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Tbx1　 ls　Regulated　 by　 Forkhead　 Proteins　 in　the　S　econdary　 Heart　 Field

　　　　　　　　　(第2次 心臓 形成 領域 にお け るTbxlの 発 現制 御機 構)

内容の要旨

前　田

　 心臓流 出路 の発生 には、心原 基 を形成す る側板 中胚葉(第1次 心

臓 形成領域)由 来 の細 胞 と、神経 管背側に起 源す る神 経 堤細胞 が 関

与す ることが知 られ ている。 また近年 、流 出路心筋 を形成す る細胞

として、心臓 に隅接す る臓 側中胚葉細胞(第2次 心臓 形成 領域)が

新た に発 見 され た。T一ボ ックス型転写 因子 をコー ドす る7bxlは 、第

2次 心臓形成領城 に発 現 し、 ヒ ト22q11.2欠失 症候 群 に高率に合併す

る心 臓流 出路 異常 の主 要 な責任遺 伝子 と考 え られて い る。本 研 究

は、第2次 心臓形成 領城 におけ る7bntの 発現 脚節機 構 と、心臓流 出

路形成 におけ る役割 を解明するこ とを 目的 とした。

　 本研 究では、マ ウス7bxl上 流転 写調節 領域 のDNA配 列 をクローニ

ング し、 ヒ トTBXI上 流DNA配 列 との比較 に よ り、租 を越 えて保存 さ

れ た2つ の フォー クヘ ッ ド型転 写因子(Fox)結 合配 列(FOx#1お よ

びFox#2)を 特 定 した。　lacZレ ポー ター 遺伝 子 を導入 した トランス

ジヱニ ックマ ウスを用い た検肘 で、2っ のFox結 合配列 とそれぞれに

隣接 す る領域 を含 む約400塩 甚対 のDNA配 列 が、　lbxlの 第2次 心臓

形成領 城にお ける鞘 現 に必須 である ことが示 され た。 また ゲル シフ

ト解析 に よ り、Fox群 の 中で第2次 心臓形成 領城 に発 現 するFoxa2、

Foxcl、　Fbxc2お よびFbxh1の うち、　Foxh1を 除 く前3者 が2つ のFbx

結 合配 列 に結合 す る こ とが示 され た。 培養 細胞 を用 いた ル シ フェ

ラーゼ レポー ター解析 では、首oxa2、　Foxc　1お よびFoxc2が 、　Fox#1お

よびFox#2を 介 してnxlの 転写 を量依存性 に活性化 す ることが確認 さ

れ た。

　 次に、Fox#1を 含 む約1キ ロ塩甚 対のDNA配 列の 制御 下 にC肥組み

換 え酵素 を発現 す る トランス ジェニ ックマ ウスを作製 した。 このマ

ウスをROS,`126レ ポー ターマ ウス と交配 し、乃曜1を発現 した第2次 心

臓 形成領域 由来細胞 をβ・ガ ラク トシ ダー ゼ染色 に よ り青 色標識 し、

標 繊 され た細胞 の移動 ・分 化を観察 した。 第2次 心臓形成 領域 に起

源 す る乃滑発現 細胞群 は、胎 生初期 に心 臓流 出路 を形成 し、胎生 中

期 に右心 室原 基全 体 まで分 布 を拡大す るが、出 生時 には右 室流 出

路、肺動脈弁 、主肺 動脈 に限局す るこ とか ら、 これ らの 部位の形成

に関与する ことが明 らかになった。

　 以上 の結 果か ら、第2次 心臓形成領 域にお け るrbxlの 発現 は、2

つのFox結 合配列 を介 して複数 のFoxに 量依 存性に制御 され 、右 室流

出路か ら主肺 動脈お よび肺 動脈弁の形成 に窟要 な役割 を果たす こと

が示唆 された。TBXiの ハ プロ不全 を有す る22q　11.2欠失症 候鮮では、

招 割 の発現 が関与す る右室流 出路 か ら主肺動脈 の形成 不全 の程度 に

よ り、ファ ロー四徴症や 総動脈幹症 な どの心臓 流 出路 異 常が、一連

のスベ ク トラム として発 症するメカニズムが推測 され た。

潤

論文審査の要旨

　転 写因子Tbx　1は、心臓流 出路奇形 を高率に合 併す る22q　11,2欠失症

候 群の原因 で あ り、胎 生期 の心臓 流出路原 甚 であ る第2次 心臓 形成

領域 に発 現す る。 ヒ トTBX1変 興やTbx1ノ ックア ウ トマ ウスでは、同

症 候 群 と同様 の 心 奇形 が認 め られ る。本研 究 で は、 トラ ン スジ ニ

ニ ックマ ウス を用 いて、Tbxl上 流制御領 域 に存 在す る2っ の フォー

クヘ ッ ド型転 写因 子Foxの 結合 部位 が、　Tbx　1の心臓 流 出路発 現 を規

定 している こと、hxl発 現細胞 が、 同 じく流 出路形成 に関 与す る神

経 堤細胞 と相補 的な発 現 を呈 し、右心 室、主肺 動脈 の形成 に関与す

る ことを明 らか に した。

　 審査 ではまず 、Tbx1発 現細胞 と神 経堤細 胞が、 それぞれ 流出 路形

成 に関与す る時 期 を踏 ま えて、心臓流 出路奇 形に おいて どちらの関

与が 大きい と考 え られ るか 、 と質問が な され た。 まずTbx　1発現細 胞

が心臓 流出路 心筋層 を形成 し、の ちに、神経 堤細胞 が流 出路 中隔形

成 に関与す るが、両者 には相 互作用 が あ り、 どち らの障 害 も同様 の

表現型 を示す可能 性があ る、 と回答 され た。ま た、Brugada症 候群 な

ど自律 神経異 常が疑 われ る病態 にお けるTbx　lの関与 につい て質問 さ

れ、今 後の検討 課題 と して重要 と考 え る、 と回 答 され た。 次に 、心

臓流 出路肥厚 におけ るTbx　lの関 与につい て質問 され、　Tbx　1過剰発現

マ ウスでは 、肥 厚は 認め られ ない ものの 、流出路 の延畏 が観 察 され

た ことか ら、その関 与 が示 唆 され る、 と回答 され た。 つ いで、心臓

流 出路 でのTbxl発 現澗 節 にお け る、2つ のFbx結 合部 位 の役割 の差

異 にっいて質 問 され た。一連 の トラ ンス ジ呂ニ ックマ ウス発 現領域

解析 の結 果か ら、 上流の恥罵結合 部位が主 たる役割 を担 ってい るが 、

その活性 は弱 く、 下流のFox結 合 部位の付加 的作用が必 須 と考 えられ

る、 と回答 された。右 心室 に広 範囲 に分布 す る'rbxl発現細胞 が、胎

生 後期 には流 出路、肺動脈 に限 局す る理 由 につ い て質問 され 、細胞

死 に よ り消滅 し、平滑筋 に よって置換 され る可能性 が ある、 と回答

され た。ま た、Tbxl変 異 の ヒ トにお け る表現 型 につ い て も質 問 さ

れ、褒異が 同定 され た症 例 は極 少数 であ り、心臆 流 出路奇 形に は、

Tbxlの み な らず 、　Fexを は じめ とす る上流 制御 因子 の異 常 が複合 的

に関与 してい るので はな いか、 と回 答 され た。 最後 に、心脚 流出 路

奇形 の 出生 前治 療 の可 能性 に つ いて質 問 が な され、直 ち にTbx　1や

Foxの 遺 伝子治療へ の応 用はで きないが、相 互作用 を有す る環境 因子

が同定 され れ ば、出生 前にそれ らを鯛 節す る ことで発 症予 防 につ な

が る可能性が ある、 と回答 され た。

　 以上 、本 研究 には さ らに検討 され るべ き繰題 はあ る もの の、心臓

流出路 形成 に 関与す る転写 因子ネ ッ トワー クの一部 を 明 らか に した

こと、第2次 心臓 形成 領城 由来の細 胞が 、右 室流 出路 、主肺動脈 を

形成す ることを明 らかに した点 で、有意毅 な研究 であ る と評価 され

た。
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