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研究成果の概要（和文）：CRISPR-Cas9システムを用いてSf3b4のノックアウトマウスを作出した。ホモ欠失マウ
スは胎生致死であったが、ヘテロ欠失マウスは野生型マウスと同様に出生し繁殖も可能であった。ヘテロ欠失マ
ウスの胚発生を調べた結果、Sf3b4が中軸骨格の前後方向の形態パターニングと前脳の形態形成に関与すること
を明らかにした。また、Sf3b4の共役因子Sf3b1について特異的阻害剤を用いて人為的に機能低下を作り出し、こ
れらのスプライシング因子の頭部形態形成における役割を推察した。

研究成果の概要（英文）：Sf3b4 knockout mice were generated using the CRISPR-Cas9 system. Homozygous 
mice were embryonic lethal, whereas heterozygous mice were born and reproduced as well as wild-type 
mice. The embryonic development of the heterozygous mice revealed that Sf3b4 is involved in the 
anteroposterior morphological patterning of the　axial skeleton and in the morphogenesis of the 
forebrain. We also artificially induced loss of function of Sf3b4's coactivator, Sf3b1, using 
specific inhibitors and inferred a role for these splicing factors in craniofacial morphogenesis.

研究分野： 発生生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頭蓋顎顔面の先天的形態異常は心疾患に次いで高頻度で認められるが、その原因については不明な点が多い。
Nager症候群は近年新たに報告された先天性疾患であり、原因遺伝子であるSf3b4の分子機能は不明であった。本
研究では疾患モデルマウスを作出、解析することでSf3b4の機能の一端を明らかにし、原著論文として報告する
ことができた。これらの結果は、Nager症候群の治療法や予防法の確立に大きく貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒト顎顔面部の先天性奇形は心臓疾患と並んで高頻度で認められ、上下顎や耳小骨の形成不

全に伴い、咀嚼や嚥下、難聴などの身体機能に大きな影響が生じる。近年のゲノム解析技術の急
速な進歩によるヒト顎顔面部の形態異常の原因遺伝子の中にはこれまで胚発生とは関係性が低
いとされてきたものも多い。スプライシングを担うスプライソソームは、異なるタンパク質群か
ら成る 5 つのユニット（U1, U2, U5, U4/U6）と、各ユニット共通のタンパク質（sm, EJC タンパ
ク質）からなる巨大なリボ核酸タンパク質である。この構成要素のうち、5 つのタンパク質をコ
ードする遺伝子（SF3B4, EFTUD2, SNRPB, TXNL4A, EIF4A3）の変異により顎顔面部の形態異常
が生じることが明らかにされ、スプライソソーム症と命名された（Lehalle et al., 2015）。U2 snRNP
は SF3a と SF3b を含み、それぞれスプライシング活性部位の形成、イントロン除去の起点の認
識に重要である。SF3b 複合体を構成する SF3b4 はこの起点近傍に結合し、U2 snRNP をこの部
位に誘導する。ヒト SF3B4 の遺伝子変異による機能低下は、スプライソソーム症の一つである
Nager 症候群の主原因とされ、橈骨の低形成と下顎骨・頰骨の低形成を主徴とする（Bernier et al., 
2012）。従来、スプライソソームの構成要素はどの細胞にもユビキタスに発現し、細胞の基本的
機能を担うとされてきたが、このような近年の研究によりスプライソソームの構成要素にスプ
ライシング以外の新規の分子機能が示唆されるようになった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、スプライソソーム症の一つ、Nager 症候群の発生学的成因を明らかにするこ

とである。プライソソーム症の発見により、これまで全身でユビキタスに発現・機能していると
考えられてきた分子が、顎顔面部の形態形成に特異的に関与することが示唆された。本研究によ
り、既報とは全く異なる顎顔面部の形態形成メカニズムが解明されることが期待されるため、学
術的な意義は非常に大きい。 
 
３．研究の方法 
（1）Sf3b4 の時空間的発現プロファイルの解析 
Nager 症候群の原因遺伝子である Sf3b4 について、マウス胎仔における時空間的発現プロファイ
ルを in situ hybridization 法と定量 PCR 法により調べる。 
 
（2）Sf3b4 全身ノックアウトマウスの作出と解析 

CRISPR/Cas9（クローニングフリー法）によるゲノム編集により、Sf3b4 ノックアウトを作出
する。これらを掛け合わせてホモ欠失個体を得て、初期胚では神経堤細胞の出現、増殖や細胞死、
軟骨細胞や骨芽細胞の分化状態を in situ hybridization 法や定量 PCR 法による分子マーカーの発
現解析や免疫組織化学染色等により調べる。後期胚では、頭蓋顎顔面部の形態の表現型を検討す
るため、骨軟骨染色を行う。また固定した後期胚を薄切し、組織学的観察や種々の免疫組織化学
染色を行う。 
 
（3）Sf3b4-flox マウスの作出と解析 
CRISPR/Cas9 法により、Sf3b4 のイントロン 1 と 4 の部位に loxp 配列が挿入された flox マウス
を作出する。すでに繁殖・維持している Wnt1-Cre マウスや Osx-Cre マウスと交配し、Sf3b4 を神
経堤細胞特異的あるいは骨芽細胞特異的にノックアウトしたマウス系統を得る。このマウス胚
について、上記の全身ノックアウトマウスと同様の組織学的解析を行う。 
 
（4）Sf3b4 の共役因子である Sf3b1 の機能抑制実験 

Sf3b4 の共役因子である Sf3b1 の機能減弱を目的として、SF3B1 の阻害剤を野生型妊娠マウス
や Sf3b4 ヘテロ欠失妊娠マウスに腹腔内投与し、胎児の頭蓋顎顔面形成への影響を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）Sf3b4 の時空間的発現プロファイルの解析 

Sf3b4 は胎齢 9-10 日胚では全身細胞で発現が認められたが、特に鰓弓や肢芽の間葉での発現量
が比較的高く、心臓での発現量は低かった。胎齢 13-15 日胚においても全身での発現が見られ、
特に脳や下顎骨での発現が顕著であった。また、マウスを含む複数の哺乳類において Sf3b4 の偽
遺伝子様配列（Sf3b4_ps）の存在を見出した。野生型マウス胚において Sf3b4 は 2 細胞期以降全
身に発現するが、特に頭蓋顔面骨形成部や脳に高発現していた。一方で、Sf3b4_ps は少なくとも
受精後から胎齢 10.5 日までは発現を認めなかった。 
 
（2）Sf3b4 全身ノックアウトマウスの作出と解析 
①IVF（体外受精法）により Sf3b4 ホモ欠失マウスは早期胎生致死であることを確認した。Sf3b4
ヘテロ欠失マウスは正常に出生し、正常な繁殖能を示すまでに成長したが、野生型マウスと比較
して体長が小さく、体重が有意に低下していた。Sf3b4 ヘテロ欠失マウスでは Sf3b4 の発現量が



半減したものの Sf3b4_ps の発現は誘導されず、偽遺伝子様配列による機能的補償は認められな
かった。Sf3b4+/-マウスでは頭蓋冠はやや扁平であったが、Nager 症候群を模倣する表現型は認め
なかった。 
②Sf3b4+/-マウス新生仔において、異所性の肋骨が第 7 頸椎に生じ、第 1 胸椎様の形態に変化し
ていた。同様に第 1 胸椎が第 2 胸椎化、第 6 腰椎が第 1 仙骨化しており、全体として椎骨形態の
後方化が認められた。椎骨形態の後方化は、Sf3b1+/-マウス（Isono et al., 2005）に見られる表現型
と酷似していた。SF3b1 や SF3b4 は Hox 遺伝子の抑制に関係するポリコーム群タンパク複合体
（PcG）と直接に相互作用することが示唆されている。したがって、この 2 つのスプライシング
因子をふくむ SF3b 複合体が PcG に結合し、体節形成時の前後軸に沿った Hox 遺伝子の発現を
制御する転写因子として機能する可能性を見いだした。一方で、ヒト培養細胞系においては Sf3b4
が I 型コラーゲン等の効率的な翻訳に寄与するとされるものの、Sf3b4+/-マウスでは骨形成能自
体には影響は無かった。 
③Sf3b4+/-マウス新生仔では野生型マウスと比較して骨の石灰化における差は見られず、頭頂骨
の厚さも野生型と有意差はなかった。 
④Sf3b4+/-マウス新生仔の前脳は野生型マウスと比較して小さく、頭蓋冠が扁平である要因と考
えられた。しかし、ランドマーク法と主成分分析を用いて脳の形態測定を行ったところ、脳形態
そのものには大きな影響は無く、Sf3b4+/-マウスに行動異常がみられないことと整合的であった。
胎齢 13.5 日において前脳脳室帯の細胞増殖の割合は Sf3b4+/-マウスで有意に高かったが、細胞死
の割合には有意差が無かった。軽度の小頭症は前脳の形成不全が原因であると考えられたが、脳
形態自体には異常が無く、繁殖行動等が正常であることと整合的であった。スプライソソーム因
子の一つである Eftud2 のホモ変異を示すゼブラフィッシュでは神経上皮の細胞死により小脳症
を示す（Lei et al., 2017）。しかし、本研究では Sf3b4+/-マウスの前脳で細胞増殖は低下したが細胞
死は有意に増加しなかったため、異なるメカニズムによって引き起こされたと考えられる。急激
に成長する大脳半球の形成時は、リボソーム合成やスプライシング等の細胞維持機能が不安定
化することに対して高い感受性を示すことが予想され、これが Sf3b4+/-マウスが前脳特異的な形
態異常を引き起こした要因である可能性がある。 
 
（3）Sf3b4-flox マウスの作出と解析 

Nager 症候群の原因遺伝子であるスプライシング因子 Sf3b4 の神経堤細胞特異的ノックアウト
のホモ欠失マウス（Sf3b4fl/fl）をクローニングフリーCRISPR/Cas9 システムにより作出したとこ
ろ、早期胎生致死であることが判明した。この原因を検討したところ、CRISPR/Cas9 システムの
オフターゲット効果による弊害の可能性が考えられ、当初の研究計画にあった組織特異的ノッ
クアウトマウス解析は実施できなかった。 
 
（4）Sf3b4 の共役因子である Sf3b1 の機能抑制実験 
胎齢 8.0-9.5 日胚前後の妊娠マウスに対して SF3B1 の阻害剤を腹腔投与したところ、胎児の頭

部形成に異常を認めた。それ以降の胎齢に対する投与では著明な異常は見られなかった。この形
成異常の原因を明らかにするため、頭部間葉細胞の出現、増殖や細胞死、軟骨細胞や骨芽細胞の
分化状態を in situ hybridization 法や免疫組織化学染色等により調べたところ、阻害剤投与胚では
神経上皮や頭部間葉における細胞増殖活性の低下や細胞死割合の増加、神経上皮における神経
管形成関連因子の発現低下が認められた。 
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