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研究成果の概要（和文）：本研究において、Tyrosinase::Cre マウス(Tyr::Cre)と、Cre 発現下で

ß-catenin タンパク質を安定化する ß-catFloxedEx3 マウスの交配により Tyr::Cre; 
ß-catFloxedEx3 マウスを樹立した。このマウスでは、ß-catenin の活性化により、誕生時に動

脈管開存症(PDA)を発症することが示され、ヒトの PDA 疾患と非常に類似した表現型を示すこ

とを明らかにした。本マウスではメラノサイトが異所的に動脈管に局在しており、この心臓メ

ラノサイトが PDA 発症に関与していることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Tyr::Cre; ß-catFloxedEx3 mice were generated by crossing Tyr::Cre 
transgenic mice with ß-catFloxedEx3 mice. These mice showed PDA by enhanced activity of 
ß-catenin after birth. In these mice, ectopic melanocytes were localized in the heart and 
they directly and/or indirectly affect formation of the PDA. 
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１．研究開始当初の背景 
動脈管開存症(PDA)は先天性心疾患の 10%を
占め、頻度の多い先天性心疾患の１つである。
PDA の治療は新生児医学において、重要な項
目の１つである。治療法としてインドメタシ
ンによる治療が一般化されているが、副作用
が強く、治癒率も高くない。より安全で確率
の高い治療法及び予防法が求められている。
いくつかの動脈管開存モデルマウスが報告

されているが、いずれも短命であり、長期の
病体解析には利用できない。そのため、より
ヒトの疾患病態に近く、予防法、治療法研究
に有用なモデルマウスの開発が求められて
いる。 
 
２．研究の目的 
研 究 代 表 者 ら が 開 発 に 携 わ っ た

Tyrosinase::Cre トランスジェニックマウス



(Tyr::Cre)と、Cre 発現下で ß-catenin タン
パク質を安定化するトランスジェニックマ
ウス(ß-catFloxedEx3)の交配により、生後直
後に動脈管開存症(PDA)によって左心房・左
心室肥大を呈し、4-18 週程度生存後に死亡す
るマウス(Tyr::Cre; ß-catFloxedEx3)を樹立
した。本研究では、ヒト新生児に非常に多い
動脈管開存症を生後直後に示し、且つ 4-18
週程度生存できるTyr::Cre; ß-catFloxedEx3
マウスが、新規の「ヒトの PDA モデルマウス」
として有用である事を証明するとともに、メ
ラニン産生細胞（メラノサイト）及び神経冠
細胞が動脈管の開閉に影響を与える作用機
序を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) PDAモデルマウスTyr::Cre; 
ß-catFloxEx3; Dct::LacZ動脈管におけるメ
ラノサイトの分化時期、分布領域の解析：
Dct::LacZトランスジェニックマウスは、メ
ラニン合成酵素の１つであるDct
（dopachrome tautomerase）をコードする遺
伝子のプロモターとLacZをコードする遺伝
子を融合したtrans geneを持つマウスである
このマウスはメラノサイト系細胞でのみ
LacZ遺伝子を発現するため、X-gal発色によ
ってメラノサイトを青色に可視化すること
ができる。本研究では、PDAモデルマウス
(Tyr::Cre; ß-catFloxedEx3) とDct::LacZマ
ウスを交配することによりTyr::Cre; 
ß-catFloxEx3; Dct::LacZマウスを樹立した。
このマウスを利用して心臓内を含む体内メ
ラノサイト系細胞の分布を明らかにした。 

。

 
(2) PDA発症とメラニン産生及びメラノサイ
トとの関連性の解析：本モデルマウスの
genetic backgroundは、C57BL/6 系統である
ため、a/a; C/Cタイプのユーメラニン産生能
力を持っている。本モデルマウスでは心臓に
異所的に存在するメラニン産生細胞（メラノ
サイト）がPDA発症に関与する可能性が示唆
されたが、「メラニン色素そのものがPDA発症
に関与する」のか、「メラノサイトそのもの
の存在が関与する」のかは不明である。この
問題を明らかにするためにはメラニン合成
に必要なチロシナーゼ遺伝子に変異がある
c/c（アルビノ）タイプのgenetic backg
での解析が不可欠と考え、Tyr::Cre; 
ß-catFloxEx3 マウスと、と交配を行うことで、
メラニンを産生しないPDAマウス(Tyr::Cre; 
ß-catFloxEx3: c/c)を樹立した。このマウス
を解析することにより、メラニン色素そのも
のがPDA発症に関与するかどうかを検証した。
 

round

 

Tyr::Creを交配した動脈管の特定の細胞(3) 
集団特異的コンディショナルノックアウト
マウスの解析：Endotherin receptor type 

(Ednrb)遺伝子は色素細胞の発生、移動、分
化、生存等に深い関わりを持つ遺伝子である
心臓内に異所的に存在するメラノサイトに
よるPDA発症はEdnrb遺伝子の機能が関与し
ている可能性が考えられる。そこで、
Tyr::CreマウスとEdnrb-Floxedマウスと
交配実験を行い、Tyr::Cre; Ednrb-Floxedマ
ウスの樹立を目指した。その後、出生数、生
存期間、心臓の形態、心臓機能等をコントロ
ールマウス(º/º; Ednrb-Floxed)と共に解析
した。 
 

B 

。

の

PDAモデルマウスTyr::Cre; (4) 
ß-catFloxEx3 マウスにおける、動脈管開閉因
子についての発現解析：Cox-1、Cox-2、Epr4
等は、動脈管開存に関与する事が報告されて
いる遺伝子である。これらのノックアウトマ
ウスはPDAを発症するが、いずれも短命であ
り、長期の病体解析には利用できない。本研
究では、Cox-1、Cox-2、Epr4 遺伝子等の発現
量をTyr::Cre; ß-catFloxEx3マウスにおいて
PCR法等で解析した。解析においては、コン
トロールマウス(º/º; ß-catFloxEx3)とPDAモ
デルマウス(Tyr::Cre; ß-catFloxEx3)の動脈
管を含む心臓の各部位を個別に摘出し、RNA
を抽出、逆転写酵素によるcDNA合成を行い
これらを鋳型としたReal time PCR法により
各遺伝子の発現量を定量した。 
 

、

タモキシフェン誘導性コンディショナル(5) 
ノックアウトマウスTyr::Cre-ERT2; 
ß-catFloxEx3 を作成及び解析：研究代表
開発したTyr::Cre-ERT2 マウスは、Cre 
ricombinaseとタモキシフェン結合能を持
ERT2 ドメインが融合したタンパク質を発現
するトランスジェニックマウスである。この
マウスを用いると、タモキシフェンの投与を
変えることにより時間的、空間的にCreタン
パク質の発現をコントロールできる。このコ
ントロールを行えば、defloxのタイミングを
コントロールできるようになる。研究代表者
らは、ß-catenin遺伝子の活性化ががどのよ
うなタイミングで生じるとPDA発症に作用す
るのかを明らかにするため、Tyr::Cre-ERT2
マウスとß-catFloxEx3 マウスを交配するこ
とにより、タモキシフェン誘導性コンディシ
ョナルノックアウトマウス（Tyr::Cre-ERT2; 
ß-catFloxEx3）を作成した。タモキシフェン
はcorn oilに融解し、生後直後、生後 6時間、
12 時間、24 時間の個体への腹腔注射を行っ
た。生存期間、心臓の形態、心臓機能等をコ
ントロールマウス(º/º;ß-catFloxEx3)と共
に解析した。 
 

者が

つ

)ドップラーエコー画像解析法を用いた解(6
析：心臓機能は血流の維持であり、その機能
を検証するためには心拍を維持したままの



解析が不可欠である。PDAモデルマウス
（Tyr::Cre; ß-catFloxEx3）のPDA発症時
おける血流をリアルタイムで測定するため
に、ドップラーエコー画像解析法を用いて解
析した。 
 

に

．研究成果 
ロ ー ル マ ウ ス ( º / º ; 

) c/c マ ウ ス を 交 配 し た Tyr::Cre; 

) 色素細胞関連遺伝子である Ednrb遺伝子

) 既知の動脈管開閉に関する因子、Cox-1、

a )

) ß-catenin 遺伝子の作用がどのようなタ

) ドップラーエコー画像解析法を用いた

．主な発表論文等 
担者及び連携研究者に

雑誌論文〕（計 6 件） 

４
(1) コ ン ト
ß-catFloxEx3; Dct::Lac)では、Dct::LacZ に
よる LacZ 発色は、動脈管内に全く認められ
なかった。一方 Tyr::Cre; ß-catFloxEx3; 
Dct::LacZ マウスでは、異所的なメラノサイ
トからの発色が心臓内に多数認められ、特に
動脈管内に多くのメラノサイトが点在して
いることが判明した。これら LacZ-positive
メラノサイト細胞が、動脈管内に本来数多く
存在する平滑筋細胞ではなく、メラノサイト
であることを確認するために、メラノサイト
マーカーである Dct抗体と平滑筋細胞マーカ
ーである平滑筋抗体を用いて多重蛍光染色
を行った。その結果、Dct 抗体 positive 細胞
は平滑筋抗体 negative であり、平滑筋抗体
positive 細胞は Dct 抗体 negative であるこ
とが判明した。この結果は、異所的に存在す
る Dct::LacZ positive 細胞が遺伝子発現レ
ベルでもメラノサイトであることを強く示
唆している。以上の結果から、本マウスの PDA
発症の原因が心臓内に異所的に存在するメ
ラノサイトに起因している可能性が示唆さ
れた。 
 
(2
ß-catFloxEx3: c/c の場合でも PDA が確認さ
れた。また、このマウスは計画通り全身でメ
ラニン合成が起こらないアルビノ系マウス
であった。また、メラニン色素が存在しない
個体でも、メラノサイト細胞自身が存在する
ことを確認するため、メラノサイトマーカで
ある Dct抗体を用いて組織免疫染色を行った。
その結果、Tyr::Cre; ß-catFloxEx3: c/c マ
ウスの動脈管には Tyr::Cre; ß-catFloxEx3
マウスと同様、動脈管に異所的なメラノサイ
トの分布が観察された。この結果は、PDA の
発症はメラニン色素が原因となって引き起
こされるものではないことを示唆している。
このマウスはメラニン色素は産生しないが、
メラノサイトそのものは失われていない。つ
まり、PDA の発症はメラニンそのものではな
く、メラニンを産生するメラノサイトによっ
て引き起こされている可能性を示唆してい
る。 
 
(3
が関与していることが考えられたため、
Ednrb-Floxed マウスとの交配実験を行い、
Tyr::Cre; Ednrb-Floxed マウスを樹立した。
出生数、生存期間、心臓の形態、機能等を解

析したところ、大きな変化は認められなかっ
た。この結果は、Ednrb 遺伝子の PDA 発症へ
の関与が低い可能性を示唆している。 
 
(4
Cox-2、Epr4 等の発現量を定量するため、Real 
time PCR法による遺伝子発現の定量化を行っ
た。コントロールマウス(º/º; ß-catFloxEx3)
と PDA モ デ ル マ ウ ス (Tyr::Cre; 
ß-c tFloxEx3 の動脈管を含む心臓の各部位
おける各遺伝子発現量を比較したところ、
Cox-2及びEp4r遺伝子の発現量も増大してい
た。この結果は、本 PDA モデルマウスでは、
動脈管開閉因子の発現量の変化が PDAを発症
させる原因であることを示唆している。 
 
(5
イミングで作用するのかを明らかにするた
め、タモキシフェン誘導性コンディショナル
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス Tyr::Cre-ERT2; 
ß-catFloxEx3 を作成した。生後直後、生後 6
時間、12 時間、24 時間のマウスへタモキシ
フェンを投与し解析したところ、少なくとも
生後に ß-catenin の機能を活性化しても PDA
の発症は観察されなかった。この結果は、
ß-catenin による作用が胎児期に大きく作用
している可能性を示唆している。 
 
(6
解析から、本モデルマウスは動脈管開存だけ
でなく、右心房から左心房へのシャントが観
察された。さらには、PDA 発症後の本モデル
マウスでは、このシャントは、動脈管開存-
左心房血圧増大-肺内血圧増大-右心房内圧
増大-右左シャントという順序で引き起こさ
れたと考えられる。また、左心房に血栓を持
つ個体が多く観察され、これらの血栓も本モ
デルマウスの寿命を短くする一因である可
能性が示唆された。 
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