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研究成果の概要（和文）：メンデル遺伝病の基本として、X連鎖遺伝は男性は重症、女性は軽症あるいは保因者
となることが想定される。しかし、X染色体上のEFNB1遺伝子が原因の頭蓋・前額・鼻症候群では、女性重症、男
性軽症でありX連鎖遺伝のパラドックスと言われている。この現象は、女性におけるX染色体のランダムな不活化
が、正常タンパク発現細胞と変異発現細胞の混在状態、いわゆるモザイク状態を引き起こすことで正常発生を撹
乱することが原因とされる。本研究ではこのモザイク状態をin vitroで再現することを目指し、EFNB1発現培養
細胞株を樹立し、培養皿上にてこの混在状態での細胞移動度がより阻害される現象を再現することができた。

研究成果の概要（英文）：In Mendelian disorders, X-linked diseases often manifest more severe 
phenotypes in men than in women. But in craniofrontonasal dysplasia women develop more severe 
symptoms than men do, so to say a paradox in X-linked diseases. This peculiar phenomenon is believed
 to be caused by random X inactivation in women, which leads to the mosaicism of normal ligand EFNB1
 protein-expressing cells and mutant protein cells that disrupting normal development of embryo. In 
this research, I established EFNB1-expressing cell lines and observed more severe inhibition of 
proper cell migration under the mixture of normal cells and mutant cells, which reproduced the more 
severe phenotype in women in craniofrontonasal dysplasia.

研究分野： 分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
メンデル遺伝病(単一遺伝子疾患)では、優

性劣性の区別はそのタンパクの機能に対す
る変異の影響によって規定され、表現型とし
て表出される。ハプロ不全、ドミナントネガ
ティブ効果などさまざまである。伴性遺伝、
例えばヒトのX連鎖遺伝病は通常男性の方が
重篤であり、女性はキャリアあるいは軽症で
ある。女性の重症例は男性致死で多くは説明
される。これらの表現型はいずれも、女性が
XX であることにより変異アレルの機能を正
常アレルが相補した結果として捉えられる
が、実際には女性の X染色体不活化現象を考
慮しなければならない。すなわち、ヒトの X
染色体不活化は細胞によって両親由来のう
ちのどちらか片側をランダムに不活化する
ことで、X 染色体上の遺伝子の男女間の量的
不一致を防ぐ。これにより、X 連鎖遺伝病で
は、女性は正常な細胞と変異遺伝子の発現す
る細胞との 2種類が混在した、いわゆる「モ
ザイク」な状態になっている。 
頭蓋・前額・鼻症候群(CFNS、MIM#304110)

では、女性の重症例が多く知られ、眼間解離
などのさまざまな症状が現れる一方、同じ家
系の男性患者は軽症である。この疾患は Xq12
の EFNB1遺伝子に変異が見つかった(Wieland 
et al. 2004)。X 連鎖の遺伝性疾患として、
CFNS での男性軽症例の多さはパラドックス
としてそのメカニズムが議論されてきた。患
者女性の組織では、X 染色体のランダムな不
活化により、正常タンパク発現細胞と変異タ
ンパク発現細胞の2種類の独立した細胞集団
が混在しているモザイクな状態が確認され
た(Wieland et al. 2008)。さらについ最近、
男性の特殊な重症例 6例を調べた結果、さま
ざまな組織サンプルにおいて、6 例すべてで
正常遺伝子と変異遺伝子の配列が検出され、
正常細胞とのモザイク変異であることが確
認された(Twigg et al. 2013)。すなわち、
これらの例では発生の初期段階で変異が起
きたことで、初期胚が正常細胞と変異細胞の
モザイクとなり、これが女性でのランダムな
X 染色体不活化と同様な状態となり、男性で
の重篤化につながっていることを示唆して
いる。 
EFNB1 は細胞表面に発現する膜タンパク質

Ephrin の一種であり、同様に膜表面に発現す
る Eph レセプターに対するリガンドである。
このリガンド-レセプターが結合すると、細
胞内へシグナル伝達され、細胞の接着や形態
を制御する。Ephrin(リガンド)が発現する細
胞と Eph(レセプター)が発現する細胞は生体
内で別個に存在し、別の領域の細胞群がそれ
ぞれ移動してきて界面で接触することによ
ってシグナルが走り、反発を起こすことによ
り、例えば神経系での神経細胞移動、軸索ガ
イダンスなどの機能に重要な役割を果たし
ているとされる。 
 CFNS では胎生期の顔面中心における癒合
での不具合が発生し、完全に閉じない状態で

のいわゆる口唇口蓋裂等を引き起こす。この
タイミングで細胞群の移動が撹乱されるこ
とが、症状を引き起こすと考えられる。しか
しながら、一般的に男性では軽症であること
を考慮すると、EFNB1 の変異が即症状に結び
つくような単純なものではなく、正常細胞と
変異細胞のモザイク状態による、何らかの統
御不安定性が想定された。 
 

２．研究の目的 
本研究では、CFNS の変異例を代表としてモ
デル培養細胞系を構築し、X連鎖の CFNS の女
性重症化のパラドックスを解決することを
めざす。また、細胞のモザイク状態が引き起
こす疾患という新しい視点から、単一遺伝病
の病態の解明に役立つ新しい概念を提唱す
ることを目標とした。 
CFNS の女性重症化を例に、モデル細胞系を
構築し、その変異の種類、あるいは X不活化
の skew が表現型に与える影響を詳細に解析
することで、モデル化する。このモデル系が
機能すれば、女性患者から生まれる男児の症
状の予測にもつながり、また X不活化の skew
による症状の違いの予測も可能になると考
えた。 
女性重症化例では、もう一つプロトカドヘ
リン遺伝子 PCDH19 が知られており、また一
方で、体細胞モザイクによる疾患が近年明ら
かになってきている。このように、細胞の混
在状態が疾患を重篤化する例は CFNS にとど
まらず、他にも存在する可能性が考えられる。
細胞レベルでのいわば「ドミナントネガティ
ブ効果」という現象からさらに、体細胞モザ
イクがもたらす遺伝病の病態の新たな概念
を確立することができれば、インパクトは大
きいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 (1)In vitro での EFNB1 機能解析 
 EFNB1 の変異のタンパク機能への影響を調
べるため、当大学病院の CFNS 患者より同定
された変異２種類および既報告の変異１種
類の合計３種類について、in vitro でのリガ
ンド-レセプター結合実験をおこなった。細
胞外ドメインにタグをつけたコンストラク
トを作製し、大腸菌にて発現させた。EFNB1
のレセプターであるEPHB2の細胞外ドメイン
に FLAG タグをつけたタンパクを作製した。
そしてanti-FLAG-agaroseビーズに結合させ、
一方正常型および各変異型のEFNB1細胞外ド
メイン-T7 タグタンパクを作製し、ビーズに
結合させ、単離した。得られた結合 EFNB1-T7
タンパクをウエスタンブロットにより検出
し、結合量を定量することで、各変異体のリ
ガンドへの結合能を数値化した。 
 
(2)細胞での機能解析 
EFNB1およびそのレセプターEPHB2はともに
特定の細胞でのみ発現しているため、通常の
培養細胞に強制発現することにより、それぞ



れの発現細胞を再現し、その機能を調べるこ
とができる。内在のそれらのリガンドレセプ
ターを発現していないHEK293細胞を用いて、
タンパク全長を強制発現するコンストラク
トを作製した。その際、蛍光タンパクを IRES
で共発現させてリガンド、レセプター細胞を
区別できるようにした。タンパク発現量が実
験結果に影響するのを最小限にするため、
stable ラインを複数樹立し、発現量が適切な
ラインを選抜した。この細胞を用いて、リガ
ンド細胞とレセプター細胞の接触面での反
発の速度について、経時的に追って測定した。 
 
(3)細胞塊形成実験 
次に、EFNB1 の正常型と変異体発現細胞が

接触した際に起こる反発を調べるために、
EPHB2 細胞(蛍光タンパク質で標識してある)
との共存下での細胞の移動を観察した。まず
は一定時間培養した後のコロニー状に細胞
塊を形成する EPHB2 細胞の形態を観察した。
正常な機能を有するEFNB1を用いた場合はあ
る一定の大きさになるのに対し、EFNB1 変異
体の場合において、EPHB2 細胞がどのような
挙動を示すか、また実際に EFNB1-EPHB2 結合
からのシグナル伝達に異常が起こっている
かを調べた。コロニーの大きさあるいはコロ
ニーの出現率などから、正常細胞との違いを
数値化して比較した。 
 
４．研究成果 
(1)プルダウン実験 
大腸菌で発現させた細胞外ドメインを用い
た結合実験にて、CFNS 患者の変異について、
正常型や別の報告の変異と合わせて、発現ベ
クターを構築し、プルダウンアッセイにより
その結合能を測定した。その結果、変異型 a
については正常型に比較して結合能が低下
し、変異型 bは結合能が逆に上昇している結
果が得られた。一方、別の文献の既報告の変
異型 cでは変異型 aと同様に結合能が低下し
ていた。変異の位置はいずれもレセプターリ
ガンド結合に関わる部位であることから、構
造変化により親和性が変化したと考えられ
た。親和性が上がっても下がっても、これら
の変異は典型的な CFNS の症状を呈している
ことから、どの変異でも、同じメカニズムで
症状を呈することが示唆された。このことは、
女性でのランダムなX不活化に伴って生じる
モザイシズムにより、細胞によって結合能の
差が生じるために、正常な細胞移動が妨げら
れることの重要な裏付けになると考えられ
た。 
 
(2)細胞での機能解析 
EFNB1 を強制発現するヒト培養細胞を作成
し、レセプター発現細胞との相互作用の効果
を検討した。EPHB2 発現細胞（EGFP で検出）
は EFNB1 発現細胞（DsRed で検出）と接触す
ると反発し、migration の速度が低下する。
その速度を野生型と変異型において検討し

たところ、変異型では野生型と比較して反発
しにくい結果が得られた。さらに、野生型
EFNB1 細胞との混在状態において同様に速度
を検討したところ、変異型単独と比較してさ
らに速度が低下する結果が得られた。一部詳
細を検討する必要のあるデータではあった
が、おおむねランダム不活化説を支持する結
果が得られた。 
 
(3)細胞塊形成実験 
 野生型あるいは変異型EFNB1を発現する前
述のモデル培養細胞を用いて、レセプター発
現細胞と混在して培養皿上で培養し、レセプ
ター細胞を蛍光にて検出した。混在させてか
ら２、３日後に観察すると、野生型リガンド
細胞と混在したレセプター細胞は比較的大
きな細胞塊を形成し、明確に EFNB1 発現細胞
と区別して観察された。一方、変異型 a、b、
c いずれかと混在させたレセプター細胞では、
細胞塊の形成が不明瞭になり、または細胞塊
が見られない、混在したままの状態で観察さ
れた。このため、細胞塊形成にはある程度の
結合能が存在することが必要であることが
考えられた。一方、変異型のいずれかと野生
型EFNB1細胞にレセプター細胞を混在させた
場合には、細胞塊の形成がほとんど見られな
くなった。そのため、変異型単独で混在した
際に見られていた残存細胞塊形成能が、野生
型と変異型の混在状態ではほとんど見られ
なくなった。この結果は、女性におけるラン
ダムなX不活化由来のモザイシズムをよく示
しており、ヘテロ変異における野生型 EFNB1
と変異型 EFNB1 の発現細胞の混在状態が、正
常な細胞移動や反発を阻害し、口唇口蓋裂の
ような発生異常の原因となることを示唆す
る結果となった。 
 以上の結果から、体細胞モザイクがもたら
す病態のモデル細胞系の構築が概ね達成さ
せた。これらの結果は、2017 年度の日本分子
生物学会にて口頭発表し、近日中に論文とし
てまとめる予定である。 
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