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研究成果の概要（和文）：心臓流出路発生に必須の転写因子Tbx1の発現を低下させたTbx1neo/neoマウスは、ヒト22q11
.2欠失症候群同様、総動脈幹症（PTA）を呈する。Tbx1neo/neo胎仔を妊娠した母マウスに、栄養素である葉酸を通常量
投与した（CO）群と多量投与した（FA）群で、胎仔の心表現型を比較したところ、CO胎仔は全例重症型PTAを呈したが
、FA胎仔では軽症型が25%認められた。心臓流出路に遊走する神経堤細胞数は、CO胎仔では減少していたが、FA胎仔で
はその減少の程度が軽度だった。このモデルマウスによる検討から、遺伝的要因で発症するPTAの重症度が、環境的要
因により軽症化する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tbx1 is an essential transcription factor required for development of the cardiac 
outflow tract and artic arch. Our genetically engineered Tbx1 hypomorphic (Tbx1neo/neo) mice display a 
severe congenital heart defect, persistent truncus arteriosus (PTA), reminiscent of 22q11.2 deletion 
syndrome in human. We compared cardiovascular phenotype of Tbx1neo/neo embryos from pregnant mice fed 
with usual diet (CO) and with folic acid rich diet (FA). All of CO embryos showed severe form of PTA, 
meanwhile 25 percent of FA embryos showed milder form of PTA. The number of migrated neural crest cells 
were reduced in developing cardiac outflow tract of CO embryos compared with wild type, whereas the 
migration of neural crest cells was restored in FA embryos. These results suggest that PTA in Tbx1neo/neo 
embryos results from genetic background can be modified by nutrition and the environmental adjustment 
during pregnancy may rescue the cardiovascular phenotype.

研究分野： 小児循環器学
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１．研究開始当初の背景 
先天性心疾患の成因には、メンデル遺伝病

や染色体異常などの遺伝的要因が約8%、母体
の風疹感染、全身性疾患、薬剤などの催奇形
因子や環境的要因が約2%あり、残りの約90%
が成因不明で多因子遺伝とされている。多く
の染色体・遺伝子異常症候群において、同一
の遺伝的異常を認めてもその表現型が多岐
にわたることが知られている（遺伝的異質性
）。これらの先天異常では、遺伝的因子と環
境的因子の相互作用により疾患の最終表現
型が決定されると考えられる。 
近年の心臓発生学の進歩により、胎生期の

心臓は側板中胚葉の一次心臓領域（First heart 
field: FHF）、臓側中胚葉の二次心臓領域（
Second heart field: SHF）、外胚葉由来の神経堤
細胞（Neural crest cell: NCC）など多種類の由
来の異なる前駆細胞により形成されること
が解明されてきた。SHFは右心室および流出
路の形成に関与する。T-box型転写因子をコー
ドする遺伝子Tbx1はSHFに発現し、そのノッ
クアウト（Tbx1 -/- ）マウスは22q11DSに高率
に合併する総動脈幹症（PTA）を認める。ま
た、Tbx1は、PTAや大動脈弓異常を特徴とす
る染色体異常である22q11.2欠失症候群（
22q11DS）の主要な責任遺伝子である。研究
代表者らは、Tbx1遺伝子操作（Tbx1neo/neo）マ
ウスを作製し、Tbx1の胎生期における発現を
段階的に低下させるシステムを独自に開発
した。Tbx1neo/neoマウスではTbx1の発現量が正
常の約20％に低下している。Tbx1蛋白の発現
が0%であるTbx1-/-マウスでは、22q11DSと同
様のPTAや大動脈弓異常および口蓋裂・骨格
系の異常を呈し、生後早期に死亡する。
Tbx1neo/neoマウスも生後早期に死亡するが、 
Tbx1-/-マウスと異なり、口蓋裂は認められな
い。先天性心疾患については、Tbx1-/-マウス
と同様のPTAが高率に認められるが、詳細な
病型については検討されていない。 
流出路および大血管の発生には上述のSHF

とNCCが重要で、細胞系譜解析法によりSHF
は右心室および流出路を、NCCは大動脈肺動
脈中隔を形成することが解明されている。
NCCに特異的に発現する遺伝子をノックア
ウトすると、大動脈肺動脈中隔形成が障害さ
れ、Tbx1-/-マウスに類似したPTAを発症する。
葉酸のレセプターであるFolr1をノックアウ
トしたマウスではNCCの遊走障害によりPTA
を発症するが、妊娠母マウスに葉酸を過剰摂
取させると、NCCの遊走が改善し表現型が軽
症化する。葉酸は、ヒトでも先天性心疾患の
リスクを減らすことが示唆されている。 

Tbx1-/-マウスと異なり、Tbx1の発現低下の
程度を操作することのできるTbx1neo/neoは、遺
伝子異常と環境因子の影響を検討するのに
有用な動物モデルであると考え、本研究を着

想した。すなわちこのTbx1neo/neoマウス胎仔を
妊娠した母マウスに対して、葉酸摂取量を増
加させることにより、胎仔のPTAの表現型を
変化させることが可能か検討した。心血管表
現型の軽症化が認められれば、その機構を解
明することにより、先天性心疾患に対する発
症予防法開発の端緒となり得る。 
 
 
２．研究の目的 
研究代表者らが独自に研究してきたTbx1

遺伝子改変マウスを利用して、通常より多量
の葉酸を含有する餌を母体に投与して得ら
れるTbx1neo/neoマウス胎仔と、通常量の葉酸を
含有する餌を投与して得られるTbx1neo/neoマ
ウス胎仔の心血管表現型を、形態学的及び分
子生物学的に比較検討することを目的とす
る。本研究では、栄養素という環境的要因に
着目し、遺伝的因子を有するモデルマウスの
胎内環境への干渉による表現型の変化を観
察することにより、疾患表現型決定における
遺伝的因子と環境的因子との相互作用をin 
vivoで検証することができる。さらに、これ
らのモデルマウスの表現型を発生初期から
解析することにより、先天性心疾患の発症に
おける遺伝的因子と環境的因子の関係を解
明し、環境調整によって疾患表現型を軽症化
するメカニズムを明らかにすることも、本研
究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Tbx1neo/neo胎仔の心血管表現型の経時的観
察 
 遺伝子型Tbx1neo/+ のヘテロ接合マウス同
士を交配し、ホモ接合 (Tbx1neo/neo)胎仔を心臓
流出路が形成される胎生12.5日、13.5日、15.5
日および出生直前の胎生18.5日に帝王切開で
摘出する。同時に採取する卵黄嚢より抽出し
たDNAを使用し、Neo cassetteを検出する方法
でPCR法を用いて核型を検査し、ホモ接合で
あるか否かを確認する。野生型胎仔では胎生
12.0日以降、大動脈肺動脈中隔により大動脈
嚢が遠位部から2本の大血管に分離され、大
動脈、肺動脈が形成される。また、胎生13.0
日頃までに、右背側大動脈が消退し、通常の
左大動脈弓が完成する。Tbx1neo/neo胎仔で、こ
れらの過程が障害され、Tbx1-/-マウスやヒト
22q11DSに認められるような、PTAや右側大
動脈弓などの円錐動脈幹異常、大動脈弓異常
がどの程度認められるが、胎仔の心大血管を
さらに切離し、全胚を観察した後、組織切片
を作製して組織学的検討を行う。 
(2) Tbx1発現低下に対する環境因子の干渉が
表現型におよぼす影響 
 葉酸の過剰摂取が Tbx1neo/ne 胎仔に対して、



どのような影響を与えるか観察するため、通
常の 10 倍量の葉酸を含有する餌を用いて妊
娠母ヘテロ接合（Tbx1neo/+）マウスを飼育し、
父ヘテロ接合（Tbx1neo/+）マウスと交配させ
て得られる Tbx1neo/neo 胎仔の表現型の変化を
解析する。Tbx1neo/+マウス同士を交配し、膣
栓を認めた日の午前を胎生 0.5 日とし、通常
量(20mg/kg)の葉酸を含有する餌（AIN-93G 
オリエンタル酵母）を与える妊娠母マウスと、
隔離して通常の 10 倍量の葉酸を含有する葉
酸過剰餌（200mg/kg オリエンタル酵母）を
与える妊娠母マウスに分けて、胎仔の表現型
を比較する。(1)と同様に、心臓流出路が形成
される胎生 13.5 日、15.5 日および出生直前の
胎生 18.5 日の胎仔を帝王切開で採取し、全胚
および組織切片で表現型を観察する。 
 
 
４．研究成果 
(1) Tbx1neo/neo胎仔の心血管表現型の経時的観
察 
 胎生18.5日のTbx1neo/neo胎仔の観察では、
そのすべてにおいて、左右肺動脈が総動脈幹
より独立して分岐するPTA（Van Praagh A2
型）を認めた。心臓流出路が形成される胎生
12.5日のTbx1neo/neo胎仔では流出路近位部か
ら遠位部にかけ、円錐動脈幹を大動脈・肺動
脈に分割する円錐中隔隆起の形成は不十分
であったが、分割の前段階である内腔のらせ
ん構造は認められた。流出路遠位部よりさら
に遠位では動脈幹中隔隆起が低形成となり、
らせん構造も認められなかった（図1.）。
Tbx1neo/neo胎仔におけるPTAは、円錐動脈幹中
隔隆起、特に遠位の動脈幹中隔隆起の発達が
不十分で、大動脈、肺動脈分割が起こらない
ために生じた表現型と考えられた。 
 

 
図1. Tbx1neo/neo胎仔の心血管表現型 

 
大動脈弓の形態は様々で、胎生13.5日から
15.5日までの横断組織切片の観察では、通常
の左大動脈弓は51％、病的な右大動脈弓は38
％の胎仔に認められた。野生型では大動脈嚢
内のらせん状の円錐動脈幹隆起による動脈
中隔形成により血流のねじれが生じ、正常の
左大動脈弓が形成されると考えられている

が、PTAには中隔形成がなく血流のねじれを
生じない。したがって、PTAでは総動脈幹を
通過する血流の方向により、左右大動脈弓の
多様性が生じると推測された。胎生13.0日の
横断切片において流出路から大動脈弓の形
態の観察では、総動脈幹弁から上行大動脈が
どちらの方向に向かうかによって、大動脈弓
の左右形態が決定されるように観察された。
すなわち上行大動脈の向う方向により血流
の左右差が生じ、それが大動脈弓の最終表現
型を決定すると考え、胎仔ドプラエコーを用
いた血流評価を試みたが、困難であった。横
断組織切片にて、心臓流出路と総動脈幹のな
す角度と、形成された大動脈弓の方向につい
ても解析したが、明らかな結論を得ることは
できず、今後の検討課題である。 
(2) Tbx1発現低下に対する環境因子の干渉が
表現型におよぼす影響 
 前述のように、通常餌を投与した妊娠母
（Tbx1neo/+）マウスの Tbx1neo/neo 胎仔に認め
られた PTA は、全例が総動脈幹から 2 本の
肺動脈が独立して分岐する Van Praagh 分
類 A2 型（重症型）であった。母体に葉酸過
剰餌を投与した群では、総動脈幹から主肺動
脈が分岐し、その後左右肺動脈に分岐する
Van Praagh 分類 A1 型（軽症型）が、胎生
15.5 日では 60%、胎生 18.5 日では 25%の胎
仔に認められた。すなわち Tbx1neo/neo胎仔妊
娠母マウスに葉酸過剰餌を与えて得られた
胎仔（FA 胎仔）は、通常餌を投与した
Tbx1neo/neo 胎仔妊娠母マウスの胎仔（CO 胎
仔）と比較して、PTA が同様に認められたが、
大血管異常の重症度が軽症化した（図 2.）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 葉酸による Tbx1neo/neo 胎仔の心血管表現型
の変化 
 
各々の胎仔の HE 染色組織切片の観察では、
CO 胎仔の心臓流出路近位で神経堤細胞数は
野生型胎仔より減少していたが、FA 胎仔で
は CO 胎仔より神経堤細胞数の増加が認めら
れた（図 3.）。心臓流出路に遊走する神経堤
細胞をさらに可視化するために、神経堤細胞
の遊走に必須の神経血管誘導因子Sema3cの
エンハンサー領域に LacZ を挿入した遺伝子
操作マウス（Sema3c-LacZ）を Tbx1neo/+マウ



ス と 交 配 し 、 得 ら れ た
Tbx1neo/neo-Sema3C-LacZ 胎仔を LacZ 染色
して、神経堤細胞を青色に標識した。胎生
13.5 日の胎仔では、野生型、FA、NL のいず
れも動脈幹部に青色染色細胞が少数認めら
れ、野生型、FA、NL 胎仔間で明らかな染色
細胞数の差は認められなかった。胎生 13.5
日胎仔では、PTA が存在しても神経堤細胞が
すでに心臓流出路に遊走し、間葉系細胞に分
化していることを示唆する所見であった。今
後の課題として、より早期の胎生 11.5 日の胎
仔で同様の実験を行い、FA 胎仔において NL
胎仔より遊走神経堤細胞数が多いか否かに
ついて、研究を継続する必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 葉酸投与下の Tbx1neo/neo 胎仔心臓流出路へ
の神経堤細胞遊走 
 
以上の研究成果は、先天性心疾患の発症、

重症化に遺伝的要因に加え、環境的要因（栄
養素）が関与することを示唆する。今後、母
体環境を安定に保つことにより先天性心疾
患の発症を抑制できる可能性、あるいは胎児
期に発見された先天性心疾患に対して、母体
への介入によりその重症度を軽減できる可
能性が考えられ、さらに研究を継続する。 
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