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研究成果の概要（和文）：多発性外骨腫症(MHE)は、全身の骨で骨軟骨腫が発生する遺伝性骨系統疾患であり、
プロテオグリカン合成に必須な糖転移酵素Ext1やExt2の機能欠失型変異が原因で発症する。本研究では、新しい
in vitroの実験系の樹立を目的とし、Ext1機能欠失を模倣した培養軟骨細胞、およびExt1変異体の過剰発現系を
確立した。本研究結果から、我々の樹立した実験系は、Ext1変異に起因するMHEの病態を模倣するものであり、
分子メカニズムの解明や阻害剤の開発に応用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Multiple Hereditary Exostoses (MHE) is a genetic bone disease, which is 
characterized by growths of multiple osteochondromas. Patients with MHE carry a loss-of-function 
mutant of Ext1 and Ext2, which encodes a glycosyltransferase essential for heparan sulfate 
biosynthesis. In the present study, we established a new two types of in vitro experimental systems.
 The first is chondrocyte culture system that mimics the functional deletion of Ext1. The second is 
overexpression of mutant Ext1 in cultured cells. Our results suggest that the two experimental 
systems mimic the pathological condition of MHE. These are a useful model to examine the molecular 
mechanisms of mutant Ext1 and the potential therapeutics for MHE.

研究分野：病態生理学

キーワード： 遺伝性疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で樹立した解析法は、多発性外骨腫の発生機序解明と阻害薬の開発に応用できる可能性がある。

※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 
 多発性外骨腫症 (Multiple Hereditary Exostoses: MHE) は、良性の骨軟骨腫が全身の骨で
発生する遺伝性疾患であり、50,000 人に 1 人の割合で発症すると報告されている。特に、骨幹
端部に骨軟骨腫が発生することが知られており、幼少期から腫瘍が増大し、四肢や脊柱の変形、
低身長をきたす。また、腫瘍が悪性化する場合があり、早期からの治療が切望されているが、外
科的に腫瘍を切除する対処療法が行われている。多発性外骨腫症は、プロテオグリカンの糖鎖合
成に必須の EXT1 (Exostosin Glycosyltransferase 1)や EXT2 (Exostosin Glycosyltransferase 
2)遺伝子の機能欠失型変異によって生じることが知られている。近年の遺伝子改変マウスを用
いたモデルマウスの解析から、EXT1 の機能欠失により、Bone Morphogenetic Protein (BMP) シ
グナルが亢進し、骨軟骨腫が発生する可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多発性外骨腫症に対する阻害剤等の薬効を検討するために、多発性外骨腫症の病
態を in vitro で模倣したスクリーニング系を確立することを目的とし、下記 2つの解析系を樹
立した。 
 
(1) Ext1 機能欠失を模倣した軟骨細胞分化系 
 
(2) 変異型 Ext1 に起因する BMP シグナル定量解析系 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞の内在性 Ext1 遺伝子をノックアウトするために、guide RNA の設計及び、核酸と
Cas9 タンパク質を電気穿孔法で導入する条件を検討した。 
 
(2) (1) で設定した条件下で、マウス軟骨細胞株に Ext1 遺伝子を標的とした guide RNA 及び、
Cas9 タンパク質を導入し、PCR 法及び、ウエスタンブロット法にて、Ext1 のノックアウト効率
を検討した。 
 
(3) (2)で樹立した Ext1 KO 細胞を 96 ウェルプレートに播種し、限界希釈液を用いて単一細胞
クローンを取得した。取得したクローンについては、欠失部位の塩基配列を DNA シークエンスに
よって、確認した。 
 
(4) (3)で取得した単一細胞由来の Ext1 KO クローンと野生型の細胞を用いて、細胞を高密度、
低血清条件下で培養し、軟骨基質を染色するアルシアンブルー染色によって、細胞分化能を比較
検討した。 
 
(5) マウス正常組織より野生型 Ext1 をコードする cDNA 領域をクローニングし、発現ベクター
を構築した。さらに、部位特異的変異導入法を用いて、MHE 症例で報告のある変異を導入した変
異型 Ext1 ベクターも構築した。 
 
(6) (5)で樹立したベクターと BMP 特異的シグナルに応答するレポータープラスミドを培養細胞
に導入し、BMP シグナルに対する変異型 Ext1 の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 公共データベースと guide RNA 設計支援ソフトウェアを使用して、ガイド RNA を作製した。
遺伝子導入に使用する各試薬の濃度、電気穿孔法のパルス電圧及び、パルス幅等を詳細に検討し、
遺伝子導入法を最適化した。 
 
(2) PCR 法で標的部位の遺伝子が欠失されていることを確認し、抗 Ext1 抗体を用いたウエスタ
ンブロット法によって、Ext1 タンパクの欠失を確認した。 
 
(3) 取得した単一細胞由来のクローンについて、Ext1 をコードする遺伝子の一部が欠失してい
ることを確認した。 
 
(4) コントロールの細胞と比較し、Ext1 KO細胞は、細胞分化が亢進している傾向が認められた。 
 
(5) 変異型 Ext1 を一過性に発現させた細胞では、低濃度の BMP 処理条件下で、コントロール群
に比較し、BMP シグナルが亢進している傾向が見られた。 
 



以上の結果から、Ext1 変異に起因する多発性外骨腫症を模倣する in vitro 解析系を樹立するこ
とができた。今後、本研究成果を応用し、多発性外骨腫症に対する阻害剤を探索することができ
ると考えられる。 
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