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研究成果の概要（和文）：22q11.2欠失症候群モデル（Tbx1発現低下）マウスの総動脈幹症の病型が、妊娠母体
マウスへの葉酸投与により軽症化した。その機序として、流出路中隔を形成する間葉系細胞の発生障害が、葉酸
により救済されることを解明した。そして、心臓の発生および神経堤細胞の遊走・分化を制御する複数の因子の
発現が、葉酸により変化することを明らかにした。また、Tbx4が肺間葉系細胞の未分化維持に機能することを明
らかにし、その分子機序として、Tbx4が分泌性増殖因子Fgf10の発現を直接制御することを解明した。さらに
CRISPR/Cas9システムを用いてTbx20欠損マウスを作製し、Tbx1との遺伝的相補性を検討した。

研究成果の概要（英文）：Utilizing the murine model of 22q11.2 deletion syndrome (Tbx1 hypomorphic 
mouse), we clarified that the phenotype of congenital heart disease, or truncus arteriosus, became 
milder by administration of folate to the pregnant female mice. Folate rescued abnormal development 
of neural crest derived mesenchymal cells that give rise to the outflow tract septum. The expression
 of numerous regulatory factors for cardiac development and neural crest migration and 
differentiation were altered by folate administration. We also identified that Tbx4 played a role in
 maintenance of undifferentiated mesenchymal cells in the lungs by directly regulating Fgf10, a 
soluble growth factor essential for the lung development. Finally, we established Tbx20 knock out 
mouse lines using CRISPR/Cas9 system to test the genetic interaction between Tbx20 and Tbx1 during 
development of the heart.

研究分野： 小児循環器学

キーワード： 発生・分化　遺伝子　循環器　発現制御　シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果として、多因子遺伝の先天性心血管疾患の成因解明に対して新たなアプローチが確立する。今後、
複雑な先天性心血管疾患に対する新たな治療戦略として、幹細胞による再生医療の応用が期待されており、この
ような成果による個々の先天性心血管疾患の成因解明の蓄積は、オーダーメード医療のための基礎的知見として
重要である。ヒト染色体・遺伝子異常症の染色体や遺伝子そのものを治療・修復する医療は困難だが、本研究に
よるTbx1発現低下マウスの心血管疾患の表現型の軽症化する環境・epigenetic因子またはその分子経路の特定
は、将来22q11.2欠失症候群の心疾患を軽症化する治療法の実現につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天性心血管疾患は、出生 1000 人につき 5〜10 人におこる頻度の高い先天異常であり、心血

管系の発生異常に起因する。先天性心血管疾患の成因および発症分子機構の解明と、再生医学
等を応用した新たな治療法・予防法の確立が望まれるが、その成因のほとんどは多因子遺伝と
され、原因を特定することができないのが現状である。 
 先天性心血管疾患の成因解明のブレイクスルーとして、1990 年代後半から心臓発生に関与す
る様々な分子機構が解明され、その一部の遺伝子の変異により、先天性心血管疾患が発症する
ことが明らかになった（Reviewed in Buckingham et al. Nat Rev Genet 2005; Topf et al. PLoS 
One 2014）。私たちは、Tbx1 を中心とした分子経路（Yamagishi et al. Genes Dev 2003; Yamagishi 
et al. Trends Mol Med 2003; Hu et al. Development 2004; Maeda et al. Dev Dyn 2006）、
Hand2 を中心とした分子経路（Yamagishi et al. Science 1999; Yamagishi et al. J Clin Invest 
2000; Yamagishi et al. Dev Biol 2001; Shin et al. Cell 2002; Tsuchihashi et al. Dev Biol 
2011）を解明し、国際的に発信してきた。さらに、先天性心血管疾患をきたす新規疾患原因遺
伝子として転写因子 GATA6 を同定し、その制御を受けて心臓流出路の発生に機能する
semaphorin-plexin シグナル分子伝達系の重要性を解明した（Kodo K et al. PNAS 2009; Kodo 
et al. Circ J 2012）。上記アプローチにより、それまで多因子遺伝とされてきた先天性心血管
疾患の一部の主要な原因が明らかになったが、理論的には複数の遺伝子と環境・epigenetic 因
子の複合異常によって発症すると考えられる多くの多因子遺伝の心血管疾患については、いま
だ成因解明が困難で、新たな着想が必要である。一つのアプローチとして、200 個の心臓関連
遺伝子を次世代シーケンサーによって同時分析できる独自開発のパネルを用いて、一家系を発
見した。本家系から、TBX20 変異と他の遺伝子変異の複合（多因子）により複雑先天性心疾患
が発症する機序が推測され興味深い。 
一方、肺血管再生医学を目標とした肺血管発生および肺疾患発症機序に関する研究は、他の

臓器に比して進んでいない。私たちは肺血管発生に重要な機能を果たす分子のスクリーニング
として、胎生 14日（E14）と生後 2 日（P2）のマウスの肺を酵素処理によって分散し、CD31 陽
性血管内皮細胞を FACS で分離回収して、マイクロアレイ解析で遺伝子発現を比較した。その結
果、E14 で P2 よりも発現の高い遺伝子として Tbx4 が最も顕著（5.5 倍上昇）であった。Tbx4
の肺血管発生における役割は、これまで不明である。 
以上、現状とこれまでの私たちの研究成果から、T-box 転写因子ファミリーの新たな機能解

析を糸口として、現状の課題である多因子遺伝による先天性心血管疾患・肺血管発生と疾患発
症機序にアプローチすることに着想した。 

 
２．研究の目的 
研究の具体的な目的を以下のように設定した：(1) 私たちが樹立・研究してきた Tbx1 発現低

下マウスで環境・epigenetic 因子を修飾した時の心血管疾患表現型解析により、多因子遺伝の
心血管疾患の多彩な表現型が発症する機構を明らかにする。(2) Tbx1 と Tbx4 の肺血管発生に
おける機能解析を通じて、肺動脈の形成に関与する分子機構および肺動脈疾患の発症機序を明
らかにする。(3) Tbx20 遺伝子変異マウスの心血管表現型を詳細に解析し、Tbx1 発現低下マウ
スの心血管表現型と比較検討し、さらに Tbx20/Tbx1 ダブル遺伝子変異マウスの心血管表現型を
解析することにより、複数の遺伝子異常の複合により多因子遺伝の心血管疾患が発症する機構
を明らかにする。 
本研究の結果として上記(1)〜(3)が明らかになることにより、多因子遺伝の先天性心血管疾

患の成因解明に対して新たなアプローチが確立する可能性がある。このような成果による個々
の先天性心血管疾患の成因解明の蓄積は、心臓幹細胞による再生医療の応用、先天性心血管疾
患のオーダーメード医療のための基礎的知見として重要である。ヒト染色体・遺伝子異常症の
染色体や遺伝子そのものを治療・修復する医療は困難だが、本研究で Tbx1 発現低下マウスの心
血管疾患の表現型を軽症化するような環境・epigenetic 因子またはその分子経路を特定するこ
とができれば、将来的にヒト 22q11.2 欠失症候群の心疾患を軽症化する治療ないし予防の実現
につながる可能性がある。また、Tbx4/Tbx1 の新たな機能解析を糸口として、複雑心血管疾患
の予後をしばしば左右する肺血管の異常が、初めて系統的に研究される意義を持つ。 
 
３．研究の方法 
(1) Tbx1 と epigenetic 因子による心疾患表現型の検討 
Tbx1 発現低下マウス（Tbx1neo/neo）を樹立し、22q11.2 欠失症候群で高率に見られる総動脈

幹症が認められることを報告した（Hu et al. Development 2004）。総動脈幹症の発症機序は、
流出路の隔壁が形成されないためと推測されているが、その病型（Van Praagh A1〜A4 型）が
どのように形成されるかは不明である。また、ヒト 22q11.2 欠失症候群では同一の TBX1 欠失で
も心疾患表現型は様々で、epigenetic 因子が働いて最終表現型が決定されることが推測される
が、その因子については不明である。私たちは、過去の文献（Zaidi S et al. Nature 2013; Liu 
S et al. Circulation 2016）および自験未発表データより葉酸を候補の一つと考え、葉酸を投
与して飼育した Tbx1 発現低下妊娠母マウス胎仔において、心疾患表現型（ないし総動脈幹症の
病型）の変化を観察し、その機序について解析する。葉酸は神経管発生異常の頻度を減らすこ
とが知られており、神経管背側に発生し流出路中隔を形成する幹細胞である神経堤細胞の挙動



の変化により、総動脈幹症の表現型が変化する可能性が推測される。流出路の中隔を形成する
間葉系細胞の数を解析し、特異的マーカー（AP2α, neuropilin 等）を用いることにより、こ
の間葉系細胞の由来が神経堤細胞であるかどうかを確認する。 
さらに、Tbx1 の発現および心臓表現型を修飾する未知の epigenetic 因子を確実に特定する

ために、通常および葉酸投与 Tbx1 発現低下マウス胎仔から咽頭弓と心臓流出路領域を摘出し、
遺伝子発現プロファイルを比較検討する。通常の飼育法の Tbx1 発現低下マウス胎仔で上昇ない
し低下し、葉酸投与マウス胎仔で正常化する遺伝子 pathway を特定する。この遺伝子 pathway
に関わる因子の上流 CpG island の DNA メチル化の変化を網羅的に解析し、epigenetic 因子を
明らかにする。 
(2) Tbx4 と Tbx1 による肺血管発生および異常の検討 
Tbx4 の肺血管の前駆細胞（間葉系細胞）における役割を明らかにするために、酵素法で肺分

散細胞を得て接着法で間葉系細胞を抽出し、間葉系マーカーVimentin・αSMA を用いて 95％以
上の効率で分離できる実験系を確立する。Tbx4 の発現ピークに合わせて採取・培養した肺間葉
系細胞において、再現性よく Tbx4 をノックダウン（KD）する実験系を確立して、解析を実施す
る。また、細胞外基質（MatrigelR）上に Tbx4 を KD した肺間葉系細胞を播種し、形成された管
腔を倒立顕微鏡・CCD カメラで観察し、血管新生・管腔形成能を解析する。さらに、Boyden chamber
の上層に Tbx4 を KD した肺間葉系細胞を播種し、下層へ遊走する細胞数を計測する。最終的に
は、cDNA の過剰発現によるレスキュー実験で確認する。同時にルシフェラーゼアッセイ、ChIP
アッセイにより、Tbx4 が制御する下流分子機構についても明らかにする。 
また、ヒト 22q11.2 欠失症候群の診療では、Fallot 四徴症、総動脈幹症などに肺動脈低形成

や肺高血圧症を合併する頻度が非症候群の症例よりも高い。私たちが解析した肺血管発生を可
視化することができるトランスジェニックマウス（IP3R2-lacZ マウス）を用いて、Tbx1 発現低
下マウスの総動脈幹症に合併する肺血管異常について解析する。 
(3) Tbx20 と Tbx1 による心疾患表現型の検討 
過去の報告（Topf et al. PLoS One 2014 等）および私たちの先行研究から、TBX20 ヘテロ変

異は他の因子との複合（多因子）により先天性心血管疾患の発症に関与すると考えられる。Tbx20
と T-box ファミリーの中で特に構造・起源が近いと考えられる Tbx1 との心臓発生および先天性
心疾患発症における遺伝的相互作用について検討するために、まず、Tbx20 遺伝子改変マウス
を樹立する。このマウスの心血管表現型を詳細に解析する。さらにこのマウスを Tbx1 遺伝子改
変マウスと交配し、Tbx20/Tbx1 ダブル変異マウス胎仔の心血管表現型を解析する。実体顕微鏡
による全体像の観察、心臓血管組織切片の作製、分子マーカーを用いた検討を行い、詳細な心
血管表現型と分子機序を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) Tbx1 と epigenetic 因子による心疾患表現型の検討 
上記研究の目的および方法に基づき、先天性心臓流出路異常モデル動物である Tbx1 発現低下

マウスにおいて、環境・epigenetic 因子の作用により心血管疾患の表現型が変化する様子を観
察するために、Tbx1 発現低下マウスの心血管表現型を改めて詳細に病型を診断し、総動脈幹症
の中でも Van Praagh A1〜A4 型のうち A2型であることを明らかにした。さらに、普通餌と葉酸
を投与して妊娠母マウスを飼育した場合の Tbx1 発現低下マウスの総動脈幹症の表現型を比較
検討した結果、普通餌では A2 型が 100%に対し、葉酸投与では約 60%で A1 型に表現型が変化す
ることを明らかにした。A2型は肺動脈主幹部が形成されないのに対し、A1 型は肺動脈主幹部が
形成される病型であり、葉酸により、心臓流出路異常の表現型・重症度として、総動脈幹症の
病型が軽症化したと考えられた。流出路の中隔を形成する間葉系細胞の数を比較したところ、
普通餌 Tbx1 発現低下マウス胎仔では野生型マウス胎仔に比して細胞数が減少するが、葉酸投与
マウス胎仔では細胞数が改善しており、間葉系細胞の発生障害が葉酸により救済されたため、
心臓流出路異常の表現型が軽症化したことが示唆された。 
葉酸の作用機序および未知のepigenetic因子の特定を試みるため、通常および葉酸投与Tbx1

発現低下マウス胎仔の遺伝子発現プロファイルを比較検討し、遺伝子pathwayに関わる上流CpG 
island の DNA メチル化の変化を網羅的に解析した結果、Fibronectin をはじめとする胎生期の
心臓発生に重要な役割を果たす複数の因子に有意な発現変化が認められた。さらに葉酸による
Tbx1発現低下マウス胎仔の遺伝子発現プロファイルおよびDNAメチル化の変化を詳細に検討し
たところ、神経堤細胞の遊走・分化に関与するヘッジホッグシグナルの調節因子である Efcab7
の発現変化が明らかになった。以上の結果より、葉酸は Tbx1 発現低下マウス胎仔にみられる神
経堤細胞の遊走・分化およびアポトーシスを救済することにより、その心臓流出路異常の表現
型を軽症化することが示唆された。Tbx1 が機能する二次心臓領域細胞に対する上記因子の作用
をさらに検討し、予防医療に生かすための知見を得るために、二次心臓領域由来の心臓前駆細
胞を特異的に単離できる iPS 細胞株をゲノム編集技術により樹立した。 
(2) Tbx4 と Tbx1 による肺血管発生および異常の検討 
Tbx4 の発現は、肺間葉系細胞に強く、E14 から E15 をピークとして以後低下する興味深いパ

ターンを示し、血管内皮マーカー（CD31、Tie2）の発現パターンと一致していた。Tbx4 の発現
ピーク時は、心臓流出路から伸長する中枢肺血管と末梢肺血管が連結する段階で、この時期を
境に末梢肺血管の発生は vasculogenesis（脈管形成）から angiogenesis（血管新生）へ移行す



る。Tbx4 の発現ピークがその制御スイッチ機能を果たす可能性がある。 
また、上記方法により肺間葉系細胞を効率よく分離し、再現性よく Tbx4 を KD する RNAi の条

件を確立した。Tbx4 を KD した肺間葉系細胞では、血管内皮分化マーカーの発現が有意に低下
し、未分化幹細胞マーカーの発現が上昇していた。細胞外基質上に Tbx4 を KD した肺間葉系細
胞で血管新生・管腔形成能を解析した結果では、血管新生能が亢進していた。以上より、Tbx4
は肺間葉系細胞の未分化維持に機能する可能性が示唆された。 
Tbx4 が制御する分子経路を明らかにするためのルシフェラーゼアッセイ、ChiP アッセイを用

いた検討では、Tbx4 が下流の分泌性増殖因子である Fgf10 の発現を直接調節することを証明し
た。TBX4 は、肺動脈性肺高血圧の責任遺伝子としても報告されており、この新たな分子機序は、
肺動脈の発生と病態形成の両方に関与することが示唆された。 
一方、Tbx1 発現低下マウスにおける肺血管異常の解析では、肺動脈末梢の伸展と肺胞への接

続が障害されていた。ヒト 22q11.2 欠失症候群では、これまで肺単独の異常の報告はなく、総
動脈幹症に関連する肺血管発生の異常と考えられる。 
(3) Tbx20 と Tbx1 による心疾患表現型の検討 
Tbx20とTbx1による心疾患表現型の検討として、Tbx20ノックアウトマウスを作製した。Tbx20

の機能を喪失させるために変異を導入する部位を決定し、guide RNA をデザインして、
CRISPR/Cas9 システムを用いて変異を導入した。4系統の独立したマウスを得ることができ、い
ずれにも目的としたゲノム塩基配列に変異が導入されていることが確認された。Tbx20 ホモノ
ックアウトマウスの解析により、心臓初期発生の異常により胎生致死となることが確認された。
Tbx20 と Tbx1 の遺伝子異常の組合せ（多因子変異）による心血管疾患の発症機序を解析するた
め、Tbx20 変異マウスと Tbx1 発現低下マウスを交配し、Tbx20/Tbx1 複合遺伝子変異
（Tbx20+/-Tbx1+/-、Tbx20+/-Tbx1-/-および Tbx20-/-Tbx1-/-）マウスを樹立した。Tbx20+/-Tbx1+/-マウ
スの一連の解析をおこなったが、予測に反して目立った表現型の変化は認められていない。軽
微な表現型の変化があるかどうか、詳細な解析をおこなっている。また、Tbx20+/-Tbx1-/-マウス
では Tbx1-/-マウスよりも重篤な心血管表現型が見られるかどうか、Tbx20-/-Tbx1-/-マウスでは、
特に二次心臓領域の発生において、Tbx20-/-マウスよりも重篤な発生異常が見られるかどうか、
検証している。 
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