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研究成果の概要（和文）： 
左右非対称な内臓器官と四肢の形成について、以下の分子機構を明らかにした。 
⑴心臓流出路の左右非対称な形成には、Fgf シグナルを受け取っている内皮層の左右非対称な
形態変化が重要である。 

⑵心臓流出路の左右非対称な形成には、Fgf10に加えて他の Fgf因子も働いている。 
⑶Pitx2 は左側板中胚葉で左右非対称な発現を開始し、肢芽においては発生が進むにつれ沿軸
中胚葉由来の細胞でも発現を開始する。 

⑷Pitx2が発現する左肢芽の背尾側の細胞について、Pitx2変異マウスと野性型では細胞増殖の
速度が異なり、Pitx2は左側特異的に細胞増殖を抑制している。 

 
研究成果の概要（英文）： 
About left-right asymmetric morphogenesis in visceral organs and limb, I discovered the 
following molecular mechanisms:  
⑴Endocardium, which receives Fgf signals, has important role in morphogenesis of heart 
outflow tract.  

⑵Morphogenesis of heart outflow tract involves several Fgf factors in addition to Fgf10. 
⑶Expression of Pitx2 is initiated in left lateral plate mesoderm, and also begins at paraxial 
mesoderm cells in the limb bud. 

⑷Cell proliferation rate of Pitx2-expressing cells in dorso-ventral region of left limb is 
different between wild type and Pitx2 mutant embryos. Pitx2 inhibits cell proliferation in 
these cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 ここ数年で解明されてきた左右軸形成機

構の中で、最終段階である左右非対称な器官

の形態形成の分子機構の理解は遅れていた。

マウスにおける報告は、私の報告を含め、心

臓と腸管に関する解析だけであった。 
 私は、左右非対称な器官の形態形成の分子

機構を解明する一番の手がかりは、転写因子

Pitx2であると考えた。Pitx2は、左右軸形成

機構の上流からのシグナルを受け取り、左右

非対称に形成するほとんどの器官原基の左

側で発現する。そして変異マウスの解析から、

Pitx2 が左右非対称な器官形成を支配してい

ることも明らかであった。 
 
⑴心臓の流出路は、初めは一本の管として出
来たものが、大動脈と肺動脈に分離して、大
動脈は左心室に、肺動脈は右心室に正しく結
合して完成する。左右軸の異常では大動脈と
肺動脈の位置異常が観察され、ヒトの先天性
疾患でも同様の症状があり、臨床的意義を含
めて心臓の発生において重要である。 
 私は、 Fgf10が心臓の流出路で非対称に発

現していることを発見した。続いて、この非

対称性が、Pitx2 によって直接的に制御され

ることを明らかにした。そして、Fgf10 は、

Pitx2 以外で心臓の流出路で非対称に発現す

る唯一の遺伝子であり、Pitx2の下流で Fgf10
が左右非対称な形態形成に働いていると予想

した。 
 
⑵私は、内臓器官に加えて、外見は左右対称
に見える肢芽においても、Pitx2 が左右非対
称に発現していることを発見した。そして、
四肢における Pitx2の非対称な発現の制御機
構や、Pitx2 が LPM の lineage である腱、
muscle connective tissues、軟骨膜等に限局
して発現することを明らかにした。さらに、
肢芽における Pitx2発現細胞の細胞系譜を追
跡した結果、Pitx2 ASE欠損マウス[Pitx2の
左側発現のエンハンサー(ASE)のみを欠損し
た変異マウス。]と野生型で細胞が寄与する領
域の違いを発見した。 
 しかし、マウスにおいて、四肢の非対称な

組織形態やその意義は不明のままであった。 
 
 
２．研究の目的 
 左右非対称な器官形成機構の解明を最終

目標として、本研究では、私が作成した Pitx2
の左側特異的な発現のみが消失する Pitx2 
ASE欠損マウスを利用し、Pitx2の下流の分

子機構を解析する。 
 

⑴心臓の流出路の形成機構 

 本研究では、心臓の流出路の非対称な形成

機構について、私が発見した非対称な Fgfシ
グナルとPitx2 ASE欠損マウスの異常形態を

手がかりにして解析を進める。その結果、心

臓の流出路の形成機構を、細胞生物学的、分

子生物学的な融合的に理解することを目的と

する。 
①Fgfシグナルの役割  
 本研究では、Fgf10を左右対称に発現する

マウスを作成し、流出路の非対称な形成にお

ける Fgfシグナルの役割を解析する。 
 一方、Fgf シグナルを受け取る細胞を同定

し、その細胞形態、細胞移動、細胞増殖に注

目し、Fgf シグナルによる左右非対称な心臓

の流出路の形成機構を解明する。 
②細胞形態との関連 
 私は、血流による大動脈の非対称な形成機

構の解析中に、Pitx2 ASE欠損マウスにおい

て、流出路の形成過程で、細胞形態の異常部

位が存在することを発見した。正常な心臓の

発生過程では、流出路がねじれながら左に移

動して、左心室と大動脈が正しく結合する。

この時にねじれの方向に沿って左心室に向

かう細胞集団が存在することを発見したが、

Pitx2 ASE欠損マウスではこの集団が存在し

なかった。 

 本研究では、該当部位の細胞移動を観察し、

Pitx2 発現細胞や Fgf シグナルとの関連を解

析する。 
 
⑵Pitx2 の非対称な発現が支配する四肢の非

対称性の解析 

 本研究では、Pitx2 の非対称な発現が支配

する四肢の非対称性とその意義を解明する

手がかりを得る目的で、以下の解析を行なう。 
・Pitx2 発現細胞や発生後期や生後に寄与す

る組織に注目して、非対称な形態や、Pitx2 
ASE 欠損マウスにおける異常形態を探索す

る。 
・Pitx2 変異マウスにおける行動異常の探索。 
・Pitx2 の非対称な発現による下流遺伝子の
探索 
 
 
３．研究の方法 
⑴心臓の流出路の形成機構 

①Fgf シグナルを受け取っている細胞を同定

し、その細胞の特徴を解析する。（それぞれ

の解析は、Pitx2 ASE欠損マウス、Fgf10を
左右対称に発現するマウスでも行う。） 
・心臓の流出路における、Fgf 因子の発現を
調べる。Fgf シグナルを受け取っている細胞
をリン酸化 Erkの免疫組織染色で同定する。 
・Fgf シグナルを受け取る細胞と他の細胞の



違いに注目した、流出路の細胞増殖、細胞移

動、細胞形態の解析。 
・細胞移動：一部の細胞を DiIで標識し、全

胚培養後、標識領域の変化を観察する。 
・細胞形態：配向性や中心体の位置、filopodia
の観察。それぞれの観察は、Pitx2 ASE欠損

マウスでも行う。 
②Fgf10を左右対称に発現するマウスの作成
と解析 
・私が発見した、Fgf10の非対称性を制御し

ている Pitx2結合配列を欠損させたマウスの

作成（ES細胞による gene targeting）。 
・Fgf10の流出路エンハンサーや Pitx2 ASE
によって、非対称に発現している Fgfを対称

あるいは内湾側にも異所発現するトランス

ジェニックマウスの作成と異常形態の観察。 
・私が発見した、Fgf10の非対称性を制御し

ている Pitx2結合配列を欠損させたマウスの

解析 
・流出路の細胞形態の観察結果から、非対称

な形態形成への関与を示唆した現象について

は、その現象の変異マウスを作成し、解析す

る。 
 

⑵Pitx2 の非対称な発現が支配する四肢の非

対称性の解析  

①野生型での非対称な形態や、Pitx2 ASE欠

損マウスにおける異常形態の探索。OPT
（Optical projection tomography、３次元的

に観察できるカメラ）も使用する。 
②肢芽の左右非対称な発現だけを欠失させ

た Pitx2 Conditional KOマウスの作成と解

析 
 Pitx2 ASE欠損マウスは、生後まもなく死

亡するため、肢芽における Pitx2の左右非対

称な発現の機能解析ができない。よって、

Pitx2 の肢芽の左右非対称な発現のエンハン

サーを loxP で挟んだマウスと、肢芽特異的

にCreを発現するPrx1-Cre Tgマウスとを掛

け合わせ、肢芽の左右非対称な発現だけを欠

失させる Pitx2 Conditional KOマウスを作

成する。 

③Pitx2 Conditional KO マウスの形態異常

や機能異常の解析。 
 運動機能障害に注目し、ビデオ撮影を含め

て、野生型と比較しながらの行動解析。 
④四肢の左右非対称な Pitx2の下流遺伝子の

スクリーニング。 
 ASE-Veuns（CFP の Variant で蛍光が強

い）トランスジェニックマウスを利用し、

Pitx2 発現細胞だけを集める。マイクロアレ

イによって、野生型と Pitx2 ASE欠損マウス

の間で発現量に差がある遺伝子を抽出する。

続いて、抽出した遺伝子の発現様式を確認す

る。 
 
 
４．研究成果 

 左右非対称な内臓器官と四肢の形成機構

について、以下の成果を挙げた。 
 
⑴心臓流出路の形成機構について 
①心臓流出路で左右非対称に発現している

Fgf10の下流シグナルを解析した。その結果、

Fgf10によって活性化された細胞の指標であ

るリン酸化 Erk も心臓の流出路で左右非対

称に存在することが分かった。さらに、Fgf10
の発現細胞は心筋層であるがリン酸化 Erk
が存在するのは内皮層であり、心臓流出路の

左右非対称な形成には内皮層の左右非対称

な形態変化が重要であることが示唆された。 
②ES 細胞による gene targeting によって

Fgf10の非対称性を制御している Pitx2結合

配列を欠損させ、野性型では心臓流出路で非

対称に発現するFgf10が左右対称に発現する

マウスを作成し、その解析を行なった。その

結果、Fgf10を左右対称に発現させても心臓

の左右非対称性に明らかな異常は見られず、

他の Fgfによる代償が起こっている可能性が

示唆された。 

 これらの結果は、心臓流出路の左右非対称

な形態形成に加えて、不明な点が多い他の器

官の左右非対称な形成機構の解明にもつな

がる成果である。 
 
⑵肢芽における Pitx2の左側特異的な発現に

ついて 
①Pitx2 には選択的スプライシングによって

３種類のアイソフォームが存在する。その１

種類である Pitx2c だけが左右非対称に発現

する。この Pitx2c が、他の２種類の Pitx2a
と Pitx2b と同様に、肢芽の筋細胞で左右両

側性に発現していることが分かった。この結

果から、Pitx2cは左右対称性と非対称性の両

方の発現によって肢芽の形態形成を制御し

ていることが示唆された。 
②肢芽における左側特異的な Pitx2発現細胞

の細胞系譜を解析した結果、Pitx2 は左側板

中胚葉で発現を開始し、発生が進むにつれ沿

軸中胚葉の細胞でも発現を開始しているこ

とが分かった。発生後期における Pitx2発現

細胞の割合は、側板中胚葉由来の細胞より沿

軸中胚葉由来の細胞の方が多くなることが

分かった。 

③Pitx2は、左肢芽の背尾側に偏った発現をし

ている。この左肢芽の背尾側の細胞について、



Pitx2 ASE欠損マウスと野性型の細胞増殖を

比較した。その結果、Pitx2 ASE欠損マウス

では、野性型に比べて細胞増殖が盛んに起こ

っていることが分かった。しかしながら、

Pitx2 ASE欠損マウスと野性型の四肢の形態

の違いは検出できなかった。Pitx2 ASE欠損

マウスの増殖が盛んな細胞の周囲では細胞増

殖が低下していることも分かり、この代償的

な反応のためにPitx2 ASE欠損マウスと野性

型の形態の違いを検出できていないことが示

唆された。 

 これらの発見は、マウスの四肢の左右非対

称性を解明するための大きな一歩になったと

考えている。これらの結果は、マウスの肢芽

の左右非対称性を解明するために重要な手が

かりになると考えている。 
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