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研究成果の概要（和文）：マウスモデルを用いて、心臓流出路発生における分泌因子Sema3Cの発現が転写因子Foxc1/2
に活性化され、二次心臓領域では転写因子Tbx1に直接的に、心臓神経堤細胞ではTbx1の下流分泌因子Fgf8を介して間接
的に抑制されることを明らかにした。このダイナミックな発現制御により、心臓神経堤細胞の正常な遊走が誘導され、
流出路中隔が形成される。また、IP3R2型の発現部位をLacZで標識するマウスにより中枢から末梢にかけての肺動脈発
生の可視化に成功し、このマウスモデルを利用して心臓流出路異常に伴う肺血管発生異常の機序を明らかにし、肺動脈
平滑筋に特異的な未知の発現制御配列と制御因子の候補を特定した。

研究成果の概要（英文）：Using the murine model, we identified that the expression of a neurovascular 
guiding molecule, Sema3C, is regulated positively by Foxc1 and Foxc2, and negatively by Tbx1 directly in 
the second heart field and through Fgf8 which is a downstream effector of Tbx1 in the neural crest, 
respectively, during development of the cardiac outflow tract. Such dynamic temporo-spatial regulation of 
Sema3c plays a role in the fine tuning of migration of neural crest cells into the outflow tract to give 
rise to the septum. We also succeeded in visualization of the development of pulmonary arteries from 
central to peripheral regions of the lungs using a transgenic mouse model in which the lacZ marker gene 
was inserted into the genome of IP3R type2. Using this mouse model, we also showed the mechanism of 
pulmonary vascular abnormality associated with cardiac outflow tract defects and candidates of unknown 
cis/trans elements that specifically regulate the development of pulmonary arterial smooth muscle.

研究分野： 小児科学
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１．研究開始当初の背景 
 先天性心疾患は、出生 1000 人につき 5〜10
人におこる最も頻度の高い先天異常の一つ
で、心臓発生の異常に起因する。心臓流出路
異常は、先天性心疾患の約 30%に認められ、
新生児・乳児期に外科手術を必要とする症例
が多い。心臓流出路異常に対する手術成績は
改善されてきたが、人工物を使用する場合も
多く、術後遠隔期に再手術が必要となる。成
長後の心臓流出路再手術は、近年増加の一途
をたどる成人先天性心疾患の領域において
中心的な問題となっている。また、心臓流出
路異常には高率に肺血管の発生・発達異常が
合併する。肺動脈の低形成、肺動脈閉塞性病
変の早期進行による肺高血圧など、肺血管の
異常により致命的な症例、修復手術が不可能
な症例、もしくは流出路自体の形態が外科的
に修復されても予後不良な症例が少なくな
い。加えて現在、肺血管の発生・発達異常に
対する有効な治療法はない。心臓流出路異常
症例の QOL、予後を改善するためには、流出
路および肺動脈の発生に関与する詳細な病
態および分子機構の解明を再生医療に応用
した、新たな治療法、再手術予防策の確立が
望まれる。 
 最近 10 年間の心臓発生研究の大きな成果
として、心臓流出路の発生には、側板中胚葉
細胞、心臓神経堤細胞以外に、二次心臓領域
細胞と呼ばれる心臓前駆細胞が関与するこ
とが判明した（Waldo et al. Development 
2001; Kelly et al. Dev Cell 2001）。研究
代表者らは、転写因子 Tbx1 が二次心臓領域
に発現し、Fox 転写因子の制御を受け、線維
芽細胞増殖因子 Fgf8/10 を介して、心臓流出
路の発生に機能することなどを解明してき
た （ Yamagishi et al. Genes Dev 2003; 
Yamagishi & Srivastava Trends Mol Med 
2003; Hu, Yamagishi et al. Development 
2004; Maeda, Yamagishi et al. Dev Dyn 2006）。
TBX1 は、心臓流出路異常を高率に合併する
22q11.2 微細欠失症候群の主要な疾患原因遺
伝子である。研究代表者らが樹立した Tbx1
発現低下マウスでは、総動脈幹症、大動脈弓
離断症などの22q11.2症候群と同様の心臓流
出路異常が認められる。さらに最近、研究代
表者らは心臓流出路異常をきたすヒトにお
ける新規疾患原因遺伝子として転写因子
GATA6 を同定し、二次心臓領域細胞と心臓神
経堤細胞の発生を制御する細胞間シグナル
伝達として、semaphorin-plexin シグナル系
が重要であることを示した（Kodo K et al. 
PNAS 2009）。そして、このシグナル系に属す
る分泌因子である semaphorin3C（Sema3C）と、
心臓神経堤細胞表面に発現する受容体
plexinA2（Plxna2）の発現が、転写因子 Gata6
に直接制御される分子機序を明らかにした。
今回、研究代表者は、上述した心臓流出路発
生異常に関与する Gata6、Tbx1 および未知の
転写因子による Sema3C シグナルの制御機構
を、心臓流出路異常に対する新たな再生医療

のための基礎的研究に応用することに着想
した。本研究は、研究代表者が最近約 10 年
間継続し、国際的に発信してきた流出路発生
の研究成果に基づいて実施する独創的な研
究である。 
 
２．研究の目的 
 全体的な目的として、心臓流出路異常の発
症に鍵となる分子機構と形態形成の統合的
解明、合併する肺動脈発生異常を解析するた
めのツールの確立とそれを利用した系統的
解析により、心臓流出路異常の治療・再手術
予防に新たな基礎的知見を加える。研究の背
景でも説明した通り、小児の先天性心臓流出
路異常の治療において、外科的技術の進歩に
より、救命率は格段に向上しているが、人工
物を使用せざるを得ない場合も多く、成長後
に再手術が必要となることもある。そこで、
再生医療を応用した「成長する流出路の構築」
が期待される。また、心臓流出路異常に合併
する予後不良因子である「肺動脈発生異常」
については、これまでにほとんど研究がなく、
有効な治療法も少ない。 
 具体的な目的として、研究代表者らの独創
的な基礎研究成果をもとに導きだした「心臓
流出路の発生において、Tbx1 は二次心臓領域
から遠位流出路で Sema3C の発現を抑制する
一方、近位流出路および肺動脈円錐部では
Tbx1 の抑制は働かず、Gata6 と他の転写因子
の協調作用により Sema3C が発現し、遊走し
てきた心臓神経堤細胞を正確に目的地へ誘
導し、流出路中隔への分化を促進する」とい
う仮説をモデルマウスを用いて検証し、分子
機序を解明する。また、研究代表者らが最近
の研究で独自に解析した、発生過程における
肺動脈平滑筋を特異的に標識する 2 型
IP3R-lacZ マウスを用いて、これまで解析が
困難だった心臓流出路異常モデルマウスの
肺動脈の発生・発達異常を解析する。これら
の解析を通じて、心臓流出路異常において
QOL および予後不良の因子となる肺動脈異常
の病態形成を明らかにする。同時に、これま
で解析困難なため進展していなかった肺動
脈の発生様式と関与する分子機構について
も解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Sema3Cの心臓流出路における発現制御機
構の解明：研究代表者らの先行論文（Kodo et 
al. PNAS 2009, Yamagishi et al. Genes Dev 
2003）と同様の方法を用いて、VISTA データ
ベースより Sema3C のゲノム遺伝子制御領域
に存在する、種を越えて保存された転写因子
結合配列を検索し、その領域をサブクローニ
ングする。転写活性について luciferase 
assay により、DNA結合能について ChIP assay
により、in vivo の発現制御について lacZ レ
ポーターを用いたトランスジェニックマウ
スにより解析する。最有力候補として、
Sema3C ゲノム上流（5’側）約-500bp 付近に、



種を越えて保存された Forkhead（Fox）転写
因子群の結合配列が検出され、この結合配列
を含む-492bp から-691bp の領域および上記
Fox結合配列がSema3Cの心臓流出路における
発現に必須であることが示唆される。以上よ
り、心臓流出路における Sema3C の発現を制
御する転写因子候補として Foxc1、Foxc2 が
有力であり、これら Fox 転写因子に Sema3C
の発現がどのように制御されているのかを
培養細胞系の発現実験と、Foxc1ないし Foxc2
ノックアウトマウスを用いた in vivo 解析に
より明らかにする。 
 一方、Sema3C の 3’UTR 領域には、研究代
表者らの先行研究により種を越えて保存さ
れた T-box 転写因子結合配列が検出された。
過去の報告では、Tbx1 の発現低下が Sema3C
の発現に影響を与えることが示唆されたが
（Theniau-Ruissy M, et al. Circ Res. 2008）、
Tbx1 による心臓流出路における Sema3C の発
現制御機構についての詳細な検討はない。こ
のT-box結合配列と研究代表者らが先に報告
した GATA 結合配列を含む Sema3C ゲノムを用
いた luciferase assay では、興味深いこと
に、Tbx1 が Gata6 による Sema3C の転写活性
化を抑制し、また、ChIP assay では、Tbx1
が上記 T-box結合配列に結合することが示唆
された。上記 Sema3C 発現制御領域に lacZ レ
ポーターを挿入したトランスジェニックマ
ウスを作製し、in vivo 解析を加えて、上記
Tbx1 の Sema3c 抑制機構について検討する。 
 上記検討において、Tbx1 は二次心臓領域に
発現するが、心臓神経堤には発現しない転写
因子である（Garg, Yamagishi et al. Dev Biol 
1999）ため、Tbx1 発現低下マウスの心臓神経
堤細胞で Sema3C が過剰発現する分子メカニ
ズムとして、Tbx1 の下流標的因子として二次
心臓領域で発現し、分泌されて近傍に遊走し
てきた心臓神経堤細胞に作用するシグナル
伝達因子が存在すると考えられる。研究代表
者らは、過去に Tbx1 の下流で分泌因子 Fgf8
が機能することを報告しているが（Hu, 
Yamagishi, et al. Development 2004）、そ
の分子経路の機能の詳細は未だ明らかでは
ない。そこで、Tbx1 の下流で Fgf8 が発現し、
二次心臓領域から心臓神経堤細胞へのシグ
ナル伝達により Sema3C の心臓神経堤細胞で
の発現を抑制し、その分化を抑制しながら、
移動、増殖を促進する、と仮説して検証する。
胎生 10.5 日マウス胚より摘出して培養した
心臓神経堤細胞を用いた実験系で Fgf8 を添
加した場合、および抗 Fgf8 抗体（Fgf8ab）
により Fgf8 を抑制した場合の Sema3C の発現
を免疫組織化学法と定量的PCR法で解析する。 
(2) Tbx1発現低下マウスの心臓流出路異常に
合併する肺動脈発生異常の解析：二次心臓領
域細胞の発生異常により心臓流出路異常（総
動脈幹症）を発症する Tbx1 発現低下マウス
を疾患モデル動物として、心臓流出路異常に
合併する肺動脈発生異常を明らかにする。
Tbx1 発現低下マウスは研究代表者らによっ

て 樹 立 さ れ （ Hu, Yamagishi et al. 
Development 2004）、研究室で良好に継代中
である。しかし、これまでに肺動脈の発生に
ついてはまったく検討されていない。その大
きな要因として、肺動脈の細胞を特異的に標
識するマーカーがないことが挙げられる。先
天性心臓流出路異常に合併する肺動脈の発
生・発達異常は、遺伝的要因と流出路異常に
伴う血流の異常により複合的に発症すると
考えられるが、その機序はまったく不明であ
り、特異的な治療法もない。研究代表者らは、
細胞内カルシウム調節に重要な役割を果た
すイノシトール 3リン酸受容体（IP3R）の心
臓血管発生における機能について解析した。
その結果、2型 IP3R が肺発生において、気管
支平滑筋細胞には発現がなく、肺動脈平滑筋
細胞に特異的に発現するマーカーになる可
能性が示唆された。そこで、2 型 IP3R-LacZ
マウスを用いて肺動脈平滑筋を特異的に標
識し、肺動脈の発生・構築について、各発生
段階における全胚および組織切片の顕微鏡
的観察により明らかにする。 
 さらに、この lacZ マウスと Tbx1 発現低下
マウスを交配し、心臓流出路異常モデルマウ
スにおける肺動脈発生異常の表現型を解析
する。Tbx1 発現低下が肺動脈発生に与える影
響だけでなく、総動脈幹症による血行動態の
変化に惹起される肺動脈の発生・発達の異常
について、各発生段階における全胚および組
織切片の顕微鏡的観察により解析する。 
(3) 2 型 IP3R肺動脈平滑筋特異的制御機構の
同定：2型 IP3R のゲノム制御領域を解析する
ことにより、肺動脈平滑筋特異的調節領域を
特定し、肺動脈平滑筋における 2 型 IP3R の
発現制御機構を明らかにする。候補となる領
域について、VISTA 解析により、2型 IP3R の
ゲノム上流に種を越えた保存性の高い領域
を特定した。そこでこれらの領域をそれぞれ
0.5kb、1.0kb、1.5kb 程度の大きさの断片に
細分化し lacZ 遺伝子の上流に連結して、ト
ランスジェニックマウスを作製して解析す
る。特異的発現制御領域が同定されたら、塩
基配列から転写因子の結合配列を検索し、肺
動脈平滑筋の発生に関与する新たな制御因
子とその分子機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 上記研究目的・方法に基づき、VISTA デー
タベースを利用して Sema3C のゲノム遺伝子
制御領域に存在する、種を越えて保存された
転写因子結合配列を検索した。この情報を元
に、上述のように最有力候補として、Sema3C
ゲノム上流（5’側）約-500bp 付近の、種を
越えて保存された Forkhead（Fox）転写因子
群の結合配列をクローニングした。この結合
配列を含む-492bp から-691bp の領域のゲノ
ム DNA を用いた解析で、luciferase assay お
よび ChIP assay により、Foxc1 および Foxc2
が上記 Fox結合配列に結合して転写を活性化
することが確認された。さらに、Foxc1、Foxc2



のノックアウトマウスの心臓流出路におい
て、Sema3C の発現低下が確認された。したが
って、Sema3C の発現が Foxc1 および Foxc2 に
より直接活性化することが判明した（図 1）。 

 上記方法で述べた T-box 結合配列を含む
Sema3C の 3’UTR 領域と、5’側発現制御領域
を同時にレポーターに挿入したトランスジ
ェニック（Sema3C-LacZ）マウスを作製した
（図 2A-C）。Tbx1 の発現が正常のマウス（図
2D, Tbx1neo/+）に比して、Tbx1 の発現が低
下したマウス（図 2D, Tbx1neo/neo）におい
て、Sema3C-lacZ の発現が異所性に亢進する
ことがわかった。すなわち、Tbx1 が Sema3C
の発現を抑制的に制御することが明らかに
された。Tbx1 発現低下マウス（Tbx1neo/neo）
において、Sema3C の発現を表す lacZ 遺伝子
発現は、組織学的には二次心臓領域由来およ
び心臓神経堤由来の両細胞群において異所
性に亢進しているように観察された（図 2D）。 

 培養細胞およびニワトリ胚実験により、
Tbx1 neo/neo における Sema3C-LacZ の異常発
現は、Tbx1 の下流の分泌性増殖因子 Fgf8 の
発現低下を介していることを明らかにした。
培養心臓神経堤細胞において、Fgf8 の添加に
より Sema3C の発現は抑制され、抗 Fgf8 抗体
による Fgf8 の抑制により培養心臓神経堤細
胞におけるSema3Cの発現は亢進した。また、
ニワトリ胚を用いて、心臓大血管の発生に心
臓神経堤細胞が関与する時期に、抗 Fgf8 抗
体を含むビーズを咽頭弓領域に置いて観察
したところ、心臓神経堤細胞の遊走障害によ
って発症すると考えられている心臓流出
路・大血管異常が発症した。以上、心臓流出
路発生において、まず Sema3C が Foxc1、Foxc2
に活性化されること、その後、Tbx1 が直接的
に二次心臓領域の Sema3C の発現を、また間
接的に Fgf8 を介して心臓神経堤の Sema3C の
発現を抑制することにより、心臓神経堤細胞
の遊走が正しい方向に導かれ、流出路中隔が
形成される機序を明らかにした（論文投稿
中・査読中）。この過程の障害により、総動
脈幹症などの心臓流出路異常が発症する。 
 また、心臓流出路異常を呈する動物モデル
において、しばしば心臓流出路異常の致命的
な合併症となる肺動脈の異常について検討
した。IP3R2 型の発現部位を標識する LacZ マ
ーカー遺伝子が導入された（IP3R2-LacZ）マ
ウスでは、IP3R2-LacZ マーカーが肺動脈平滑
筋に特異的に発現する。このマウスの胎生
10.5日〜18.5 日の IP3R2-LacZ マーカーの発
現パターンを経時的に観察すると、発生初期
には中枢肺動脈が標識され、発生が進むにつ
れて徐々に枝分かれする末梢肺動脈まで標
識され、肺動脈の発生過程を可視化できるこ
とがわかった。 
 次に IP3R2-LacZ マウスを Tbx1 neo/neo マ
ウスと交配して、このマウスにみられる心臓
流出路異常における肺動脈発生の可視化を
試みた結果、中枢から末梢に向かう枝分かれ
した肺動脈の発生・構築は、野生型と比較し
ても正常に見えたが、肺自体がやや小さく、
透過性が低下し、肺動脈末梢の伸展が乏しか
った。組織学的には肺胞壁形成細胞が多く、
肺胞腔が小さいことが明らかになった。そし
て、根本的な原因として、リンパ系の異常が
示唆された。以上より、心臓流出路異常に伴
う肺血管発生異常の一部の機序が明らかに
なった（図 3：論文作成中）。 
 さらに IP3R2 型 ゲノムについて、バイオ
インフォマティックスにより保存性の高い
領域を検出し、in vitro および in vivo 実験
により、肺動脈平滑筋に特異的な未知の発現
制御配列と制御因子の候補を特定した。 
 本研究の特色は、先天性心疾患の中でもい
まだ完全治癒が困難で、成人先天性心疾患領
域でも問題となる心臓流出路異常に焦点を
絞り、2つの転写因子 Tbx1 と Gata6 が関与す
る分子機構に着目した点である。TBX1 と
GATA6 は、ヒトおよびマウスで異常が証明さ



れており、心臓流出路異常の表現型が一致し
ているため、得られる知見を、ヒト疾患の発
症分子機序および新たな再生医療に直接応
用することができる可能性がある。また、本
研究の意義は、心臓流出路発生の分子機序と
形態形成の統合的理解に、新たなインパクト
を与えることである。心臓流出路異常の術後
遠隔期の合併症・再手術を予防し、長期予後
を改善するための治療法として、自己組織か
ら誘導した細胞により心臓流出路を再構築
するなど、再生医療を応用した新たな戦略が
期待される。   
 また、心臓流出路異常の重要な予後因子で
ある肺血管の異常について、モデル動物を用
いて初めて系統的に解析される意義を持つ
（図 3）。肺動脈の発生様式と分子機序を研究
するための有用なツールが得られ、今後この
領域の発展に大きく寄与すると考えられる。 
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