
10

特別講演要旨

軟骨形成不全症モデル動物を用いた長管骨の成長を制御する遺伝子の解析

辻 岳 人

岡山大学大学院 自然科学研究科

1.背 景

骨格は､頭蓋を構成する頭蓋顔面骨､椎骨や肋

骨などの体の中心部を構成する体軸骨､手足など

を構成する四肢骨により構成される｡ これらの骨

は､軟骨内骨化と膜内骨化の2つの異なる様式に

より形成される｡ 軟骨内骨化では､最初に軟骨が

形成され､その後に骨-と置き換えられるもので､

長管骨､椎骨､骨盤など骨格の大部分を形成する｡

軟骨内骨化において重要な役割を担う軟骨組織

は､静止軟骨細胞､増殖軟骨細胞､肥大軟骨細胞

と呼ばれる長軸方向に配列 した特徴的な形態変化

を示すいくつかの軟骨細胞層から構成され､骨に

置き換わるまでに順次変化してゆく｡ 骨が効率よ

く成長するためには､これら一連の連続的な過程

が正常に機能することが非常に重要となる｡ これ

らの過程は非常に複雑であり､多くの遺伝子によ

り時間的にも空間的にも厳密に制御されている

(1)｡しかし､ある重要な遺伝子の変異は､軟骨

内骨化の過程に異常をもたらし､長管骨や椎骨な

どの軟骨内骨化により形成される骨の成長が阻害

される｡ ヒトでは低身長や四肢の短縮などが特徴

的な症状として現れる先天性の疾患として知られ

ている｡ また､家畜においてもこのような疾患の

発症は､経済形質に悪影響を及ぼす可能性が高く､

畜産農家にとっても深刻な問題となる｡ したがっ

て､骨の形成過程に関与する重要な遺伝子を同定

し､その機能を解析することは､ヒトの臨床面だ

けでなく畜産分野にとっても非常に重要な課題の

1つである｡ これまでに､さまざまな骨系統疾患

の原因遺伝子が同定されつつあるが､未だ原因遺

伝子が明らかにされていない疾患や､原因遺伝子

が同定されても機能が解明されていないものなど

が多数あり､今後さらに､これらの課題を解決す

る必要がある｡ 本稿では､我々がこれまでに行っ

てきたモデル動物を利用した骨系統疾患の原因遺

伝子の同定および機能解析への取り組みについて

説明する｡

2.E=S-vanCreveld症候群の原因遺伝子である

FVC,⊥β〟に関する解析

Ellis-vanCreveld症候群は､軟骨の形成不全によ

る四肢の短小を特徴 とする遺伝性の疾患であり

(2)､近年､原因遺伝子としてEllis-vanCreveld

(EVC)が同意された(3). 一方､これまでに我々

を含む共同研究により､四肢の短小､関節の変形､

歩行困難を特徴 とする骨系統疾患を示すウシか

ら､新規の遺伝子であるLIMBIN(LBN)を原因遺

伝子として同定した(4)｡ その後､非常に興味深

いことにLBNはヒトのEllis-VanCreveld症候群の

うち､EVCに変異が認められない患者において変

異が報告され､EVCとLBNの異なる遺伝子がEllis-

vancreveld症候群の原因遺伝子であることが示

された(5､6)｡このことは､EVCとLBNは四肢の

形成過程において重要な役割を担うだけでなく､

機能的にも何らかの関連性があるのではないか推

測される｡ しかし､これまでに両遺伝子が四肢の

骨形成過程において､どのように関与するのかは

全 く明らかにされていない｡そこで､EVCとLBN

の骨形成過程における役割と関連性を明らかにす

るために､まず､骨組織における発現パターンに

ついて解析を行った｡

(1)各組織におけるEvcとLbnの発現パターンの

解析

胎生期から生後8週齢までのラット腰骨および

4週齢ラットの各組織におけるEvcとL,bnの発現

について解析した｡まず､軽骨における発現パタ

ーンは､両遺伝子ともに胎生期で最も強く､生後

個体の腰骨では週齢を増すにしたがって発現量が

減少していた (図 1A)｡また､各組織における

発現を調べたところ､Evcはすべての組織で発現

していることが確認された｡Evcの発現は肺にお

いて最も強く発現しており､腎臓､脳においても

強い発現が確認され､肝臓､心臓､筋でもわずか

に発現していることが確認された｡一方､LIbnも

すべての組織での発現が確認され､肺において最

も強い発現が認められ､次いで脳､腎臓でも強く

発硯し､これらの結果はEvcの発現パターンと類

似していた (図1B)｡
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同 l RT-PCRによるEvcとLbn遺伝子のラット組織で

の発現解析

A:胎生17日(E17)､生後1日(Pl)､28日(P28)､

56日(P56)の腰骨における苛税

B:肝臓(Li)､脳(Br)､肺(Lu)､心臓(He)､腎臓

(Ki)､筋肉(Mu)､腰骨(Tl)における発現

(2)成長板軟骨組織におけるEv(とLbnの発現局

在についての解析

腔骨の成長板軟骨におけるEvcとLbnの党規后5

在をinsituハイブリダイゼーションにより解析し

たoEvrは主に成熟層から肥大Jdの軟骨細胞に強

く発現していた (図2A)｡一方､静止層および

増殖層の軟骨細胞には発現が認められなかった｡

同様の方法によりLbnの発現JFJ在を検証 した結

果､増殖層にもっとも強い発現が認められ､成熟

層においても､増殖層ほど強くはないが発現して

いることが確認された (図2B)｡また､静止軟

骨細胞層では発現していなかった｡

a

図2 L'"LtuhybrLdF'zal10'7によるEvc(A)とLbn(B)遺伝

子の陛骨成長板軟骨での発現解析

R:静止軟骨細胞層､P:増殖軟骨細胞層､

M:成熟軟骨細胞層､H:肥大軟骨細胞層

以上の結果より､両遺伝子とも長管骨における

発現が確認され､EllisIVanCreve)d症候群における

四肢の短小への関与を支持する結果であった｡ま

た､EvcとLbnは今回調べたすべての組織で発現

が確認され､両遺伝子とも組織間における発現パ

ターンは非常に類似 していることが明らかになっ

た｡これらの遺伝子は同 一染色体 Lで約2Kb離れ

てhead-to-headとして向き合っていることから(6)､

両遺伝子がプロモーターを共有している可能性が

あり､機能的にも関連 している可能性が推測され

た｡ さらに､両遺伝子の発現局在はE11)S-van

creveld症候群を発症したヒトの成長板軟骨で報

告されている増殖および肥大軟骨細胞での異常と

一致しており(7､8)､両遺伝子がそれぞれ特異的

な時期に機能していることが示唆された｡つまり､

Evcが発現 していた成熟層から肥大層への発現

は､軟骨細胞が活発に増殖 している増殖層から肥

大化へと移行する時期に相当し､Evcが肥大化軟

骨細胞への移行に関与することが予想された｡一

方､Lbnは増殖層から成熟層にかけて発現してい

ることから､Lbnが軟骨細胞の増殖と肥大化に関

与することが考えられた｡EvcとLbnの発現局在

を比較すると､それぞれの遺伝子が最も強く発現

している軟骨細胞の範囲は完全には一致していな

かったが､成熟層から肥大層においては両遺伝子

の発現が確認された｡したがって､両遺伝子の機

能が完全に関連しているかどうかは不明なままで

あるが､発現が 一致している成熟層から肥大屑に

かけて向冶伝子が機能している可能作も考えられ

た｡EvcとLbllともに膜貫通 ドメイン､ロイシン

ジッパー ドメイン､核移行シグナルからなるが､

他に類似 した構造をもつ遺伝子はみつかっていな

い｡今後さらに､これらの遺伝子の標的分子の同

定や機能解析を進めることで､新たな骨成長の制

御機構が明らかになることが期待される｡また､

現在我々はLbnのノックアウトマウスについて解

析を進めており､Lbnの機能を解明しつつEvcと

の関連性についても明確にしたいと考えている｡

3.achondroplasia(cn/cn)マウスの原因遺伝子

の同定

achondroplasia(cn/cn)マウスは､ジャクソン研

究所で維持 しているAKR/J系統より出現した常染

色体劣性の突然変異マウスである(9)0cnJt･nマウ

スの特徴としては体のサイズが小さく､特に四肢

と尾の短縮が顕著に現れる (図3A)｡これらの

表現型は生後 1週齢までに認められ､週齢が増す

につれて正常個体との差が明確になり､四肢骨の

長さは正常の約60%程度にしか成長 しない (10)0

これまでの骨組織の組織学的解析により､成長板

軟骨における増殖軟骨細胞層と肥大軟骨細胞層の

減少が認められており (図3B)(ll)､ヒトの軟

骨形成不全症のモデル動物として知られている｡

これまでに原因遺伝子 (Ln)の詳細な位置は明ら

かにされておらず､原因遺伝子も同定されていな

かった｡我々は cIJcnマウスの原因遺伝子を同定

することで､軟骨内骨化を制御する新たな遺伝子

を同定することにつながると考え､連鎖解析によ

るマッピングによりC円の詳細な位置を明らかに

し､さらに原因遺伝子を同定することを試みた｡
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A

図3 +/+マウスとrn/L･nマウスの外純と成長板軟.汁の縄
織偲

A:14週齢同腹の+/+マT'JスとcrL((nマウス

B:4週齢+/+マウスとL･n/cn-yrウ,7.の腔骨成長板軟骨

R:静止軟骨細胞,Rd､P:増殖軟骨細胞層.

H:肥大軟骨細胞層

(i)cn/cnマウスの原因遺伝子マッピング

他系統マウスとの交配により得られたF2マウ

スのうちホモ (cn/cn)個体についてマイクロサ

テライトマーカーによるタイピングをおこなっ

た｡その結果､第4染色体上の近位端側のマーカ

ーと表現型との有意な連鎖が認められ､原因遺伝

子はD4Mil182からD4Mil109の間の約0.8cMの領域

に存在することが明らかになった (図4)｡この

連鎖の認められた約0.8cMの領域は､マウスゲノ

ムデーターベースからの物理地図と比較すると約

0.8Mbに相当しており､30個程度の機能的遺伝子

が存在していることが報告されていた｡さらに

cn/cnマウスの原因遺伝 Fの候補を絞 り込むため

に､骨形成との関連性が知られている遺伝子を検

索したところ､natriuI･etLCpePtlde1.eCePtOr2(Npr2)

の遺伝子が見つかった (図4).Npr2は､ナ トリ

ウム利尿ペプチ ドファミリーの一つであるC型ナ

トリウム利尿ペプチ ド (CNP)の レセプター

(NPRB)をコー ドしており､CNPはノックアウ

トマウスなどの解析から局所調節因子として軟骨

内骨化による骨形成の促進因子として知られてい

る(12)O
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同4 cn遺伝子座の連鎖解析によるマ､:′ビング

右側にマイクロサテライトマーカーの位置を､左

側にマーカー間の距離 (cM)を不している｡

(2)cn/cnマウスのNpr2に関する解析

Npr2のすべての翻訳領域を含むcDNA断片を

RT-PCRにより増幅 し､cn/cnと+/+マウスの塩基

配列について比較したところ､2654番目の tがg

に変異 している塩基置換が確認された｡さらに､

この塩基置換はLeuからArgへのアミノ酸置換を

伴うミスセンス変異であった (図5)0NPRBの

叫J2CONA

L叫 8.Kh.伽 . Km zLeb w .HEr'POkwGLJ"d yvh

(''')篭 戸篭 ⊆% A霊 宝吉憲 篭 芳

l

(cn/cn)篭戸篭F驚き驚 慧慧驚き
図5 +/+マウスとcn/cnマウスのNpr2cDNA塩基配列の

比較

構造は､細胞外のリガンド結合 ドメイン､膜質通

ドメイン､キナーゼホモロジー ドメイン､グアニ

ル酸シクラーゼ ドメインからなる｡NPRBの細胞

外 ドメインにリガンドが結合するとグアニル酸シ

クラーゼ ドメインの活性化によりセカンドメッセ

ンジャーであるcGMPが合成 される｡そこで､

我々は突然変異がグアニル酸シクラーゼ ドメイン

によるcGMP合成に影響を及ほ していると予想

し､cn/cnと+/+マウスの肋骨からの培養軟骨細胞

でCNP刺激によるcGMPの合成能について解析を

行った｡その結果､+/+マウスの軟骨細胞では

CNPの濃度依存的にcGMP濃度が 上昇 したが､

cn/cnでは全く上昇が認められなかった (図6).
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伺6 +/+てウスとcn/cnマウスの軟骨細胞′＼のCNP添加

後のcGMP畳

以上の結果から､Npr2におけるミスセンス変

異は､NPRBのグアニル酸シクラーゼ トメインの

楼能欠損をもたらしすことが明らかとなった｡こ

れまでに､cGMPは培養条件下における長管骨の

成上主を促進すること (13)､さらに､cGMPの下

流シグナルであるcGMP-depedentprotelnkinaseⅢ
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のノックアウトマウスは軟骨内骨化の異常により

骨の伸長異常を示すことから (14)､cGMPは骨

伸長に重要な役割を果たすことが明らかにされて

いる｡ したがって､cn/cnマウスの骨伸長阻害は､

Npr2におけるミスセンス変異に起因するNPRBの

cGMP合成能の損失によりもたらされることが示

唆された｡

これまでにCNPが骨伸長の促進因子であること

は､最近の研究から明らかにされつつある｡ 一方､

レセプターであるNPRBについては軟骨細胞にお

ける発現は確認されているものの (15)､骨伸長

作用に関与することを示す直接的な証拠は無 く､

NPRBからのシグナルが本当に骨伸長に関わって

いるかは不明であった｡ 我々がcn/cnマウスの原

因遺伝子を見つけた同じ頃､四肢短縮を伴う低身

長を特徴とする疾患であるヒトでのマロト-型の

遠位中間肢異形成症の原因遺伝子がw R2である

ことが報告され､NPRBを介するシグナルが骨伸

長作用に重要であることが初めて示された (16)｡

cn/cnマウスについては､ヒトの場合と異なりこ

れまでに多く組織学的解析を中心とした解析報告

があり､cn/cnマウスは軟骨内骨化におけるNpr2

の役割や発症メカニズムを解析するうえで非常に

有用であると思われる｡ また､ヒトの小人症で最

も発症頻度が高い軟骨無形成症の原因遺伝子であ

るFGFR3のノックアウトマウスにおいて､軟骨無

形成症の症状がcNPにより改善されたことから､

cNPが軟骨無形成症の治療に有効である可能性が

報告されている (17)｡ したがって､今後 さらに

CNP/NPRBによる軟骨内骨化の制御機構の解明は

確実に重要性を増すと予想 され､cn/cnマウスは

有用な研究対象としてその 一 役を担うことが期待

される｡
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