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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では頭蓋縫合早期癒合症候群の1つであるCrouzon症候群（CS）の発症機
序につながる分子機構解明と新規治療用薬剤選出を目指し研究を行った。
　CS由来歯髄幹細胞について遺伝子発現およびmitogen-activated protein kinase (MAPK)の解析を行った。CS
の原因となるfibroblast growth factor receptor 2の変異についてゲノム編集を行うためスプライシングバリ
アント解析を行った。
　CS由来歯髄幹細胞は健常者由来歯髄幹細胞に比較し、硬組織形成関連遺伝子の高発現と、プロテインキナーゼ
C刺激時におけるMAPKの低リン酸化率が見られた。

研究成果の概要（英文）：　Crouzon syndrome (CS) is an inherited craniosynostosis that presents with 
cranial deformity, hypoplastic maxilla and exophthalmos associated with fibroblast growth factor 
receptor (FGFR) 2 mutation. In this study, we aimed to solve the molecular mechanisms associated 
with pathogeny of CS, and to search a new drug.
　We evaluated multipotency of CS patient-derived dental pulp stem cells (CS-DPSCs). CS-DPSCs showed
 multipotency equivalent to healthy donor DPSCs. We investigated the levels of mRNA expression 
related to mineralization and the phosphorylation rate of mitogen-activated protein kinases (MAPK). 
High expression of mineralization-related genes were detected in CS-DPSCs compared with in healthy 
donor DPSCs. Activation of protein kinase C induced a lower phosphorylation rate of MAPK in CS-DPSCs
 than healthy donor DPSCs.
　We performed splice variant analysis toward the RNA-guided genome editing of FGFR2 in DPSCs due to
 analyze the molecular mechanisms compared with unedited DPSCs.

研究分野：歯科薬理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　頭蓋縫合早期癒合症候群の疾患モデルにおけるこれまでの研究では遺伝子変異箇所の修復が困難であったのに
対し、ゲノム編集と部位特異的組換えとの併用によって、原因となる変異箇所を修復し正常な細胞機能の回復を
図ることが、本研究課題の学術的意義であると考えられる。
　また、得られた細胞試料における分子動態を、クラウド型ナレッジベースへアップロードすることで、
Crouzon症候群における症状の発症抑制にはたらく新規治療用薬剤選出につながることが、本研究課題の社会的
意義であると考えられる。

※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 
Crouzon 症候群は、中顔面低形成や眼球の突出等を主徴とする遺伝性の頭蓋縫合早期癒合症候
群の 1つで、FGFR2（fibroblast growth factor receptor 2）の変異が原因であることが知られ
ている（Galvin BD, et al., 1996）。その発症機序については不明な点が多く、治療は出生以降、
複数回の手術を要し、患者や家族の負担は大きい。また、子宮体癌の FGFR2 変異との関連性も指
摘されており（Pollock PM, et al., 2007）、発症に関連する分子機構を解明し患者にとって負
担の少ない新規治療用薬剤の開発につながる新たな知見を得ることは重要である。 
近年、遺伝性疾患への医用工学的アプローチにおいては、デュシェンヌ型筋ジストロフィー患
者由来の細胞について、欠損しているエクソンをゲノム編集技術でノックインしタンパク質合
成を回復させるという手法が報告されている（Li HL, et al., 2015）。本研究課題においても、
ジーンターゲティングによって変異箇所を修復した細胞を用いることで、FGFR2 変異と Crouzon
症候群の発症機序に関連する分子機構について同一患者由来の分子動態を比較解析することが
可能となり、さらに、解析結果をクラウド型ナレッジベース上へ反映することで新規治療用薬剤
を選出できると考え、研究を遂行した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、Crouzon 症候群における FGFR2 の変異情報に基づき、患者由来の細胞におい
てゲノム上の変異箇所を修復し、変異修復前後の細胞と健常者由来の細胞との比較からその発
症機序の分子機構解明と治療用薬剤選出を行うことを目的として、研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
 Crouzon 症候群患者と健常者の歯科治療に際して得られた抜去歯に由来する歯髄幹細胞をそ
れぞれ培養し、幹細胞マーカー遺伝子の OCT3/4、NANOG、CD146 の発現を RT-PCR で確認した。多
分化能については石灰化能と脂肪分化能をそれぞれ Alizarin Red S と Oil Red O 染色にて解析
した。 
 FGFR2 の配列に関しては、エクソン 5 からエクソン１９について cDNA を作製後、シーケンス
解析を行い、さらに、FGFR2 の遺伝子発現を定量 RT-PCR で解析した。また、ゲノム編集に用い
るガイド RNA の設計のために FGFR2 のスプライシングバリアント解析を行った。 
 硬組織形成関連遺伝子の発現に関しては、bone gamma-carboxyglutamate protein (BGLAP)、
specificity protein 7 (Sp7)、Distal-Less Homeobox 3 (DLX3)の遺伝子発現を定量 RT-PCR で
解析した。 
タンパク質の解析に関しては、FGFR2 の下流経路の伝達分子であるプロテインキナーゼ C（PKC）
の刺激剤として 2.5 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)を添加後、p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK)と p42/44 MAPK のリン酸化タンパク質について Immunoblot
を行った。 
本研究は、日本歯科大学の倫理審査委員会の承認を得て行われた。 
 
４．研究成果 
Crouzon 症候群患者由来歯髄幹細胞および健常者由来歯髄幹細胞ともに、幹細胞マーカーの
OCT3/4、NANOG、CD146 の発現が確認された（図 1. 鳥居 他, 2019）。多分化能についても、石灰
化誘導と脂肪分化誘導でそれぞれ Alizarin Red S 陽性、Oil Red O 陽性を示した。 

  
 



FGFR2 のシーケンス解析の結果、Crouzon 症候群患者由来歯髄幹細胞で Gly338Arg（Gorry MC, 
et al., 1995）の変異が認められ、FGFR2 の発現については通常培地での培養下で健常者由来歯
髄幹細胞と比較して細胞外および細胞内領域とも約 0.1 倍であった（Torii D, et al., 2021）。 
健常者由来歯髄幹細胞における FGFR2 スプライシングバリアントは NM_000141.5 であった。 
硬組織形成関連遺伝子に関しては、健常者由来歯髄幹細胞と比較して Crouzon 症候群患者由
来歯髄幹細胞では BGLAP、SP7、DLX3 ともに高発現が解析され、PMA 添加で健常者由来歯髄幹細
胞においては 8時間後に BGLAP の発現が 3.2 倍に上昇したが、Crouzon 症候群患者由来歯髄幹細
胞では PMA 添加による BGLAP 発現上昇は 1.29 倍であった（図 2. 鳥居 他, 2019）。 

 
また、MAPK についても、Crouzon 症候群患者由来歯髄幹細胞では健常者由来歯髄幹細胞と比較
して PMA 添加後に低リン酸化率が解析され（Torii D, et al., 2021）、本研究で用いた Crouzon
症候群患者由来歯髄幹細胞の硬組織形成において、PKC を介する FGF シグナル伝達系に異常のあ
ることが示唆された。 
今後、細胞の不死化を行い、スプライシングバリアントの情報に基づき設計したガイド RNA を
用いてゲノム編集を行う予定である。 
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