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研究成果の概要（和文）：軟骨内骨化における細胞内Ca2+制御機構を独自のCa2+イメージング実験系を駆使して
解析した結果、以下に示す細胞内Ca2+シグナルに関する主要な成果が得られた。1) Tric-b欠損によって軟骨細
胞内Ca2+シグナル異常が引き起こされ、コラーゲンの細胞外分泌が障害され、小胞体ストレス誘導から非典型的
な細胞死へ至ることを明らかとした。2) C型ナトリウム利尿ペプチド(CNP)が軟骨細胞内Ca2+シグナルを活性化
することを見出し、TRPM7やBKチャネルを始めとしたCNPの骨伸長促進作用と関連する新規シグナル経路を同定し
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the intracellular Ca2+ regulation mechanisms in endochondral 
ossification using our original Ca2+ imaging system and obtained the following major results on 
intracellular Ca2+ signaling: 1) Tric-b deficiency induces abnormal intracellular Ca2+ signaling in 
chondrocytes, resulting in impaired collagen secretion and endoplasmic reticulum stress induction, 
leading to atypical cell death. 2) We found that C-type natriuretic peptide (CNP) activates 
intracellular Ca2+ signaling in chondrocytes and identified novel signaling pathways, including 
TRPM7 and BK channel, that are associated with the bone elongation-promoting effects of CNP.

研究分野：分子薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内Ca2+シグナルは多様な機能を制御する。長骨伸長を担う軟骨細胞内Ca2+の動態やその制御分子機構はその
ほとんどが不明であり、分子機序の解を目指す本研究の学術的意義は高い。また、本研究により明らかになった
Ca2+シグナルを構築する分子機序は、TRIC-B変異などに起因する骨系統疾患治療の新たな創薬標的分子の提案
や、CNPアナログペプチドの薬効増強方法や、CNPの新規シグナル経路を踏まえた補助薬剤の開発などによる医薬
領域への波及効果を有する。

※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 
  骨形成は軟骨内骨化と膜内骨化に大別され、軟骨細胞は前者を担うユニークな細胞である。
発生期においては、凝集した間葉系幹細胞が軟骨細胞へと分化し、成長板軟骨細胞が長軸方向
への伸長を促進している。また、関節においては関節軟骨が物理的摩擦を軽減する重要な役割
を担っている。そのため、軟骨細胞の増殖や分化成熟不全は長骨の伸長障害を引き起こし、関
節軟骨の損耗は著しい運動障害の原因となる。このように、軟骨細胞の正常な機能維持・促進
が様々な骨関連疾患治療にとって重要である。軟骨細胞分化成熟過程において、Sox ファミリ
ー遺伝子のような必須の転写因子や、インディアンヘッジホッグをはじめとした内分泌因子が
複数同定されている一方で、セカンドメッセンジャーとして重要な生理機能を担う細胞内 Ca2+

動態や制御機構は驚くほど理解されていない。そこでわれわれは骨芽細胞や軟骨細胞における
未知の細胞内 Ca2+を制御分子機構に注目した研究を展開してきた。小胞体カチオンチャネル
TRIC-Bが骨芽細胞における細胞内Ca2+放出を補助し細胞外への I型コラーゲン分泌を促してお
り、その機能的欠失や遺伝子変異によりマウスやヒトで骨形成不全症を引き起こすことを見出
した。TRIC-B は小胞体に貯蔵された Ca2+が放出される際に小胞体内腔に発生する負電荷を中
和し持続的な Ca2+放出を補助するカウンターイオンチャネルと考えられる特徴的な分子であり、
研究代表者の所属研究室で分子同定から機能解析まで世界に先駆けて行っている。最近、骨形
成不全症のみならず軟骨内骨化障害を伴う胎児骨格異形成症の原因として TRIC-B 変異が報告
された。われわれの予備的検討から、TRIC-B 欠損マウスの軟骨組織では膨潤した異常な形態
の死細胞が観察されており、軟骨細胞においても TRIC-B や小胞体 Ca2+制御機構が重要な生理
機能を担っていることを強く示唆している。われわれは TRIC-B 以外にも、Ca2+ハンドリング
に関与する小胞体膜タンパク質 Calumin を単離した。Calumin は Ca2+結合ドメインを有し、欠
損によって Ca2+ハンドリングが障害されることを見出したが、詳細な機能は未解明である。し
かしながら、ヒト Calumin変異体キャリアも骨格形成異常を伴う重篤な発達遅延を示すことが
報告されていることから、その機能が軟骨内骨化に深く寄与するものと推定している。 
  さらに、軟骨細胞における生理的な細胞内 Ca2+動態が未解明であったことに注目し、マウス
胎児大腿骨スライス培養試料を用いた軟骨細胞内 Ca2+イメージング実験系を樹立した(図 1)。こ
の独自の実験系を用いることで、軟骨細胞内 Ca2+濃度が自発的に変化しているという新たな現
象を発見し、主な制御分子として 2 価カチオンチャネル TRPM7 を同定した。Trpm7 軟骨特異
的欠損マウスは著しい骨伸長障害を呈したことから、TRPM7 を介した軟骨細胞内 Ca2+自発変
動が正常な軟骨分化成熟と骨伸長に必須であることを明らかとした (Science Signaling, 2019)。
さらに、Trpm7軟骨特異的欠損マウスの骨伸長障害の表現形質が C型ナトリウムペプチド(CNP)
並びにその受容体 NPR2欠損マウスと酷似していたことに着想し、CNPの作用機序に Trpm7の
関与を想定するに至った。CNP はそのアナログペプチド(Vosoritide)を用いてヒト軟骨無形成症
による低身長患者を対象として第 II 相臨床試験が実施され良好な成績が報告され、第 III 相試
験が実施された結果、2021年に欧米で、2022年には本邦で軟骨無形成症治療薬として承認され
た。CNPの作用機序として、NPR2が膜型グアニル酸シクラーゼであることから cGMP産生が
起こることと PKGII, MAPK の関与が示されていたが、その詳細は長らく不明であった。研究
代表者らの予備検討から CNPと TRPM7を介する Ca2+の関与が示唆された。 
 
２．研究の目的 
    軟骨細胞内 Ca2+動態やその制御分子に関する知見は非常に限られており、全容は不明であ
る。そこで本研究では、軟骨細胞内 Ca2+制御分子機構と軟骨内骨化及び関節軟骨における生理
機能の解明を目的とした。 
  われわれの樹立した Ca2+イメージング系はこれまでの実験系の制約を突破し、生理的条件に
極めて近い状態の軟骨細胞内 Ca2+動態を観察できる点、薬理的・遺伝的手法で介入して変化を
解析可能な点で非常に独自性の高い画期的な手法である。本研究では、独自の手法を用いて当
研究グループが単離した分子を解析することで、全く新たな軟骨細胞機能の制御機構が明らか
になり、特色ある研究成果が得られると考えた。TRIC-Bや Caluminが遺伝的骨関連疾患の原因
となっていることから、その病態生理機能の解明はこれらの遺伝子が関与する骨関連疾患の診
断や治療に対して有益な情報を提供することを目指した。 
  CNPについては、作用機序の理解がこれまで不十分であったが、研究開始当初の予備的検討
から、CNP 処置で軟骨細胞内 Ca2+自発変動が増強され、TPRM7 阻害薬で阻害された。これら
から、われわれが明らかとしたTRPM7を介する細胞内Ca2+制御機構が今まで不明であったCNP
の作用機序を解明する鍵となる知見であったことが予想された。より詳細な薬理作用機序の全
容解明から骨伸長の制御へと応用できれば、非常に特色ある基礎的知見が得られるのみならず、
臨床応用に直結する研究成果が得られる可能性が高いと考えた。 
 
 
 



３．研究の方法 
  胎齢17.5日マウス大腿骨スライス試料を用いた高時空間分解蛍光イメージングによる細胞内
Ca2+動態解析、分子生物学手法による変異マウスの作出、薬理学的阻害実験及び活性化実験、
免疫組織学的解析、病理組織染色と電子顕微鏡解析による変異マウスの細胞組織学的解析、さ
らには PCR法を用いた遺伝子発現解析、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析、免疫
学的手法を用いたタンパク質発現解析、器官培養軟骨を用いた骨伸長の解析および組織学的解
析や細胞生理学手法を総動員した変異マウスの解析実験を遂行した。 
 
４．研究成果 
1. TRIC-Bチャネルの軟骨細胞における生理機能の解明 
  胎齢 18.5日 Tric-b欠損マウスの大腿骨を病理学染色および電子顕微鏡により解析したところ、
特に骨端側に位置する円形軟骨細胞と柱状軟骨細胞において細胞が膨大していることがわかっ
た。また、およそ 1%弱ほどの割合で Tric−b 欠損軟骨細胞では細胞質が空胞化するとともに核
が濃縮した異常な死細胞が観察された。野生型軟骨細胞では全く観察されない状態であること
から、更に詳細にこれらの細胞を観察した。免疫組織学解析から、異常な死細胞を含む Tric-b
欠損軟骨細胞ではおよそ0.5%程度の割合で2型コラーゲンが細胞内に蓄積していることが明ら
かとなった。そこで、小胞体ストレスについて検討した。その結果、Tric-b欠損軟骨細胞では、
古典的小胞体ストレス経路のうちでも特に PERK経路が強く活性化されていることがわかった。
細胞死を誘導する細胞内シグナル経路解析を行ったところ、小胞体 Ca2+シグナル異常により誘
導される CASP-12の活性化が観察され、Tric-b欠損大腿骨軟骨組織切片中にごく僅かではある
が CASP-3の活性化が観られた。TRIC-Bは小胞体 Ca2+放出を補助するイオンチャネルであるこ
とから、Ca2+イメージングを行って更に詳細に解析した。その結果、Tric-b欠損軟骨細胞では小
胞体 Ca2+ストア放出が有意に減弱しており、特定の薬理的刺激条件下において小胞体 Ca2+オー
バーロードが観察された。また、静止状態の Ca2+レベルが有意に高くなっており、その原因の
一部は PERK 経路の活性化に起因することが示唆された。これらの結果から、Tric-b 欠損は胎
生期軟骨細胞において Ca2+ハンドリング異常を引き起こし、2 型コラーゲンの分泌を障害する
ことで小胞体ストレスを誘導し、PERK経路の活性化から CASP-12および CASP-3の活性化に
よってアポトーシスが誘導され、細胞死に至ることが明らかとなった  (bioRxiv 
2023.02.28.530410)。 
 
2. Caluminの軟骨細胞における生理機能の解明 
  軟骨特異的に Calumin(Ccdc47)を欠損したマウスを作出するため、Ccdc47 flox マウスと
Col2a1-Cre-Tgマウスを交配した。当該マウスは Ccdc47全身欠損マウスで観察される胎生致死
が回避され、正常に生まれ成長することがわかった。軟骨細胞における遺伝子発現解析から軟
骨細胞特異的に Ccdc47 が欠損していることを確認した。一方で、巨視的な体長や骨格形成に
Ccdc47欠損の影響は観察されず、軟骨細胞内 Ca2+イメージングにおいても Ccdc47欠損による
野生型との差異は認められなかった。また、ゼブラフィッシュにおいて ccdc47を欠損させた系
統を国立循環器病研究センターとの共同研究で作出した。しかし、ccdc47欠損ゼブラフィッシ
ュにおいても、大きな体長の変化や骨格系への影響は観察されなかった。これらの観察結果か
ら、Ccdc47の担う生理機能は軟骨細胞においては相対的重要性が低いと判断し、肝臓など他の
臓器へと解析対象を移行することとした。 
 
3. CNP/NPR2の骨伸長薬理作用機序の解明とその応用 
  CNPの室温 1時間の処置によって軟骨細胞内Ca2+シグナルが賦活されることが明らかとなっ
た。さらに、細胞内 Ca2+イメージングおよび薬理学的阻害実験や活性化実験を行うことによっ
て、CNPの受容体である NPR2のみならず、cGMPおよび cGMP依存性タンパク質リン酸化酵
素PKGがCNPの軟骨細胞内Ca2+シグナル活性化に寄与していることを明らかとした。さらに、
大コンダクタンス Ca2+依存性 K+(BK)チャネルや TRPM7 チャネルといったイオンチャネルが
CNPの軟骨細胞内 Ca2+シグナル活性化を引き起こしていることを示した。また、CNP措置によ
って CaMKII が活性化することを示した。一連の細胞内シグナル経路解析結果から、
CNP-NPR2-cGMP-PKG-BK ch.-TRPM7 ch.-CaMKIIという CNPが軟骨細胞において活性化する
新たなシグナル経路を明らかにした。生理機能との関与を調べるため、器官培養軟骨を用いた
CNPの評価を行った。CNPは既報の通り野生型マウス由来の器官培養軟骨の伸長を促進したが、
Npr2欠損マウス由来の器官培養軟骨ではその生理機能が失われた。これらの結果は、CNPの骨
を伸ばす活性が軟骨細胞内 Ca2+シグナル経路に依存して発揮されていることを示唆している。
本研究で明らかとなったシグナル経路に関連する分子の活性調節剤は新たな骨系統疾患治療薬
として期待できる。以上の結果を国際学術誌に公表した (eLife, 2022)。 
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