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研究成果の概要（和文）：細胞内 Ca2+動態を担う分子群の一つであるイノシトール三リン酸受
容体（IP3R）には 3 つのサブタイプ（1、2、3 型）があり、いずれも心臓に発現している。こ
れまで心臓発生における IP3Rの生理的意義は不明だったが、私たちは、1型 2型 IP3R ダブル
ノックアウト（DKO）マウスでは心内膜床と心筋の発生異常が、また 1型 3型 IP3R DKOマウ
スでは右心室と心臓流出路の発生異常が起こることを明らかにした。1 型 2 型 IP3R は NFATc
系に、1型 3型 IP3Rは二次心臓領域に関与する分子を制御することが示唆された。以上より、
IP3-IP3R 系が受容体サブタイプ特異的に細胞内 Ca2+シグナルを調節し、遺伝的相補性をもって
心臓発生を領域別に制御することが解明された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Intracellular calcium signaling is known to play essential roles in cardiac 
physiology and hypertrophy, however, its function in cardiac development remains to be elucidated. 
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptors (IP3R type1, 2 and 3) are intracellular calcium release channels on 
the endo/sarcoplasmic reticulum. IP3R1, 2 double knockout mouse (DKO) embryos and IP3R1, 3 DKO 
embryos died around E10.5 with signs of heart failure while each single knockout mouse showed normal 
cardiogenesis. In the IP3R1, 2 DKO embryos, the atrioventricular cushion development was impaired 
involving the NFATc signal, whereas the outflow tract development, implicated in the second heart field, 
was affected in the IP3R1, 3 DKO embryos. This research project revealed that intracellular calcium 
signaling redundantly mediated by three subtypes of IP3R may play a role in development of each 
specific module of cardiovascular development. 
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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
であり、心臓発生の異常に起因する。高等動
物の心臓発生は、時間的、空間的に秩序だっ
た多く複雑な過程、すなわち由来の異なる細
胞集団の移動、増殖、分化、プログラム細胞
死、相互作用によって成立する。複雑な心臓
発生の過程は、次の重要な領域および段階別
に分けて考えると理解しやすい：1) 左右心室
の発生、2) 心内膜床の発生と房室弁の形成、
3) 心筋層の発達と心室中隔の形成、4) 左右
心房と心房中隔の形成、5) 心臓流出路の発生。
日常診療で遭遇する多くの先天性心疾患は、
これらいずれかの領域の特異的な発生異常
であり、全般的な発生異常は胎生致死と考え
られる。したがって、心臓発生を領域別に制
御する遺伝子の解析は、先天性心疾患の発症
分子機構を解明する上でも重要である。 
 最近の研究により、心臓の各領域の発生に
はいくつかの由来の異なる前駆細胞が協調
的に働き、転写因子、増殖因子などをコード
する多くの遺伝子が関与することが判明し
てきた。例えば心臓流出路の発生には、側板
中胚葉細胞と神経堤細胞以外に、二次心臓領
域（咽頭弓中胚葉領域）に由来する心筋前駆
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）。
研究代表者らはこれまでに、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（Yamagishi et al. Genes Dev 2003; Hu 
et al. Development 2004）、心臓発生の分子機構
に関する研究の進歩に貢献してきた。この分
野のさらなる発展には、転写因子を活性化す
る上流のシグナル経路や下流の標的遺伝子、
増殖因子の刺激によって活性化される細胞
内シグナル伝達系について研究することが
不可欠である。 
 Ca2+は、細胞内シグナル伝達系において重
要な役割を果たす分子である。最近、
calcineurin（CN）、calreticulin などの細胞内
Ca2+シグナルに関わる分子が、心臓発生にお
いて機能する可能性が示唆された（Chang et 
al. Cell 2004; Mery et al. Mol Biol Cell 2005）。
CN は Ca2+依存性の脱リン酸化酵素であり、
基質である転写因子 NFATcを活性化し、心筋
細胞の増殖・肥大および心臓の弁形成に関与
するシグナル伝達分子として注目される。し
かし、心臓発生において細胞内 Ca2+濃度がい
かにして上昇し、CN/NFATc シグナル系を活
性化するのかは不明である。 

 細胞内Ca2+動態を担う分子群の一つである
イノシトール三リン酸受容体（IP3R）は、ほ 
ぼ全ての細胞内の（筋）小胞体上に存在し、
卵の受精時のCa2+波や神経系のシナプス可塑
的現象など、多くの生体機能を司る。細胞外
刺激によって形質膜から遊離した IP3が IP3R
に結合すると、細胞内の Ca2+貯蔵庫である筋
小胞体から Ca2+が放出される。IP3Rには 1、2、
3 型のサブタイプがあり心臓でも発現が認め
られるが、心臓発生における IP3Rの生理的意
義は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
 心臓発生における IP3-IP3R-Ca2+シグナル系
の役割と分子機構を解析することにより、細
胞内Ca2+シグナル伝達による心臓発生の領域
別制御の分子機構を解明することを目的と
した。 
 具体的には、「IP3-IP3R系は、受容体サブタ
イプ特異的に細胞内 Ca2+シグナルを調節し、
遺伝的相補性をもって心臓発生を領域別に
制御する」という仮説を、1型 2型 IP3Rダブ
ルノックアウト（DKO）マウス、および 1型
3型 IP3RDKOマウスの表現型を詳細に解析す
ることにより検証する。 
 
３．研究の方法 
 1型 2型 IP3RDKOマウスにおける心内膜床
の発生異常について、心内膜細胞の分化、心
筋細胞の分化、心ゼリーの形成、心内膜細胞
の間葉細胞への形質転換のどのステップに
異常があるかを明らかにし、心筋細胞の増殖
能とアポトーシスの解析を行い、心筋層の形
成不全の原因を解明する。また、1型 3型
IP3RDKOマウスにおける心臓流出路および
右心室発生異常について、側板中胚葉由来細
胞、二次心臓領域由来細胞、神経堤由来間葉
系細胞のうち、どの細胞の発生分化に異常が
あるかを検討し、流出路および右心室形成異
常の原因を明らかにする。そして、これら
DKOマウスを用いて、その遺伝子発現を野生
型マウスと比較検討することにより、細胞内
Ca2+シグナルに制御され、心臓の各領域の発
生に機能する新たな分子機構を解明する。さ
らに、IP3-IP3R系が心臓の領域別発生に果た
す役割が、種を越えて保存された普遍的なも
のであることを、ゼブラフィッシュおよび組
織培養を用いて確認する。 
 
４．研究成果 
 1型、2型 IP3R DKOマウスでは、胎生 9.5
日頃より心内膜床の形成異常、胎生 10.5日頃
より心室壁の菲薄化が認められ、胎生致死と



 

 

なる。胎生 9.5 日頃の房室管部の解析では、
心ゼリーを形成する細胞外基質は正常だっ
たが、心内膜床形成に関与する間葉細胞の減
少が認められた（図１）。 

 
マウス房室管部を組織培養し、上皮−間葉
細胞転換（以下、EMT）について観察したと
ころ、EMTが IP3R阻害剤（2APB）によって
抑制されることが判明した（図２）。 

 分子マーカーを用いた検討では、心内膜細
胞に発現する NFATc1 の核内への移行が、1
型、2型 IP3R DKO マウスの房室管部におい
て、野生型に比して抑制されていた。ゼブラ
フィッシュを用いた検討では、心臓発生期の
胚に IP3R抑制剤を投与すると、カルシニュー

リン抑制剤（サイクロスポリン A：CsA）を
投与した胚および 1型、2型 IP3RDKOマウス
と同様に、心内膜床形成における EMT が障
害され、房室弁異常が発症した（図３）。 
 

 
一方、胎生 9.5日の 1型、2型 IP3RDKOマ
ウスの心室では TUNEL 陽性細胞の増加はみ
られなかったが、BrdUおよび phospho-histone 
H3陽性細胞は有意に減少しており、DKOの
心室壁菲薄化は細胞増殖の低下に起因する
と考えられた。以上より、1、2 型 IP3R は心
内膜床形成領域において、カルシニューリン
/NFATc 系の上流の Ca2+シグナル調節因子と
して、また、心室領域において細胞増殖を制
御する Ca2+シグナル伝達系として、相補的に
機能することが示唆された。さらに、IP3R機
能喪失による上記表現型について、サイトメ
ガロウイルス（CMV）ベクターを用いて
NFATcを過剰発現することによりレスキュー
する in vitroの実験系を確立し、この結果を検
証した（PLoSONE 査読済改訂中）。 
 1 型、3 型 IP3RDKO マウスでは、胎生 9.5
日頃より心臓流出路の低形成が認められ、胎
生致死となった（図４）。 



 

 

分子マーカーを用いた検討では、二次心臓
領域に発現する特異的マーカー遺伝子 Isl1の
発現領域が減少し、同時に Bmp2の二次心臓
領域における発現が低下していた（図５）。1
型、3型 IP3R DKO マウスの同領域では、野
生型に比して、phospho-histone H3陽性細胞の
数には変化がなかったが、TUNEL 陽性細胞
の増加が認められ、細胞死の亢進による細胞
数の減少が示唆された。二次心臓領域由来の
細胞は心臓流出路前駆細胞として発生し、胎
生期の流出路である円錐動脈幹の筋層を形
成する。本研究の結果より、1 型、3 型 IP3R
は二次心臓領域の発生において相補的に機
能し、心臓流出路を形成する前駆細胞の生存
に必須であることが示唆された（投稿中）。 

 さらに、1,3DKO では、卵黄嚢上の原始血
管叢の形態異常、胎仔体節間血管の分枝不整、
背側大動脈の狭小化、迷路胎盤における胎仔
血管の母体側への伸長障害など、胎仔全体お
よび卵黄嚢、胎盤に至る広い範囲で血管発生
異常が認められ、血管新生マーカーの発現が
低下していた。HUVECを用いた in vitroの実
験系で、IP3Rを抑制すると血管管腔形成能お
よび血管内皮細胞遊走能が有意に低下した。
以上の結果より、1型、3型 IP3Rが血管内皮
細胞において血管新生に機能することが新
たに示された（投稿準備中）。 
 本研究成果の意義は、心臓発生、特に心内
膜床形成と流出路形成において必須の細胞
内Ca2+シグナルの分子機構が解明されたこと
にある。心内膜床および流出路の形成におけ
るシグナル伝達機構の解明は、将来的に先天
性心疾患に対する新しい治療法として、房室
弁機能不全の再生医療、流出路再建の再生医
療に必要な再生医学の発展の基礎となるこ
とが期待される。 
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