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研究成果の概要（和文）：ヒト22q11.2内のDGCR2遺伝子のホモログSez12が顎顔面形態に重要な頭蓋底軟骨結合
の成長に役割を果たすことを検討した。Sez12欠失マウス（Sez12-KO）と、Sez12近傍の遺伝子群を欠失させた
Df1マウスを交配させ、ヘテロ型Sez12-Df1変異マウス（ダブルヘテロ）を作製して、頭蓋底の発育成長を検討し
た。ホモ型Sez12-KOは、軟骨細胞の肥大軟骨への分化異常による頭蓋底軟骨結合の早期消失が認められた。一
方、ダブルヘテロマウスでも同様な頭蓋底発育異常が認められた。従って、Sez12遺伝子は近傍の他の遺伝子と
協調して顔面領域の骨格形成に役割を果たしている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined whether the DGCR2, human homolog of Sez12, plays a candidate for
 pathological severity of 22q11.2 deletion syndrome. We generated Sez12 knockout/EGFP-knockin 
(Sez12-KO) mice. After weaning, half of Sez12-KO mice showed mild skeletal abnormalities with flat 
face. Skeletal analyses revealed maxillofacial dysplasia caused by earlier defect of synchondrodial 
joint in Sez12-KO mice. The skull base showed abnormalities in enchondral ossification, especially 
in hypertrophic chondrocytes. The knock-in EGFP was expressed in the decreased hypertrophic 
chondrocytes in Sez12-KO mice. However, heterozygous Sez12-KO mice showed no phenotype. We generated
 a heterozygous mutant for both Sez12 and Tbx1 (double hetero mice). As well as the Sez12-KO, the 
double hetero mice showed maxillofacial abnormalities caused by defects in enchondral ossification, 
suggesting Sez12 together with Tbx1 and molecule(s) expressed within 22q11.2 play an important role 
in maxillofacial development.

研究分野： 形態系基礎歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
22q11.2欠失症候群の診断では顔貌異常が重要な所見となり、その分子メカニズムを解明することは学術的意義
がある。また通常は悪性腫瘍細胞でのみ発現するといわれたTGF-betaシグナル阻害機能が、軟骨細胞分化過程で
Sez12遺伝子機能として発現し、軟骨内骨化に重要な役割を果たしていることも学術的意義がある。Sez12遺伝子
機能で発揮される頭蓋底軟骨の軟骨内骨化への影響が生後個体でのみ認められることは、生後の患者を対象とし
た顎顔面領域への臨床的応用に期待がかかり、社会的意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

(1) 22q11.2 欠失症候群は、ヒト染色体 22q11.2 のヘテロ型欠失を伴う Velo-cardio-facial

症候群（軟口蓋心臓顔貌症候群）/DiGeorge 症候群と定義される。先天性心血管異常、頭

部顎顔面領域の奇形、胸腺低形成・低カルシウム血症、発達精神遅滞などが特徴的な症状

である。病因は、ヘテロ型 22q11.2 ゲノム欠失による遺伝子喪失（現状 50遺伝子程度が

コード）であるが、特に鰓弓形成に関わる転写因子をコードする TBX1 遺伝子が最も有望

で、Tbx1 ノックアウトマウス（Tbx1-KO マウス）は、ヘテロ型で心血管異常を起こした

（Lindsay, E. A. et al, Nature 401, 379-383, 1999）。しかしヘテロ型 Tbx1-KO マウ

スの症状はあまりに軽度で、顔面奇形など認められず、他の遺伝子機能の欠失が病状形成

に必須である可能性が考えられている。 

(2) 我々がけいれん関連遺伝子として単離した Sez12 遺伝子は、22q11.2 欠失症候群の欠失領

域に存在するヒト DGCR2 遺伝子の相同遺伝子であった（Kajiwara, K. et al. BBRC 222, 

144-148, 1996）。既に Sez12 遺伝子破壊とともに Sez12 プロモーターで GFP を発現する

ノックアウトマウス（Sez12-KO マウス）を作製し、以下の知見を得ている（Kimoto S, 

Kajiwara K et al. 2012 ; Mugikura S, Kajiwara K et al. 2015）。 

① Sez12-KO マウスは全身骨格に形成不全がみられ、特徴的な顔貌所見は上顎骨形態異

常が原因であった。 

② ノックイン GFP が頭蓋軟骨結合や長骨成長板の静止および肥大軟骨細胞に認めらた。 

 
２．研究の目的 

（1） ヒト染色体 22q11.2 のヘテロ型欠失により発症する 22q11.2 欠失症候群は、先天性心血

管異常、頭部顎顔面領域の奇形、胸腺低形成・低カルシウム血症、発達精神遅滞などが

特徴的な症状である。病因は、22q11.2 ゲノム欠失領域にコードされる遺伝子機能の喪

失（現状 50 遺伝子程度がコード）であるが、特に鰓弓形成に関わる転写因子をコードす

る TBX1 遺伝子が現状最も有望である。しかしヘテロ型 Tbx1-KO マウスではほとんど症状

が認められず、他の遺伝子をも踏まえた複合的な遺伝子機能消失が発症に必須であると

考えられる。 

（2） 我々がけいれん関連遺伝子として単離した Sez12 遺伝子は、22q11.2 欠失領域に存在す

るヒト DGCR2 遺伝子のマウス相同遺伝子であった。既に Sez12 遺伝子破壊とともに内在

性 Sez12 プロモーターで GFP を発現するノックアウトマウス（Sez12-KO マウス）を作製

し、以下の知見を得た。 

① ホモ型 Sez12-KO マウスは上顎骨形態異常が認められた。 

② ノックイン GFP が頭蓋軟骨結合の軟骨細胞に認められ、さらにそこでは軟骨細胞の絶

対数の減少が認められ、軟骨結合は早期に骨化していた。 

③ 初代 Sez12-KO 線維芽細胞を用いた Luc レポーター解析により、Sez12 が欠失すると

TGF-beta シグナルの亢進が認められた。 

④ 初代 Sez12-KO 軟骨細胞は、TGF−ßシグナルにより容易に形態変化を起こして線維芽細

胞様となった。 

（3） 以上の知見から、頭蓋底軟骨組織での Sez12 による TGF-ßシグナル制御が顎顔面形態形

成に重要な役割を果たし、Sez12 ヘテロ欠失が顎顔面形態の障害を発生させることが伺

える。そこで DGCR2(Sez12 遺伝子のヒトホモログ)とヒト顎顔面形態異常の関連性につい

て解明することを研究目的とした。 

 



３．研究の方法 

(1) 骨格解析 

Sez12-KO マウスと、Sez12 遺伝子より下流のゲノムに存在する 12 個の遺伝子を一挙に欠失させ

た Df1 変異マウス用いた。これら Sez12-KO マウス・Df1 変異マウスの交配により、Sez12・Df1

のダブルヘテロ型変異マウスを作製し、それぞれ系統の頭蓋底の発育成長を検討した。骨格解

析のため、変異マウスの透明骨格標本をアルシアンブルー8GX とアリザリンレッド S を用いて

作製した。標本は、頭蓋冠と脳組織を除去し、頭蓋底を明示させ、頭蓋底骨格の成長や頭蓋底

軟骨組織の状態を検討した。 

(2) 初代軟骨細胞の調整と免疫染色 

マウス新生仔の胸骨を摘出し、眼科バサミで細断し、3 mg/ml コラゲナーゼ D にて処理した。

処理後の細断胸骨をピペッティングし、さらに 0.5 mg/ml コラゲナーゼ Dにてインキュビート

した。細胞を PBS 洗浄後、10%ウシ胎仔血清を含む DMEM にて軟骨細胞を維持した。細胞増殖を

確認し、通常のトリプシン処理にて適当数の軟骨細胞をチャンバースライドに培養し、25 ng/ml 

TGF-beta を含む 0.5%ウシ胎仔血清を含む培養液で細胞を維持した。細胞は PBS 洗浄後、4％PFA

にて固定し、通常の抗体染色を行った。 

 
４．研究成果 

（1）頭蓋底の骨格形成における Sez12 遺伝子機能の解析  

ホモ型 Sez12-KO マウスは顔面および頭蓋領域に骨格異常が認められ、軟骨の早期消失が原因と

思われる頭蓋底の形成不全が認められた（Fig. 1）。しかしヘテロ型 Sez12-KO やヘテロ型 Df1

変異マウスでは骨格異常は確認できず、Sez12 遺伝子単独では 22q11.2 欠失症候群の顔面異常

の原因として十分ではなかった（Fig. 2）。一方、ヘテロ型 Sez12-KO, Df1 変異をもつダブルノ

ックアウトマウスでは、ホモ型 Sez12-KO マウスと同様な顔面骨格系の異常が認められ、頭蓋底

の形態的異常が引き起こされていた（Fig. 2）。以上のことから、ヒト 22q11.2 欠失症候群の原

因遺伝子として Sez12 は必要であるが十分ではなく、Sez12 遺伝子近傍の他の遺伝子と協調し

て顔面領域の骨格形成に役割を果たしている可能性が考えられた。 

 

（2）初代軟骨細胞を用いた Sez12 遺伝子機能の解析（Fig. 3） 

我々は、初代軟骨細胞を用いて TGF-beta シグナルに影響を与える Sez12 の細胞内機能を検討し

た。野生型軟骨細胞は、II型コラーゲンを産生する増殖軟骨から X型コラーゲンを産生する肥

大軟骨細胞に成長分化する（wild-type, no treatment）。この細胞に TGF-βを投与すると、肥

大軟骨細胞の分化を抑制し、X型コラーゲンと II型コラーゲンが共存する細胞のみが観察され

る（wild-type, TGF-beta）。一方、Sez12-KO 軟骨細胞は、TGF-β投与により II 型コラーゲン

のみを強く発現する線維芽細胞様の形態に変化し、通常認められる X型コラーゲン産生細胞は



認められなくなった（Sez12-KO, TGF-beta）。以上の知見から Sez12 遺伝子機能は過剰な

TGF-beta シグナルを制御する役割を果たしていることが認められた。 
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