から分化した心臓前駆細胞を利用
した再生医療が期待され、本研究課題の目的である個々の複雑心疾患の発症分子機序解明の蓄
積は、オーダーメード医療のための基礎的知見として重要である。ヒト染色体・遺伝子異常その
ものを治療・修復する医療は困難だが、本研究で Tbx1 発現低下マウスの心疾患表現型を軽症化
する環境因子・分子経路を特定できれば、将来ヒト 22q11.2 欠失症候群の心疾患を軽症化する治
療・予防法につながる可能性を示し、数多くの心疾患への応用を含めて社会的意義は大きい。 
 
３．研究の方法 
(1)環境因子が心疾患表現型に与える影響の解明：22q11.2 欠失症候群モデルマウスを用いた実
験系で、葉酸が先天性心疾患を軽症化する分子機構を解明する。私たちは、Tbx1 発現低下ヘテ
ロ（Tbx1neo/+）妊娠マウスを葉酸過剰餌で飼育または葉酸 25 mg/kg/dayを腹腔内注射し、表現
型の変化を観察した。Tbx1 発現低下胎仔（Tbx1neo/neo）には、流出路の中隔が形成されない先
天性心疾患（総動脈幹症）が認められる。Tbx1 発現低下マウスの総動脈幹症の表現型を詳細に
解析すると、通常に発生した場合には Van Praagh A2 型であるが、葉酸を投与した場合には Van 
Praagh A1 型に変化することがわかった。主肺動脈がなく左右肺動脈が総動脈幹から直接起始す
る Van Praagh A2 型に比し、主肺動脈が形成されて総動脈幹から分岐する Van Praagh A1 型に
変化したことは、流出路の中隔形成異常が軽症化したと考えられ、この機序を明らかにできれば
環境因子による胎児心臓発生への介入に発展する可能性がある。そこで以下の 3つの方法で、こ
の機序を解明する。①細胞機序の解明：心臓流出路の発生および総動脈幹症の発症に重要な前駆
細胞である心臓神経堤細胞の挙動を解析する。Tbx1 発現低下マウスでは、心臓流出路中隔を形
成する間葉系細胞数減少・apoptosis亢進が認められたが、葉酸投与によりこの apoptosis が抑
制され、間葉系細胞数の減少も改善する結果が得られた。この間葉系細胞は心臓神経堤由来細胞
と考えられ、さらに解析数を増やし特異的分子マーカー（P0-Cre）を用いて心臓神経堤由来細胞



 

 

を蛍光標識して可視化し、再現性を確認しながらより詳細に検討する。②epigenetic 機序：葉
酸はメチル基を供給する基質であり、Tbx1 発現低下マウスにおける葉酸投与による DNA メチル
化の変化を網羅的に解析し、候補分子経路を特定する。過去に報告された方法（JoVE 2012, Nat 
Protocol 2013, Stem Cell Dev 2012）を改変して、マウス心臓神経堤細胞の単離培養法プロト
コルを新規に開発した。胎生 9.5 日マウス胚から神経管を単離培養し、神経堤細胞を増殖させて
葉酸を添加し、DNA を抽出する。DNA メチル化パターンについて、バイサルファイト処理後、パ
イロシークエンスを用いて CpG アイランドメチル化解析する。③分子機序：Tbx1 発現低下マウ
スにおいて葉酸投与による遺伝子発現変化を網羅的に解析し、候補分子経路を特定する。 
(2)ヒト iPS細胞実験系を用いた心臓流出路発生を担う心臓前駆細胞の制御機構とそれを修飾す
る環境因子の解明：目的を達成するために、TBX1 および TBX20 が発現する二次心臓領域由来心
臓前駆細胞を、ヒト iPS細胞から分化誘導・純化する方法を開発する。具体的には、心臓領域特
異的マーカー遺伝子の制御下に発現する蛍光蛋白遺伝子を、ゲノム編集技術を用いてヒト iPS細
胞に導入・選別する。予備実験では、心筋分化誘導開始 6 日目より 2種類の蛍光（GFP、RFP）の
発現が認められ、誘導開始 10日目に GFP および RFP シグナルの有無により FACS を用いて 4 分
画に選別でき、各分画はトロポニン T、TBX5など想定される各心臓領域特異的前駆細胞の遺伝子
発現パターンに合致し、システムの有用性が確認できた。さらに二次心臓領域由来の前駆細胞を
特異的に標識するシステムを開発するため、同様にゲノム編集技術を用いて蛍光蛋白を発現す
るヒト iPS 細胞株を作製する。上記作製したヒト iPS 細胞株において、TBX1 の開始コドンを
CRISPR/Cas9で非相同末端結合によって破壊することにより TBX1 の発現を障害したヒト iPS細
胞を作製し、その心筋分化誘導過程における、分化効率、増殖能、トランスクリプトーム、プロ
テオームを解析し、ヒトとマウスの異同を明らかにすると同時に、TBX1 の発現を障害したヒト
iPS細胞株の表現型の異常に関与するシグナルを同定する。そのシグナルを修飾する化合物につ
いて、ヒト iPS細胞実験系を用いてスクリーニングする。 
(3)TBX1・TBX20 複合遺伝子変異マウスの心疾患表現型の解析による複数の遺伝子変異の遺伝的
相互作用が心疾患表現型におよぼす影響ならびに分子機序の解明：過去の報告（PLoS One 2014）
および私たちの臨床経験から、TBX20ヘテロ変異は他の因子との複合（多因子）により先天性心
疾患の様々な表現型に関与すると考えられる。22q11.2 欠失症候群の臨床表現型も多様であり、
TBX1 の欠失と同時に他の二次性遺伝的要因の関与が推定される。TBX20 と TBX1 は T-boxファミ
リーの中で特に構造・起源が近く、どちらも二次心臓領域細胞に発現している。そこで、TBX1 と
TBX20 には遺伝的相互作用があると仮説を立て、遺伝子改変マウスを用いて検証する。Tbx20 遺
伝子改変マウスについては、CRISPR/Cas9 法により exon2 の locus を挟むように 2 種の guide 
RNA を作製し、機能に重要な T-boxドメインを欠損したマウスの樹立を試みた。実体顕微鏡下に
胎生 9.5 日胚を観察し、心臓流出路を中心とした低形成および卵黄膜血管発生異常が認められ、
Tbx20 遺伝子改変マウスが良好に樹立されたことが確認された。Tbx1 および Tbx20 遺伝子改変
マウスを交配し、Tbx20/Tbx1 ダブルノックアウトマウス胎仔の心血管表現型を解析する。実体
顕微鏡による全体像の観察、心臓組織切片の作製、分子マーカー（一次心臓領域マーカー、二次
心臓領域マーカー、心臓神経堤細胞マーカーなど）を用いた検討により、心疾患表現型と分子機
序を詳細に解明する。また、Tbx20/Tbx1ダブルホモ変異マウス、Tbx20ヘテロ/Tbx1ホモ変異マ
ウスなど、種々の遺伝子発現を持つ胎仔を解析し、複数の心臓発生関連因子の遺伝子発現量の変
化により心疾患表現型が決定される機序を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)環境因子が心疾患表現型に与える影響の解明：葉酸

投与による心臓表現型の変化を再現性をもって観察す

るために、最適な葉酸投与法を検討した結果、Tbx1 発現

低下アリルをヘテロで有する雄雌マウス(Tbx1neo/+)を

交配し、妊娠 7.5〜9.5 日に 1日 1回葉酸 125mg/kg/回

を腹腔内注射することにより、Tbx1 発現低下胎仔

(Tbx1neo/neo)に発症する総動脈幹症の表現型変化を確

実に観察することが可能となった（図 1）。心臓流出路

中隔形成には、心臓神経堤細胞が背側の神経管より遊

離、遊走し、心臓流出路に到達することが必須であり、

心臓流出路中隔を形成する間葉系細胞は心臓神経堤由

来と考えられている。葉酸投与による心臓流出路におけ

る心臓神経堤由来細胞の分布を明らかにするため、神経

堤細胞を標識可能な Tbx1 発現低下マウス（Tbx1neo/+::CAG-CAT-EGFP::P0-Cre）を作製した。こ

のマウスは、P0 遺伝子プロモーターの制御下に神経堤細胞に Cre リコンビナーゼ遺伝子を発現

する。Cre リコンビナーゼは CAG-CAT-EGFP 遺伝子の CAT 遺伝子配列を切り出し、CAG エンハン

サー制御下に恒常的に EGFP遺伝子を発現させるため(Cell Stem Cell 2008)、Tbx1 遺伝子の発

現が低下したマウスにおいて神経堤細胞を EGFPで標識することができる。このトリプルトラン



 

 

スジェニックマウスを交配し、胎仔を解析する

ことにより Tbx1 発現低下胎仔の神経堤細胞の

細胞動態を可視化して、正確に評価することが

可能となった。その結果、Tbx1 発現低下胎仔の

背側に異所性に神経堤由来細胞塊が形成され

ていることがわかった。このトランスジェニッ

クマウスの妊娠母体に前述のプロトコルで葉

酸を投与し、心臓流出路における神経堤細胞分

布を解析した結果、母体葉酸投与によりTbx1発

現低下マウスの心臓流出路(近位・遠位)の神経

堤細胞数が増加することが確認された（図 2）。

さらに詳細に GFP 陽性細胞の分布を観察するために、任意の断面で観察できるライトシート顕

微鏡を用いて解析した結果、咽頭弓領域において Tbx１発現低下胎仔で認められた異所性の GFP

分布パターンに変化が観察された。咽頭弓動脈に着目してより詳細に解析すると、母体葉酸投与

により左第 VI 咽頭弓動脈周囲の GFP陽性細胞が増加する様子が観察された。この GFP陽性細胞

の分布変化が、心臓表現型改善につながる分子機構を明らかにするため、野生型胎仔、Tbx1 発

現低下胎仔、母体葉酸投与 Tbx1 発現低下胎仔の 3群における網羅的遺伝子発現解析を行った結

果、葉酸投与により Notch シグナルの変化がもたらされる可能性が示唆された（図 3）。そこで

咽頭弓動脈領域におけるNotchシグナルの活

性化を解析したところ、GFP 陽性神経堤由来

細胞の分布増加が認められた左第 VI 咽頭弓

動脈周囲において、神経堤由来細胞に一致し

てNotch1 intracellular domain(N1ICD)の存

在が確認され、Notch シグナルの活性化が明

らかになった（図 4）。次に、Tbx1 発現低下胎

仔に認められた神経堤由来細胞の背側の異

所性細胞塊の分化パターンを解析した

ところ、この細胞塊は神経系譜へ分化し

ていること、および葉酸投与により、そ

の異所性の神経系譜細胞への分化が抑

制されていることが明らかとなった。以

上より、“葉酸が心臓神経堤細胞におけ

る Notch シグナルの活性化に寄与し、神

経堤細胞を未分化で遊走可能な状態に

保つことにより、心臓流出路へ到達し、

流出路中隔形成に寄与する細胞数を増

加させ、流出路表現型の改善につなが

る”というモデルが考えられた（図 5）。 

(2)ヒト iPS 細胞実験系を用いた心臓

流出路発生を担う心臓前駆細胞の制

御機構とそれを修飾する環境因子の

解明：当初の計画にしたがい、ゲノム

編集技術を用いた複数種の心臓前駆

細胞系譜特異的マーカー遺伝子の発

現を可視化可能とするヒトiPSレポー

ター細胞株樹立を目指し、TBX1および

TBX20 が発現する二次心臓領域由来心

臓前駆細胞をヒトiPS細胞から分化誘

導・純化するための実験を行なった

が、複数回のゲノム編集によって細胞

にかかるストレスにより、細胞の多能

性を維持することが困難で難航した。

加えて上記(1)の結果より、葉酸が心

臓流出路発生異常の表現型に与える影響は、心臓前駆細胞として二次心臓領域由来細胞よりも

心臓神経堤細胞の発生の変化としてもたらされる部分が大きいと考えられ、二次心臓領域ヒト

iPS レポーター細胞株を利用せず、コントロールヒト iPS 細胞より神経堤細胞様細胞(Induced 

Neural Crest Like Cell: iNCLC)を分化誘導する実験に変更した（Sci Rep 2018）。分化誘導し



 

 

た iNCLC を用いて、葉酸添加の有無に

応じた遺伝子発現変化を解析すること

により、上述の Tbx1 発現低下マウス胎

仔で認められた、神経堤細胞動態の分

子制御機序の解明を目指すこととし

た。培地への葉酸添加の有無に応じた、

細胞遊走能の変化を migration assay

を用いて検討したが、有意な変化は認

められなかった。そこで、iNCLC に生じ

る遺伝子発現の変化を RNA-sequencing

により解析したところ、葉酸投与の有無により神経分化や細胞の接着に関わる経路の関連が示

唆された（図 6）。さらに single cell RNA-sequencingを用いて葉酸投与の有無に応じた Tbx1

発現低下胎仔および野生型胎仔の咽頭弓～心臓流出路領域の遺伝子発現プロファイルを解析し

ており、その結果によりどの心臓前駆細胞にどのような遺伝子発現変化が生じて、心臓表現型の

変化に影響しているかが明らかになることが期待される。また、本研究計画でこれまでに明らか

になった葉酸と Notch シグナルを結ぶメカニズムについて、メチル化および ATAC-sequencingを

用いた epigenetic 環境変化の解析に着手している。 

(3)TBX1・TBX20 複合遺伝子変異マウスの心疾患表現型の解析による複数の遺伝子変異の遺伝的

相互作用が心疾患表現型におよぼす影響ならびに分子機序の解明：Tbx1 と Tbx20 の遺伝的相互

作用の有無を検討するために、Tbx1/Tbx20 ダブルヘテロ変異マウス同士を交配し、Tbx1+/-

Tbx20-/-や Tbx1-/-Tbx20-/-胎仔を胎生

9.5 日に観察した。Tbx1+/-Tbx20-/-は外

観上 Tbx20-/-と著変なく、ともに原始心

筒のルーピングが見られたが、その先の

発生が障害されていた。一方、Tbx1-/-

Tbx20-/-（ダブルホモ変異マウス）では、

ルーピングがより強く障害されており、

流出路低形成もより顕著であった（図 7）。

以上より、Tbx1 と Tbx20 は遺伝的相補性

をもって、心臓の初期発生に機能することが示

唆された。さらに、胎生 18.5 日の Tbx1/Tbx20ダ

ブルヘテロ変異マウス胎仔の心臓表現型を解析

したところ、高率に心室中隔欠損が認められた

（図 8）。振り返って胎生 18.5 日の Tbx20単独ヘ

テロ変異マウス胎仔を詳細に解析したところ、

やはり心室中隔欠損が認められ、Tbx20 のヘテロ

変異がこの心臓表現型に中心的な役割を果たす

ことが示唆された。さらに解析個体数を増やして、Tbx1 のヘテロ変異がこの心臓表現型を修飾

しているかどうかを検討している。また、以上 Tbx1/Tbx20変異マウスが、発生初期のルーピン

グ異常、発生後期の心室中隔欠損に関連することから、発生初期に体の左右軸を制御し、心室中

隔形成にも関与することが報告されている転写因子 Pitx2 の発現を解析した。定量 qPCR での検

討で、Tbx20ホモ変異マウスにおいて Pitx2 の発現量の低下が認められた。さらに解析個体数を

増やして Tbx1変異がこの Pitx2 の発現低下を修飾するかどうかを検討する。 
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