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研究成果の概要（和文）： 
マウストランスジーン挿入劣性致死変異体として、Ext2 変異を同定した。EXT2 は、ヘパラン硫酸鎖付

加重合活性を持つため、ホモ変異胚は、ヘパラン硫酸鎖欠損を示し、FGF シグナル伝達が見られな

かった。欠損胚において、FGF リガンド、受容体、コアタンパク質、ヘパラン硫酸の発現を解析した結

果、細胞膜上のヘパラン硫酸鎖が、FGF リガンドの局所的な分布及びシグナル伝達に必須であること

を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified the transgene insertion allele of mouse Ext2, one of the causative genes of human 
multiple hereditaryexostoses, which catalyzes elongation of HS-chains. Marker expression analyses of 
Ext2-deficient embryos revealed that HS-chains are essential for response to Fibroblast growth factor 
(FGF) signaling and, in particular, local distribution of the FGF ligands as well as FGF signaling. 
Moreover, HS-chains expression attached with cell surface is distinctively specific to those areas in 
which FGF signaling is potentially active. Fur 
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１．研究開始当初の背景 
2000 年頃から、海外を中心に、化学変異源であ
る ENU を用いた表現型を基準としたマウス変異
体同定の国家的プロジェクトが開始された。しか
し、2005 年時点で、初期胚発生に異常を示す

劣性致死変異体の場合は、特に、バランサー無
しに、遺伝学的なマッピングを行うのが極めて困
難であることから、優性遺伝によるマウス病態疾
患遺伝子座の同定にプロジェクトはシフトしてい
った。2005 年以降も、ニューヨーク州立大学の
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Anderson等を中心とした少数のグループのみが、
劣性致死変異体スクリーニングと原因遺伝子同
定のプロジェクトを成功させている。実際、ENU
によって変異マウスを作製し、原因遺伝子を決
定する手法に比べて、ジーントラップ又はノック
アウトを全遺伝子に対して行う方が効率的である
という考えから、2005年以降からは、ヨーロッパと
アメリカを中心とした、国際ノックアウトマウスコン
ソーシアムが結成され、5 年以内に全ての翻訳
可能遺伝子についてES細胞レベルでnull 変異
細胞が作成される予定であった。従って今後、
各研究者がnull変異マウスを作製する必要性は
ほとんどなくなることが想定された。国内におい
ては、2005 年の時点で、5～10程度の研究室が
ENU、ジーントラップ、トランスポゾン等を用いて、
突然変異体からの表現型及び原因遺伝子の同
定を行っていた。しかし、本研究課題において
申請者が注目している初期胚発生過程の胚葉
形成や神経管形成等の表現型を指標に劣性致
死変異体のスクリーニングを行ってはいなかった。
以上の 2005 年頃の研究動向を考慮すると、申
請者の研究課題は小規模で興味ある表現型を
効率よく選択し、対象とするマウスの発生現象を
解析するには適したシステムと考えられた。 
 また、現時点でも、ヒト新生児の 5％以上が神
経管の閉鎖不全や先天性心疾患を初め、何ら
かの先天性奇形を持って生まれている。実際、
乳児の死亡原因の２０％～30%が、先天異常で
ある。このような先天性奇形や発育期の病態疾
患は、遺伝及び環境要因が複雑に影響すること
で、特定の分子機構が異常になることで、生じる
と考えられている。しかし、どのような分子的な異
常が原因で、先天異常が発症するのか、ほとん
ど明らかにされていない状況である。マウスの発
生様式は極めてヒトと類似し、マウスはヒトの病態
疾患のモデル動物として最も適していることから、
本研究課題で得られた劣性致死変異体マウス
において見られる先天異常の病態発症メカニズ
ムを分子レベル及び細胞レベルで、詳細に解明
することによって、将来的には、ヒト先天異常の
病態を正常状態へと回復させる新しい医療技術
の開発につながることが期待された。 
 
２．研究の目的 
実験動物としてマウスを用いて、注目する発生
現象（未分化幹細胞の維持機構、細胞系譜や
胚葉形成などの初期パターン形成機構、神経
管形成や軟骨形成などの器官形成機構等）に
異常を示す変異体を、表現型を指標に選定す
る。同定した変異胚の表現型を形態レベル、細
胞レベル及び分子レベルで、詳細に解析するこ
とで、異常の原因となっている領域や組織を明
らかにする。次に、原因遺伝子の発現解析や相
補実験などを行うことで変異原因である遺伝子
を決定する。更に、原因遺伝子産物の生化学的
な機能と表現型との関係を解明するため、遺伝
学的手法や細胞生物学的な解析によって、どの

ような分子経路を介して、原因遺伝子産物が発
生現象に関与しているのかを明らかにする。以
上の解析を通じて哺乳動物発生を支配する新
規な分子機構を包括的に解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 胚性致死となるトランスジーン挿入変異の特
定 
常染色体上にトランスジーンが挿入されたトラン
スジェニックマウスラインを樹立し、オス及びメス
のトランスジェニックラインを交配し、妊娠したメ
スを解剖し、胚発生段階を追って、メンデル率に
沿って約4分の１で致死となる胚がいるか特定し
た。更に、数世代を経てもトランスジーンに依存
して表現型が伝播するか確認する。同定したトラ
ンスジェニックラインは、9 世代以上にわたって
B6 系統に戻し交配を行った。 
(2) トランスジーンの挿入箇所の同定 
挿入されたトランスジーン配列の一部を用いて
染色体FISH法を行うことで、常染色体上の1箇
所にトランスジーンが挿入されているを特定した。
更に、挿入されているトランスジーンの末端塩基
配列に相同な PCR プライマーを設計し、インバ
ース PCR を行い、塩基配列をマウスゲノム配列
と比較することで、マウスゲノム上におけるトラン
スジーン挿入箇所を特定した。得られた情報か
ら、内在性の遺伝子配列が、トランスジーン挿入
によってどのように変化したか、サザン法などに
よって確認した。更には、ホモ変異胚の遺伝子
型決定に必要な PCR プライマーを設計した。 
(3) 表現型の解析 
発生段階を追って外見上の表現型を解析し、記
録撮影を行った。また、変異胚を固定後、パラフ
ィン切片を作成し、適当な試薬で染色し、組織レ
ベル、細胞レベルでの異常を形態学的に解析し
た。また、各種分子マーカーの RNA プローブを
作成し、in situ ハイブリダイゼーション法を行う
こと、また特異的な抗体を用いて免疫染色法を
行うことで、異常の箇所や性質を特定した。 
(5) 相補性試験 
原因遺伝子特定のため、候補遺伝子の cDNA
をCAG プロモーター下で過剰に発現するトラン
スジェニックマウスを作製した。得られたトランス
ジェニックマウスと変異マウスを交配し、得られた
オスのトランスジェニックマウス；変異マウスと変
異マウスの雌を交配させることで、ホモ変異胚で
cDNA を発現する胚を得た。得られたホモ胚に
おいて、異常な表現型が回復できているか解析
した。また、原因遺伝子のノックアウトマウスやジ
ーントラップ変異マウスを導入・作製し、ヘテロ変
異マウスと交配し、表現型を解析した。特に、得
られたダブルヘテロ変異胚がホモ変異胚の表現
型と一致するか検証した。 
 
４．研究成果 
(1)トランスジーン挿入によって胚性致死変異を
示す新規マウス劣性変異体を得た。トランスジー



 

 

ン挿入部位を同定するため、染色体 FISH 法や
インバース PCR 法により、挿入箇所の塩基配列
を決定したところ、トランスジーンは第 2 染色体
上の Ext2 遺伝子のイントロンに挿入されていた。
実際、ホモ変異胚においては、Ext2遺伝子の発
現が失われていた。更に Ext2 遺伝子産物は、
ヘパラン硫酸鎖の重合に働くが、ホモ変異胚で
は、プロテオグリカンのヘパラン硫酸鎖を欠失し
ていたため、null 変異であることが想定された。
次に、Ext2 遺伝子の cDNA のみを発現するトラ
ンスジェニックマウスを作製したところ、ホモ変異
体でも、Ext2cDNA を発現させると、正常に発
生・成長することができた。以上の結果から、今
回得られた劣性致死変異の原因遺伝子は、
Ext2 遺伝子であることが強く示唆された。 
(2)Ext2 ホモ変異胚の表現型を、組織切片レベ
ルで解析したところ、変異体では、胚性 6日目ま
でには異常がみとめられ、10 日目までに、致死
となることが分かった。特に、FGF シグナルが働
いている胚体外外胚葉形成維持、中胚葉移動、
後方神経上皮誘導に異常が見られた。実際、ヘ
パラン硫酸鎖は、分泌性シグナル因子の適切な
シグナル伝達機能に関与していると示唆されて
いる。そこで、変異胚において、各種分泌性シグ
ナル因子の下流標的遺伝子の発現を解析した
結果、FGF の標的遺伝子の発現が失われてい
た。そこで、どのようなヘパラン硫酸鎖の機能が
FGF シグナルの伝達に関与しているのか明らか
にするため、FGF4 リガンド、FGF受容体、コアタ
ンパク質である syndecan-1、ヘパラン硫酸鎖の
発現を胚体外外胚葉の形成過程で解析した。
その結果、Syndecan-1 はユビキタスに発現する
が、ヘパラン硫酸鎖が標的細胞表面に特異的
に発現していた。つまり、ヘパラン硫酸鎖は、
FGF4 リガンドの局所的な分布に必須であること
が分かった。以上の解析から、哺乳動物の初期
胚において、ヘパラン硫酸鎖が時間的・空間的
に特異的に発現することによって、FGF シグナ
ル活性を制御していることが示唆される。 
(3) Ext2 遺伝子は、小児成長期のみに発症する
ヒト多発性遺伝性外骨腫の原因遺伝子である。 
そこで、今回得られた Ext2 ヘテロ変異マウス
で外骨腫の発症が認められるか検討した。軟
X 線撮影解析及び組織学的解析の結果、2 ヶ
月齢以上のマウスにおいて、ヒト外骨腫と類似
した腫瘍が、肋骨をはじめとする長管骨で高
頻度に認められた。また、加齢に従って軟骨
腫瘍の発症頻度及び発症箇所とも増加してい
た。次に、軟骨腫瘍がいつどのように形成・成
長しているか明らかにするため、今回、0 週齢
から4週齢のヘテロ変異マウスの長管骨（主に
肋骨）を用いて組織切片を作成し、腫瘍の成
長過程を解析した。その結果、1週齢以降、外
骨腫へ成長すると考えられる異常な軟骨細胞
凝集である小節が、ヘテロ変異マウスで高頻
度に観察された。さらに、これらの小節は、週
齢を経るごとに出現数及び含まれる細胞数が

共に増加する傾向があることが分かった。また、
小節の出現領域は、軟骨の成長帯周辺より
perichondrium 周辺により限局する傾向がみら
れた。Ext2 ヘテロ変異マウス個体において観
察された、異常な軟骨細胞の凝集が、どのよう
に外骨腫へと成長するのかは、現時点では不
明である。特に、観察された小節の出現頻度
に比べて、外骨腫の出現頻度は一桁以上低
いことが分かった。従って、軟骨性の小節がど
のように外骨腫にまで成長するかについては、
今後詳細な検討を行う必要性が示唆された。
また、現在までに、外骨腫の由来は、成長帯
からなのか、perichondrium からなのか不明で
あるが、異常な細胞凝集が、軟骨の成長帯周
辺より perichondrium 周辺により限局して出現
する傾向がみられたことから、perichodrium 由
来であることが示唆された。今回、ホモ変異胚
においてFGFシグナル伝達不全が見られたこ
とから、FGF シグナルが外骨腫の発症に関与
しているか、細胞内伝達因子である FRS2a と
の二重変異体を作成し、表現型の解析を行っ
た。結果、FRSaとExt2の二重ヘテロ変異体に
おいて、外骨腫の発症頻度、軟骨性の小節の
発生頻度などに、顕著な差は認められなかっ
た。以上の結果は、FRS2a 遺伝子を 1 コピー
減らしても、外骨腫の発症頻度や腫瘍細胞の
出現頻度は影響を受けないことを示唆する。 
(4)別の劣性致死トランスジーン挿入変異体と
してマウス Brd2 変異体を同定し、表現型の解
析及び原因遺伝子の同定を行った。本ホモ変
異胚では、外見上、矮小及び頭部の形成不
全（神経管閉鎖不全などを含む）を示し、胚性
13 日目までに致死となった。各種分子マーカ
ーを用いて詳細な表現型解析をすすめた結
果、神経管の Apico-basal な極性や前後軸に
沿った極性は、ほぼ正常に発生が進行してい
ることが分かった。その一方、9.5日目以降、ホ
モ変異胚では、細胞分裂が進行せず、細胞
死を示すことを明らかにした。原因遺伝子を特
定するため、染色体 FISH 及びインバース
PCR 解析を行ったところ、トランスジーンの挿
入によって、第 17 番染色体上ゲノム領域が約
30kb に渡り欠失していた。欠失ゲノム領域内
には、Brd2 遺伝子が存在し、その発現はホモ
変異胚では完全に、消失していた。そこで、発
生異常の原因がBrd2遺伝子産物によることを、
相補実験により検証した。Brd2 欠損マウス及
びBrd2過剰発現マウスを作製し、その表現型
を解析した。Brd2 欠損変異体としては、英国
サンガーセンターの Brd2 ジーントラップ変異
体を用い、過剰発現マウスについては、CAG
プロモーター下に Brd2 cDNA を連結したトラ
ンスジェニックマウスを作製した。Brd2 変異胚
では、ジーントラップホモ変異体でも、当部門
で得られた Brd2 トランスジーン挿入変異との
多重ヘテロ変異体でも、頭部形成不全、矮小
等の異常を示し、胚性致死となった。一方、



 

 

Brd2 過剰発現マウスは正常に発生し、Brd2 ト
ランスジーン挿入変異体で見られる発生異常
をレスキューさせることができた。以上の知見
から、本劣性致死変異の原因は、Brd2遺伝子
産物欠損によることを証明した。 
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