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研究成果の概要（和文）：心筋から分泌される angiopoietin-1(Ang1)の機能を解明するため、Ang1

 

floxマウスを作成してα-MHC-Cre マウスと交配して、心筋特異的 Ang1 欠損(Ang1CKO)マウスを

作成した。Ang1CKO マウスは E12.5-E14.5 で胎生致死を呈し、(1)心内膜と心筋肉柱層の接着不

全、(2)心筋肉柱と緻密帯の発達不全、（3）冠血管形成異常などの表現型を呈した。Ang1CKO

マウスと野生型マウスの心臓で内皮細胞を抗 CD31 抗体で免疫染色すると、野生型で心室壁の

心外膜直下と一層内側に形成される冠静脈と冠動脈の 2 層の血管構造のうち、外側の冠静脈の

みが Ang1CKO マウスで特異的に欠損していた。 

 
研究成果の概要（英文）：To reveal the role of angiopoietin-1 (Ang1) secreted from myocardium, we 

crossed Ang1
flox

 mice with α-MHC-Cre transgenic mice to create cardiomyocyte-speicific Ang1 

knockout (Ang1CKO) mice. Ang1CKO mice showed embryonic lethality between E12.5 and 14.5 with 

defects in (1) attachment between endocardial endothelium and ventricular traveculae, (2) development 

of both traveculae and compact layer, and (3) coronary vessel formation. We performed 

immunohistochemical analysis using CD31 antibody and found that Ang1CKO mice exhibit the defects 

in coronary vein formation, namely ‘coronary venogenesis’. 
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１．研究開始当初の背景 

冠動脈疾患での虚血時に見られる冠血管

新生は、胎生期の冠血管発生と類似の分子

機序が利用されると考えられる。よって、

冠動脈疾患での新規治療法開発を考える際

には、胎生期の冠血管発生を詳細に理解す

ることが非常に重要である。胎生期 E10.5

までは、心筋細胞へと酸素や栄養物は受動

的拡散で供給されるが（図 1a）、心臓の成

長により心室壁厚が肥厚するとともに冠血

管ネットワークが形成され、冠血管を介し

た供給へ移行する。 
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最近、Red-Horse らは冠血管の起源と発生

メカニズムに関して詳細な検討を行って画

期的な報告をした(Nature, 464, 549, 2010)。

冠動脈も冠静脈とも冠血管の発生起源は右

心房と接する静脈洞(sinus venosus)の静脈

内皮細胞(図 1a 水色)にあり、それが発芽

(sprouting)して無血管状態の心室へ向かっ

て遊走して、心室に進入する前に静脈内皮

から脱分化し（図 1b 灰色）、心室表層を走

行する血管内皮は冠静脈へ再分化して（図

1c-d 水色）、その一層内側へ侵入した血管内

皮は冠動脈（図 1c-d 赤色）へ再分化すると

彼らは報告した。一方、この未分化内皮細

胞（灰色）を心室へ遊走させ、動脈化・静

脈化の分化を促す因子については全く不明

であった（図１青矢印）。 

一方で、研究代表者らはレセプター型チロ

シンキナーゼのシグナル伝達で重要な機能

を持つGabドッキングタンパク質の心血管系

での機能を中心に解析を進めて来た。心筋細

胞特異的 Gab タンパク質(Gab1/Gab2)二重欠

損(DKO)マウスの解析を行い、このマウスが

心臓組織内での内皮細胞から心筋細胞へ伝

達される「neuregulin-1(NRG-1)/ErbB シグナ

ル」と心筋細胞から内皮細胞へ伝達される

「Ang1/Tie2 シグナル」からなるパラクライ

ンシグナ

ルネット

ワ ー ク

（図 2）

に破綻を

来して拡張型心筋症を自然発症することを

報告した（Nakaoka et al. J. Clin. Invest. 117, 

1771, 2007）。上記の研究結果を背景として、

研究代表者らは心筋から分泌される Ang1 の

機能を明らかにする必要があると考えた。 

 

２．研究の目的 

心筋‐内皮間相互作用は心機能維持、心臓
発生で重要な役割をすることが知られてい
るが、心筋から分泌される Ang1の役割は明
らかではなかったため、本研究ではその機能
解明を目的とした。 
 

３．研究の方法 
（１）Ang1floxマウスの作成と a-MHC-Creト
ランスジェニックマウスの交配による心筋
特異的 Ang1 欠損(Ang1CKO)マウスの作成 

基盤研究（C)｢心筋‐内皮組織間のパラク
ラインシグナルネットワーク」（研究代表
者：中岡良和、2007 年‐2008 年）にて作成
した Ang1 第 1 エクソンを loxP 配列で挟んだ
Ang1

floxマウスとα-MHC-Creトランスジェニ
ックマウスを交配して心筋特異的 Ang1 欠損
(Ang1CKO)マウスを作成した。In situ 

hybridization と qRT-PCR を用いてノックアウ
トの確認とともに致死となる時期を調べた。 
（２）Ang1CKO マウスの表現型の解析 

Ang1CKO マウスは胎生 E12.5-14.5 で致死
を呈したため、その心臓の表現型を組織学的、
免疫組織化学的（CD31 に対する免疫染色）
に解析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）Ang1CKO(Ang1

flox/flox; 
a-MHC-Cre+)マウ

スの Ang1 欠損の確認： 

In situ hybridization により Ang1 の E10.5 マ
ウス胚での発現を検討すると、図 3A に示す
様にコントロールの心臓で見られる Ang1 の
発現は Ang1CKO マウスでは消失していて、
心臓での Ang1 発現レベルを qRT-PCR で定量
すると Ang1CKO マウスでは Ang1 の発現量
が約 90％低下していた(図 3B)。 
（２）Ang1CKO マウスの胎生致死の時期：
Ang1CKO マ ウ ス は 下 記 の 表 の 如 く 、
E12.5-14.5 で死亡することが明らかとなった。

また、死亡個体は全身性の浮腫、皮下出血を
伴っていた。 

（３）Ang1CKO マウス心臓の組織学的解析： 

 Ang1CKO マウス心臓の表現型を解析する



 

 

目的で、HE 染色で組織解析を行ったところ、
興味深いことに E13.5 では十分に心内膜－心
筋肉柱間の接着が野生型では見られるのに
対して、Ang1CKO マウスの心臓では接着が
見られず浮いた状態となっていることが観
察された（図 4）。また、緻密帯、肉柱の形成
も Ang1CKO マウスでは野生型よりも遅滞し
ていることが明らかとなった（図 4）。 

（５））Ang1CKO マウス心臓の免疫組織化学
による解析： 

次に、内皮細胞に対する抗 CD31 抗体でホ
ールマウント免疫染色を行って、冠血管形成
について検討を行った。その結果、表層に野

生型では観
察 さ れ る
CD31 陽性
の血管像が

Ang1CKO

マウスでは
消失してい
ることが明
らかとなっ
た（図 5）。 

これらのサンプルを切片化して検討する
と、興味深いことに 2 層の CD31 陽性冠血管
の 外 側 の 冠 静 脈 と 考 え ら れ る 血 管 が
Ang1CKO マウスでは特異的に欠損している
ことが明らかとなった（図 6 青矢印部分）。

一方、内側の CD31 陽性血管は冠動脈と考え
られたため、インクを用いた冠動脈造影実験
を行ったが、冠動脈の形成に野生型と
Ang1CKO マウスの間で差は見られなかった。
以上より、心筋から分泌される Ang1 は冠血
管形成、特に冠静脈の形成に必須の役割を担
うことが示唆された。これまで、いかなる臓
器においても動脈・静脈の特異的な分化を促
進する増殖因子、サイトカインは同定されて
おらず、画期的な発見と考えられる。 

今後は、更に静脈内皮マーカーの発現を

Ang1CKO マウスで検討して、冠静脈欠損に
ついての詳細な解析を進めてその分子機構
を明らかにする必要がある。 
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