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研究成果の概要（和文）：Cardio-facio-cutaneous(CFC)症候群は先天性心疾患、骨格異常、低身長、皮膚疾
患、精神発達遅滞を特徴とする遺伝性の先天奇形症候群である。これまで疾患特異的モデル動物の開発が進んで
いないことから、病態発生メカニズム、治療法開発は進んでいなかった。本研究ではCFC症候群患者において主
要な原因となるBrafQ241R遺伝子変異をもつICR系統のノックインマウスを作製し解析した。その結果、ノックイ
ンマウスはCFC患者同様に成長障害、先天性心疾患、骨格異常を示すことを見出した。この成果はCFC症候群の病
態メカニズムの解明、治療法開発に役立つであろう。

研究成果の概要（英文）：Germline mutations in BRAF have been identified in 70% of patients with 
cardio-facio-cutaneous (CFC) syndrome, which is characterized by heart defects, distinctive facial 
features, short stature and ectodermal abnormalities. We recently demonstrated that mice expressing 
a Braf Q241R mutation on a C57BL/6J background are embryonic/neonatal lethal, with multiple 
congenital defects, preventing us from analyzing the phenotypic consequences after birth. Here, to 
further explore the pathogenesis of CFC syndrome, we backcrossed these mice onto an ICR genetic 
background. The BrafQ241R/+ ICR mice exhibited growth retardation, sparse and ruffled fur, a hunched
 appearance, craniofacial dysmorphism and heart defects, including pulmonary stenosis and atrial 
septal defects. These data suggest that the heterozygous BrafQ241R/+ ICR mice show similar 
phenotypes as CFC syndrome after birth and will be useful for elucidating the pathogenesis and 
potential therapeutic strategies for CFC syndrome.

研究分野： 遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

先天性奇形症候群であるNoonan症候群、

Costello症候群、cardio-facio-cutaneous 

（CFC）症候群は特異的顔貌、心疾患、骨格異

常、精神発達遅滞を示す常染色体優性遺伝性

疾患である。2001年にNoonan 症候群の原因と

してSHP-2タンパク質をコードするPTPN11へ

の変異が同定された1)(図1)。2005年には、当

研究室においてCostello症候群の原因遺伝子

としてHRASを同定し2)、さらにCFC症候群の原

因遺伝子としてBRAF、KRASを同定した3) (図1)。

これまでに、これら先天性奇形症候群の原因

遺伝子は数多く同定されており、その多くが

RAS/mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)シグナル伝達経路に存在することから

「RASopathies」と呼ばれている4) (図1)。 

 

CFC 症候群は臨床症状として心疾患、骨格

異常を起因とする特異的顔貌、皮膚疾患、低

身長(成長障害)、てんかん、重度の精神発達

遅滞などを呈する。特徴的な心疾患としては、

肺動脈弁狭窄、心室中隔欠損症、心房中隔欠

損症などの先天性心疾患に加え、肥大型心筋

症、不整脈を呈する。これまでCFC症候群の原

因遺伝子としてBRAF、MAPK2K1 (MEK1)、

MAPK2K2 (MEK2)、KRASが同定されており、BRAF

への変異が約70％を占める。なかでもBRAFの

257番目のアミノ酸であるグルタミン(Q)がア

ルギニン(R)に置換されたBRAF Q257R変異が

CFC症候群患者で最も多く認められる。近年、

BRAF V600EおよびL597V変異をもつマウスが

成長障害・骨格異常・肥大型心筋症を示すこ

とから、CFC症候群モデルになると報告された
5,6)。しかしながら、これらのBRAF変異は癌(体

細胞変異)において認められるものの生殖細

胞系列における遺伝子変異(先天的変異)を原

因とするCFC症候群患者では認められない。従

って、これらのマウスは正当なCFC症候群モデ

ルとしては疑問が残っていた。本研究室では、

2014年に世界で初めてBraf Q241R(ヒトの

Q257Rに相当する変異)に変異をもつC57BL/6J

系統のノックインマウスを作製し報告した7)

（BrafQ241R/+ B6マウス）。BrafQ241R/+ B6マウス

は、心疾患(肺動脈弁狭窄・心室中隔欠損症・

緻密化異常・肉柱異常)、骨格異常(脊柱後弯・

下顎形成不全)、肝壊死、浮腫などが認められ、

胎生期/新生仔期に致死であった。CFC症候群

患者は胎生期に胎児水腫、心不全、乳び胸な

どを原因に死亡することがある。従って、

BrafQ241R/+ B6マウスで認められたこれらの疾

患はCFC症候群の胎生期の特徴を再現してお

りCFC症候群モデルとして有用であった。しか

し、これらマウスは胎生期/新生仔期致死のた

め、新生仔期以降の表現型の評価は困難であ

った。そこでBrafQ241R/+ B6マウスの発生異常を

改善するような薬剤・化合物をスクリーニン

グしたところ、MEK阻害剤のひとつである

PD0325901を胎生期に投与することで

BrafQ241R/+ B6マウスの致死は改善することを

見出した。また、PD0325901投与によって生存

したマウスは生殖能力を有していたことから、

非近交系ICR/CD1および近交系BALB/cマウス

と交配させたところ生存可能であった。よっ

て、これらICR、BALB/cの遺伝的バックグラウ

ンドをもつBraf Q241Rノックインマウスが新

生仔期以降のCFC症候群モデルマウスとして

有用である可能性が考えられるがどのような

表現型を示すのかは明らかではない。 

 

２．研究の目的 

本研究では申請者の研究室で初めて作製し

たCFC症候群モデルマウスである、Braf Q241R 

変異をもつノックインマウスを用いて、心疾

患および先天奇形発症メカニズムを解明する。 

 

３．研究の方法 

（1）BrafQ241R/+ BALB マウスの表現型の解析 

①成長曲線、生存率を調査する。②外表評価

③心臓の連続切片を作製し HE 染色を行うこ

とで先天性心疾患の有無を解析する。 

 

（2）BrafQ241R/+ ICRマウスの表現型の解析 

①成長曲線、生存率を調査する。②外表評価

③頭蓋骨の X 線 CT 検査④心疾患の評価：心

電図、心臓超音波検査、電子顕微鏡解析など。 

 

 

 

 



４．研究成果 

（1）BrafQ241R/+ BALB マウスは成長障害、心疾

患、肝壊死を示し新生仔期に死亡する。 

 BrafQ241R/+ BALB マウスの表現型の解析を行

った結果、BrafQ241R/+ BALB 雄マウスは繁殖可

能であったが、雌マウスは不妊であった。す

べての BrafQ241R/+ BALBマウスは成長障害を認

め、荒れた毛並みを示した。生存率を調べた

ところ、胎生 16 日目および出生直後はコン

トロールマウスと BrafQ241R/+ BALBマウスは同

等であった。しかし、出生 5 日目では約 50％

の BrafQ241R/+ BALB マウスが死亡し、出生後 28

日目では約 90％が死亡した。新生仔期におけ

る死亡原因を解析したところ、出生 3日目に

約 36％の BrafQ241R/+ BALB マウス（11 匹中 4

匹）は肝壊死を示した。CFC 症候群患者の多

くは心疾患を呈することから心疾患もまた

新生仔期致死のひとつの要因と考え解析を

行った。その結果、出生 5 日目の BrafQ241R/+ 

BALB マウスは心肥大（心重量/体重比亢進）

を認め、6 匹中 5 匹の BrafQ241R/+ BALB マウス

で心房中隔欠損症が認められた（図 2）。 

 

 

（2）BrafQ241R/+ ICRマウスの表現型 

BrafQ241R/+ BALB マウスは新生仔期に死亡す

るため、成獣マウスとして解析を行うことが

できなかった。そこで、非近交系である

ICR/CD1 系統とかけあわせた BrafQ241R/+ ICR

マウスで解析を行った。BrafQ241R/Q241R ICR ホ

モマウスは出生後 19 日以内にすべて死亡し

た。一方で、BrafQ241R/+ ICRヘテロマウスの約

50％は生後 4週をこえて生存した。生後 2日

目の BrafQ241R/+ ICR マウスの体重はコントロ

ールマウスと同等であったが、生後 1週間目

より体重減少が有意に認められ、その後追い

つくことはなかった（1 年齢まで測定）。こ

れらの体重減少と一致して、生後 3 日目の

BrafQ241R/+ ICR マウスの胃内ミルク減少が見

られ、摂食障害が疑われた。次に外表を評価

したところ、BrafQ241R/+ ICR マウスは丸い頭、

荒々しい毛並み、後弯が見られた（図 3）。

そこで、X 線 CT 検査により、評価した。

BrafQ241R/+ ICR マウスの頭蓋骨の長さは有意

にコントロースマウスと比べて短く、頭蓋骨

の幅は同等であった（図 4）。したがって、

結果的に BrafQ241R/+ ICR マウスの頭蓋骨幅/頭

蓋骨長さの比は大きくなり大頭であること

がわかった。 

 

 

 CFC 症候群患者ではまれであるが爪の伸び

がはやく、爪の変形、合指症などが認められ

ることが報告されている 8,9)。約 68％の

BrafQ241R/+ ICRマウス（19匹中 13匹）は長い

あるいは変形した爪を示した。前肢の多指、

後肢の多指はそれぞれ、約 50％（28 匹中、

14 匹）、約 3.6％（28匹中 1 例）の確率で認

められた。さらに 10週齢の BrafQ241R/+ ICR 雌

マウスの約 67％（9 匹中 6匹）で卵巣嚢胞が

認められた。26週齢の時点では、全例（6匹

中 6匹）で認められ嚢胞サイズも大きかった。

興味深いことに、多指、卵巣嚢胞は CFC症候

群で報告されていない。 

 

（3）BrafQ241R/+ ICR マウスは心肥大、肺動脈

弁狭窄、心房中隔欠損症、心筋ミトコンドリ

ア異常を示す。 



BrafQ241R/+ ICRマウスの心臓構造異常の有無

と心機能を評価するため、生後 23-31週齢の

BrafQ241R/+ ICRマウスを用いて心臓超音波検査

を行った。心臓の四腔断面像をカラードップ

ラー法にて評価したところ、BrafQ241R/+ ICRマ

ウスの 4例中 2例に左房から右房へ流れる血

流があり、心房中隔欠損症が考えられた (図

5)。また、心房中隔欠損が考えられた 2例の

うち 1 例に心室性不整脈を認めた。CFC 症候

群患者の多くに肺動脈弁狭窄が認められる

ことから肺動脈流出路の血流速度をパルス

ドップラー法にて調べたところ、4 例中 3 例

の BrafQ241R/+ICRマウスはコントロールマウス

に比べて肺動脈血流速度が上昇しており、肺

動脈狭窄が示唆された(図 6)。実際に心臓の

連続切片を作製し評価したところ、肺動脈弁

の肥厚が認められ、肺動脈弁狭窄と考えられ

た。次に Mモード法にて心機能を調べたとこ

ろ、BrafQ241R/+ ICR マウスの左室内腔径、左室

後壁径、心室中隔径は収縮期、拡張期ともに

コントロールマウスと差がなく、左室内径短

縮率と左室駆出率も差を認めなかった。以上

のことから、BrafQ241R/+ ICRマウスでは心臓壁

肥厚や心機能低下はないが、心房中隔欠損症

と肺動脈弁狭窄が認められることが明らか

になった。 

 

CFC 症候群患者では肺動脈弁狭窄、心房中

隔欠損症に加えて、特徴的な心疾患として肥

大型心筋症が挙げられる。そこで BrafQ241R/+ 

ICR マウスにおける肥大型心筋症の有無を調

べた。生後 26 週齢の BrafQ241R/+ ICR マウスの

心臓はコントロールマウスの心臓と比べて

心重量に差を認めなかった。しかし、体重あ

たりの心臓重量は生後 6週齢、12週齢、23-31

週齢のいずれも有意な差を認めた。さらに心

筋細胞の大きさを評価するために小麦胚芽

レクチン染色を行ったところ、心筋細胞の大

きさに有意な差を認めなかった。また心筋の

線維化を評価したところ、BrafQ241R/+ ICRマウ

スの心筋に線維化は認められなかった。電子

顕微鏡により左室心筋構造を評価したとこ

ろ、BrafQ241R/+ ICRマウス心臓ではサルコメア

構造に異常は認められなかったが、ミトコン

ドリアの大きさが大小不揃いであり、ミトコ

ンドリア内に細胞障害の指標となる顆粒が

認められた(図 7)。ミトコンドリア機能に変

化がないかどうかミトコンドリアの融合・分

裂に関連するタンパク質をウェスタンブロ

ットにより評価したところ、ミトコンドリア

の融合に関係するタンパク質 MFN1、OPA1 は

BrafQ241R/+ ICRマウスの左室心筋で高く、ミト

コンドリアの分裂関連タンパク質 DLP1、FIS1

に変化はなかった。 

 

最後に BrafQ241R/+ ICR マウスの胎仔 (胎生

13.5 日目)と成獣 (生後 12 週齢)左室心筋の

細胞抽出液を用いてウェスタンブロッティ

ングを行い解析したところ、リン酸化 ERKと

リン酸化 p38のタンパクレベルには有意な差

を認めなかったが、BrafQ241R/+ ICR マウス胎仔

でリン酸化 AKT (Ser473)、リン酸化 AKT 

(Thr308)のタンパクレベルが有意に低下し

ていた。また、BrafQ241R/+ ICR マウスの左室心

筋ではリン酸化 AKT (Thr308)のタンパクレベ

ルが有意に低下していた。 

 

本研究において得られた BrafQ241R/+ ICR マ

ウスの表現型を図 8にまとめた。 
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