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研究成果の概要（和文）：本研究では、Hey2とその上流-下流転写因子カスケードによって制御される心臓形態
形成機構と、その破綻によって生ずる形態異常メカニズムの解明を目指した。研究代表者らは、Mef2c-AHF-Cre
マウス系統を用いて右心室および心室中隔筋に特異的なHey2コンディショナルノックアウト（cKO）マウスを樹
立し、Hey2がTbx2依存性のMycn発現抑制を緩和することで胎生期の右心室発生に重要な役割を担っていることを
証明した。また、Hey2自身の発現を制御する上流機構の解析において心室筋Hey2発現に必須である遠位エンハン
サーを同定し、GataおよびTbx20によって活性化を受けていることを報告した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate the significance of Hey2 and the 
upstream/downstream transcription factor cascade in cardiac morphogenesis and the mechanisms of 
morphological abnormalities, such as ventricular septal defect, dysplastic tricuspid valve and 
hypoplastic right ventricle, caused by the Hey2 gene deletion. We generated Hey2 conditional 
knockout (cKO) mice specific to the myocardium of the right ventricle and ventricular septum using 
the Mef2c-AHF-Cre mouse strain and demonstrated that Hey2 played an important role in right 
ventricular development, at least in part, through mitigating the Tbx2-dependent inhibition of Mycn 
expression. In the analyses of the upstream transcriptional regulation of Hey2 expression, we 
identified a distal Hey2 enhancer that was activated by Gata and Tbx20 and was essential for Hey2 
expression in the ventricular myocardium.

研究分野：循環器医科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性心疾患は新生児の1%に認められる発症頻度の高い疾患であり、胎生期心臓形成の分子基盤を明らかにする
ことは、その病因究明や、新規治療薬の開発につながる重要な課題である。Hey2 KOマウスで観察される心臓形
態異常（心室中隔欠損、三尖弁閉鎖および右心室低形成）は、ヒト先天性心疾患にも認める典型的な構造異常で
あり、本研究成果は、これらの疾患の病因として右心室心筋での遺伝子発現の調節異常が関与していることを強
く示唆するものである。

※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 

Hey2 は、胎生期の心室心筋および心内膜で発現する塩基性ヘリックスループヘリックス

(bHLH)転写調節因子である(Nakagawa et al. Dev Biol 1999)。Hey2 遺伝子のノックアウト(KO)

マウスは心室中隔欠損(VSD)、三尖弁閉鎖(TA)、および右心室低形成を併発して生後早期に死亡

する(Donovan et al. Curr Biol 2002、Xin et al. PNAS 2007)。先行研究では、Hey2 KO マウ

スの心室心筋において心房特異的遺伝子の異所性発現が誘導されること(Koibuchi et al. Circ 

Res 2007、Xin et al. PNAS 2007)、Hey2 が自身の DNA 結合だけでなく、他の転写因子との複合

体形成によって下流遺伝子の転写を制御していることが明らかになっているが(Kathiriya et 

al. J Biol Chem 2004、Stefanovic et al. Nat Commun 2014)、Hey2 が制御する遺伝子発現と

心臓形態異常の相関については、いまだ不明な点が多い。研究代表者らは予備実験において、

Mef2c-AHF-Cre マウス系統(Verzi et al. Dev Biol 2005)を用いて右心室および心室中隔筋に特

異的な Hey2 コンディショナル KO マウスを作製し、Hey2 KO マウスに認める心臓形態異常がすべ

て再現されることを見出した。さらに所属研究グループでは、最近実施した Hey2 発現の上流転

写制御機構の解析において Hey2 遺伝子の 210kb 上流に存在する遠位エンハンサーを同定し、こ

の遠位エンハンサーが心室筋での Hey2 発現に重要である可能性が考えられた(研究開始当初は

未発表、Ihara et al. Dev Biol 2020)。 

 

２．研究の目的 

本研究では「Hey2 とその上流-下流転写因子カスケード」によって制御される正常な心臓形態

形成機構と、その破綻によって生ずる心室中隔、三尖弁および右心室形態異常のメカニズムにつ

いて明らかにする。 

 

３．研究の方法 

課題 1. 領域特異的 Hey2 コンディショナル KO(cKO)マウスの心臓表現型の評価 

右心室および心室中隔筋に特異的な Hey2 cKO(以下単に「Hey2 cKO」と称する。)マウスで VSD、

TA および右心室低形成が生ずる過程を正しく理解するために、Hey2 cKO マウス胚(胎生(E)12.5-

E17.5 日)において心臓形態の変化を経時的に観察した。さらに microCT イメージングならびに

組織切片作製によって Hey2 cKO マウス(生後 0日)心臓の表現型を詳細に評価した。 

 

課題 2. 遺伝子発現解析に基づく Hey2 機能の理解：Hey2-Tbx2 経路による右心室形成の制御 

Hey2 cKO マウスの心臓において異常調節される遺伝子を同定するために、Hey2 cKO マウス胚

(E12.5日)の右心室心筋を用いて RNA-seq解析を実施した。発現変動が検出された複数の候補遺

伝子について定量 PCR 解析ならびに in situ ハイブリダイゼーションを実施して、これらの遺

伝子の心室心筋での発現量および発現様式を比較した。さらに Hey2 cKO および KO マウス胚の

心室内の各領域(右心室、左心室および心室中隔)における S 期細胞数の割合を EdU 

incorporation assayによって測定し、右心室低形成と心筋細胞増殖の関連性について検討した。 

 

課題 3. Hey2 心室発現を制御する上流シグナル機構の理解：Tbx20-Hey2 経路の重要性 

所属研究グループで同定した Hey2 心室筋エンハンサーの転写活性をさらに検証するために、

この DNA領域を CRISPR/Cas9ゲノム編集によって欠失させた(Hey2 心室筋エンハンサー欠失)マ

ウスを作製し、当該マウスにおいて Hey2 遺伝子発現を確認した。さらに HEK293T細胞を用いた

ルシフェラーゼアッセイによってHey2心室筋エンハンサーの活性化因子を探索した。またTbx20 

KO マウス胚の心臓において Hey2 心室筋エンハンサー活性を確認した。 

 



４．研究成果 

課題 1. 領域特異的 Hey2 欠失マウスの心臓表現型の評価 

Hey2 cKOマウスの表現型解析によって胎生期心臓の右心室心筋におけるHey2発現の重要性が

示された。Hey2 cKO マウス心臓の microCT画像ならびに組織切片では、VSD(14例中 9例)、TA(14

例中 8 例)および右心室低形成(14例中 14例)が明瞭に示された。心臓弁や乳頭筋などの他の心

臓内構造には明らかな異常は認めなかった。観察したすべての個体において右心室低形成を認

めたが、TA および VSD は一部の個体のみであったことから、Hey2 cKO マウス胚での右心室低形

成は TA に起因したものではなく、Hey2 発現は本質的に右心室の発生に必須である可能性が高い

と考えられた。R26R-LacZ レポーターマウスを用いて Mef2c-AHF-Cre 発現細胞系譜(LacZ 陽性細

胞)の心臓における分布(E12.5日)を確認したが、正常と Hey2 cKO個体の間で LacZ 陽性細胞の

分布パターンに違いはなかった。 

Hey2 cKO マウス胚の心臓形態観察において、E12.5 日では正常マウスと同様に両心室はどち

らも球形をしており、明らかな異常は認めなかった。正常マウス胚の両心室は E13.5日から頂底

軸に沿って伸長し始めるが、Hey2 cKO マウス胚の心臓では右心室は球形のままでほとんど伸長

せず(左心室は伸長)、右心室低形成をきたすことが明らかになった。 

 

課題 2. 遺伝子発現解析に基づく Hey2 機能の理解：Hey2-Tbx2 経路による右心室形成の制御 

Hey2 cKO マウス胚(E12.5日)の右心室心筋における RNA-seq解析によって、68遺伝子に 1.5

倍以上の発現変動が検出された。Hey2 cKO胚の右心室心筋で発現が増加した遺伝子のうち Tbx2、

Ntn4 および Cldn11 について、また発現が減少した遺伝子のうち Tnnt1、Tnni2 について定量 PCR

解析を実施した。これら遺伝子の発現量の違いは、RNA-Seqと定量 PCR 解析の間で高い再現性が

見られた。T-box 因子 Tbx2 は正常心臓では非心室心筋(流出路および房室管)で限局的に発現す

る(Harrelson et al. Development 2004、Abrahams et al. IUBMB life 2010)。我々の in situ 

ハイブリダイゼーションにおいても、正常胚(E12.5 および E14.5日)での Tbx2 発現は流出路に

のみ認め、心房・心室心筋には認めなかった。一方、Hey2 cKO および KO マウス胚では、いずれ

も右心室心筋において Tbx2 発現が異所性に誘導された。 

 トランスジェニック(Tg)マウスを用いた先行研究において、Tbx2 を心臓で過剰発現させると、

Mycn 発現が抑制され、心筋細胞の増殖が低下すると報告されていた(Dupays et al. Dev Biol 

2009)。我々は Hey2 cKO および KO マウス胚の右心室での Tbx2 の過剰発現が、右心室心筋細胞

の増殖に影響を与えているのではないかと推察し、定量 PCR 解析ならびに in situ ハイブリダ

イゼーションによって Hey2 cKO および KO マウス胚心臓での Mycn 発現を確認した。Hey2 cKO お

よび KO マウス胚(E14.5 日)の右心室では、Mycn の mRNA 量がいずれも著明に減少していた。ま

た CRISPR/Cas9ゲノム編集によって Tbx2 KO マウスを作製して、Tbx2依存的な Mycn 発現の制御

を検証したところ、Tbx2 KO胚(E9.5日)心臓では Mycn の mRNA量が有意に増加することが示さ

れた。さらに EdU incorporation assay では、Hey2 cKO および KO マウス胚(E14.5日)の右心室

および心室中隔では S 期細胞の割合がいずれも有意に減少しており、これらの心室内領域にお

いて心筋細胞の分裂頻度が低下していることが明らかになった。 

 胎生期心臓における心筋細胞分化のマーカーであるナトリウム利尿ペプチド ANP および BNP

の mRNA量を定量 PCR 解析によって測定した。Hey2 cKO および KO マウス胚(E14.5日)のいずれ

においても、ANP の mRNA 量は右心室において著明に減少していたが、対照的に左心室では明ら

かに増加していた。BNP の mRNA量は右心室では変化せず、左心室でのみ明らかに増加していた。

Tbx2 は ANP 遺伝子の転写を抑制することが知られており(Habets et al. Genes Dev 2002)、Hey2 

cKO および KO マウス胚右心室での ANP mRNA量の減少は、当該マウス胚の右心室において Tbx2

発現が異所性に誘導されたことによるものと推察された。一方、Hey2 cKO および KO マウス胚の

左心室において ANP および BNP の mRNA量が増加する理由については今後の検討が必要である。 

 

課題 3. Hey2 心室発現を制御する上流シグナル機構の理解：Tbx20-Hey2 経路の重要性 



Hey2 心室筋エンハンサーの意義をさらに検証するために、Hey2 心室筋エンハンサー欠失マウ

ス胚における Hey2 遺伝子の発現を in situ ハイブリダイゼーションによって確認した。Hey2 心

室筋エンハンサー欠失マウス胚(E9.5日)では、心室筋での Hey2 発現が消失した。また心室筋エ

ンハンサー上の Gata4 および T-box 因子の DNA 結合モチーフ(塩基配列)に、点変異もしくは欠

失変異を導入した LacZ レポーターTg マウスにおいて Hey2 心室筋エンハンサーの活性を確認し

たところ、これらのマウスでは Hey2 心室筋エンハンサーの活性が著明に低下した。さらに

HEK293T 細胞を用いたルシフェラーゼアッセイでは、Gata4 および Tbx20 が Hey2 心室筋エンハ

ンサー活性を相乗的に上昇させることが示された。 

T-box因子 Tbx20 に着目して、Tbx20 KO マウス胚で Hey2 心室筋エンハンサー活性を確認した

ところ、Tbx20 KO マウス胚(E8.5 および E9.5日)心臓では Hey2 心室筋エンハンサー活性が完全

に消失した。 
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