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研究成果の概要（和文）：ヒト22q11.2ゲノム領域にコードされるDGCR2の遺伝子機能と22q11.2欠失症候群との
関連性を検討するため、マウスホモログSez12遺伝子ノックアウト/GFP遺伝子ノックインマウスを作成し、ヒト
22q11.2のマウス相同領域がヘテロ型に欠失するDf1変異マウス（ただしSez12は欠失してない）と交配させ、ダ
ブルヘテロ変異マウスを作成した。この変異マウスは頭蓋底の骨格低成長による顎顔面異常を示し、ダブルヘテ
ロマウス由来の初代軟骨細胞は、TGF-betaによる肥大軟骨細胞への分化抑制が顕著であった。以上の結果から、
DGCR2遺伝子が関与する本疾患発症メカニズムが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To explore the DGCR2 gene function, we generated Sez12 (the mouse homolog of
 DGCR2) -knockout/GFP-knocked-in mice, which showed maxillofacial hypoplasia caused by early 
malformations of basilar cartilage and differentiation defects of pre-hypertrophic chondrocytes. In 
the homozygous Sez12-KO chondrocytes treated with TGF-beta, we found significant activation of 
TGF-beta signaling and decrease of chondrocytes with expression of type X collagen, compared to 
wild-type ones showing expression of both type II and type X collagen. Furthermore, the primary 
chondrocytes with heterozygous mutants from both Sez12-KO and Df1 region which is heterozygously 
deleted a large portion of mouse genome corresponding to human 22q11.2 showed similar maxillofacial 
phenotypes and knocked-in GFP expression. These results suggest that DGCR2 together with other gene
(s) in 22q11.2 could regulate the TGF-beta signaling activity for differentiation from replicative 
chondrocytes to hypertrophic ones after birth.

研究分野：口腔解剖学・口腔発生学

キーワード： 22q11.2欠失症候群　DGCR2　Sez12　Df1　GFPノックイン　肥大軟骨細胞　頭蓋底軟骨結合　TGF-betaシ
グナル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ヒト染色体22番長腕11.2領域の欠失により引き起こされる顔貌異常の発症メカニズム解明のため、欠
失ゲノム領域の遺伝子機能を検討し、22q11.2欠失症候群の顔貌骨格異常の根本的治療の基盤となった。本研究
で解析されたDGCR2遺伝子は、22q11.2欠失領域のいくつかの遺伝子と協調して頭蓋底の軟骨内骨化に寄与してい
る。特記すべきことは、DGCR2欠失マウスが生後若齢で顔貌異常を認めることである。つまり、本疾患のみなら
ず、他の原因による顔面骨格異常であっても、DGCR2を標的とした出生後の活性調節治療で症状が改善できる可
能性が示唆され、外科治療に依存しない出生後治療に期待がもてる。

※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、頭部顎顔面領域の形態異常、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機能（現状 50以上の遺伝子が
コードされている）の喪失であるが、特に鰓弓形成に関わる転写因子をコードする TBX1 遺伝子
の機能消失が最も有望な発症原因である。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、顔面奇形など全く認められない。ヒトとマウ
スの動物種の違いが原因との考えもあるが、マウスをヒトモデル動物と考える基盤にたてば、ゲ
ノム欠失領域内の他の遺伝子も踏まえた複合的遺伝子機能異常が病状形成に必須であると考え
られ、ヒト TBX1 と共に発症に関わる遺伝子がゲノム欠失領域に存在するのではないかと予想し
た。 
 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 遺伝子のマウス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
トマウスを作製している（Kimoto, S., Kajiwara, K., , Illingworth, E., Tanigaki, K. et 
al., Transl Psychiatry 2, e146-,2012) 。これまでの研究成果としては、(1) Sez12-KO マウ
スは上顎骨形態異常が認められ、(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、(3) Sez12-KO 軟
骨初代細胞は、TGF−ßを投与しても軟骨細胞分化が進まず、増殖軟骨細胞が維持されていた。 
 以上の知見から、Tbx１の機能として既知の BMP シグナル制御に加え、我々が解明した Sez12
による TGF-ßシグナル制御との複合的な BMP／TGF-ß病態シグナルの発生が、顎顔面形態形成異
常を含めた本疾患の原因ではないかという可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
 我々は、ヒト 22q11.2 ゲノム領域にコードされる DGCR2 の遺伝子機能と疾患との関連性を
明らかにすることを研究目的として、既に作成しているヒト DGCR2 のマウスホモログである
Sez12 遺伝子のノックアウト/GFP 遺伝子ノックインマウス（Sez12-KO）において、Sez12 欠失に
よる顎顔面骨格形成に重要な頭蓋底軟骨結合の軟骨内骨化の異常、特に肥大軟骨細胞への分化
異常を、ノックアウトマウスより調製した初代軟骨細胞を用いて検討した。しかしながら、
22q11.2 欠失症候群のゲノム欠失はヘテロ型である。ホモ型 Sez12-KO マウスで認められた頭蓋
底軟骨結合での軟骨分化異常は、ヘテロ型 Sez12-KO マウスでは認められなかった。そこで我々
は、ヒト 22q11.2 の TBX1 遺伝子を含めたマウス相同領域がヘテロ型に欠失する変異マウス（Df1
マウス:ただし Sez12 は欠失してない）と Sez12-KO との交配マウス（ダブルヘテロマウス）を作
成し、マウス個体および初代軟骨細胞の分化過程での組織化学的解析を行い、本疾患ゲノム欠失
領域内での DGCR2 を含めた複合的遺伝子機能異常による発症メカニズムを想定し、研究を展開
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 マウスとDf1 変異マウスの交配を行い、ダブルヘ
テロマウスを作成し、野生型・Sez12-KO・Df1およびダブルヘテロマウスの各系統の頭蓋底の発
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、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で固定し、Alexa Fluor 594、647が標識された２次抗体を用いて抗体染色を行い、ノッ
クインGFPやDAPIと共に蛍光画像の多重染色にて初代軟骨細胞を解析した。 
 
 
 
 
４．研究成果 



(1) Sez12 遺伝子産物による TGF-beta シグナル制御 
これまで Sez12 発現と一致するノックイン GFP 発現が全身の軟骨組織で顕著に認められ、
Sez12-KO マウス離乳後から軽度の骨格発育不良、特に頭蓋底軟骨結合の形成不全による顔面骨
格異常が発症した（図１、図２）。今回、軟骨細胞の分化成長に関わる TGF-beta シグナルに注
目して軟骨細胞での Sez12 遺伝子機能を検討した。まず前段階として Sez12-KO 胎仔線維芽細胞
で Luc-reporter assay を行ったが、Sez12-KO 細胞で TGF-beta シグナルが亢進したが、Sez12 を
一過性に過剰発現させると TGF-beta シグナル亢進は低下した。以上のことから、Sez12 は TGF-
beta シグナル活性化に際し、それらシグナルを抑制性に制御することが考えられた。この Sez12
遺伝子産物による TGF-beta シグナル抑制効果は、軟骨細胞のような TGF-beta シグナルが複雑
にクロストークする頭蓋底軟骨結合の軟骨内骨化において重要な役割を果たすことが考えられ
る。 

 
(2)ダブルヘテロマウスの骨格解析 
ヘテロ型 Sez12, Tbx1 ダブルノックアウトマウス（ダブルヘテロマウス）の骨格異常や顔貌異

常を検討したところ、ダブルヘテロマウス
ではホモ型 Sez12-KO マウスと同等な骨格
異常が存在し、尾骨の軟骨内骨化が連なっ
た尾や軟骨結合が存在する頭蓋底で、顕著
な発育不良が認められた（図３）。 

 

 
(3)ダブルヘテロマウス由来の初代軟骨細
胞の分化異常 
新生仔胸骨由来の初代培養軟骨細胞を使
用して以後の解析を行った。Sez12-KO 軟骨

細胞に 25 ng/ml TGF-beta を投与すると、投与前はⅡ型および X型コラーゲン発現する Dgcr2-
KO 軟骨細胞が混在していたが、TGF-beta 投与後はⅡ型コラーゲンのみを発現する軟骨細胞がほ
とんどとなった（図４）。さらにしかし野生型を含め、ヘテロ型 Sez12-KO および Df1 マウスで
はこのような異常は全く認められず、TGF-beta 投与でも肥大軟骨細胞に特有な X 型コラーゲン
発現が認められる細胞は、投与前と同様に混在していた。以上の結果から Sez12 遺伝子は、軟骨
内骨化の多様な細胞分化過程で TGF-beta シグナルを抑制性に制御する役割が予想され、この
Sez12 遺伝子機能の消失が 22q11.2 欠失症候群の発症に必要である可能性が考えられた。 

 
 
(4)ダブルヘテロ初代軟骨細胞における肥大化抑制 
Sez12-KO と Df1 との交配で得られたダブルヘテロマウス由来の初代軟骨細胞を用い、軟骨細胞



肥大化の解析を行った。ダブルヘテロ軟骨細胞に TGF-beta を投与すると、48 時間以内に X型コ
ラーゲン陽性細胞の減少とともに、ホモ型 Sez12 欠失細胞でみられたノックイン GFP 発現上昇、
TGF-beta シグナル亢進がダブルヘテロ初代軟骨細胞でも認められた（図５）。しかし、ヘテロ型
Sez12マウスやDf1マウスではこのような細胞内変化は認められなかった。以上の結果からSez12
遺伝子は、22q11.2 領域内のいくつかの遺伝子と協調して頭蓋底軟骨結合の形態形成を制御する
と考えられる。そしてこれら協調した遺伝子機能のヘテロ型欠失が 22q11.2 欠失症候群の発症
を引き起こすことが示唆された。 
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