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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒトiPS細胞を用いて、軟骨無形成症などの骨系統疾患に対する新規治療薬
評価系の開発を行った。軟骨無形成症はFGFR3の恒常的活性化により軟骨細胞の増殖・分化・基質産生が抑制されてい
ると考えられている。そこで、軟骨無形成症由来iPS細胞に対して軟骨細胞誘導法を行い、その過程でCNPを添加する事
により、CNPの有効性評価を行った。CNP添加群と非添加群を比較すると、軟骨分化に関連した遺伝子の発現にある一定
の有効性を認めた。引き続き、CNPの軟骨無形成症に対する効果について検討を行っていく。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have tried to establish the system to evaluate the effect of 
novel therapeutic drugs on skeletal dysplasia, such as achondroplasia, by using iPS cells. Achondroplasia 
chondrocyte proliferation, differentiation and matrix production is suppressed by the constitutive 
activation of FGFR3. Then, we performed the cartilage cells induction method to achondroplasia-derived 
iPS cells. In the process, we did assessment of the effectiveness of CNP by adding CNP. Comparing the CNP 
added group and the non-addition group showed a certain efficacy in the expression of genes associated 
with cartilage differentiation. We will keep trying to investigate the effects of CNP on the iPS cells 
derived from achondroplasia patient.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 内分泌学　CNP　骨代謝　低身長　iPS細胞
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１．研究開始当初の背景 
軟骨無形成症(achondroplasia)は骨・軟

骨組織の障害により先天性の骨格異常を来
たす骨系統疾患の中で最も頻度が高く、約
2 万出生に 1 人の割合で発生する。線維芽
細胞増殖因子受容体 III 型（FGFR3）の恒
常活性型遺伝子異常が原因であり、内軟骨
性骨化の過程が障害され、四肢短縮型の小
人症となる。不均衡な低身長に加え、脊柱
の彎曲による脊柱管狭窄症や内軟骨性骨化
の異常に伴う種々の合併症（大後頭孔狭窄、
中耳炎等）により患者の quality of life が
著しく障害されているにもかかわらず、有
効な薬物治療は未だ確立されていない。 
これまで、C 型ナトリウム利尿ペプチド

（CNP）及びその特異的受容体 guanylyl 
cyclase-B (GC-B)が軟骨組織に存在し、内
軟骨性骨化による骨の長軸方向への伸長を
強く促進することを明らかにしてきた。さ
らに、軟骨無形成症モデルマウスへの CNP
投与により体長が野生型マウスとほぼ同等
まで改善することを報告した。これらの研
究成果よりCNPは軟骨無形成症において、
さらに将来的には他の原因による低身長症
においても、新しい治療薬として臨床応用
が期待されている。 
臨床応用に先立ち、ヒト軟骨細胞におけ

る CNP の効果が確認出来るシステムを確
立できれば、さらに大きな前進となる。 
 
２．研究の目的 
本研究は軟骨無形成症由来 iPS細胞を用い

て CNP の有効性を評価するシステムを構築
しようとするものである。このシステムを利
用すれば、治療が困難であった他の骨系統疾
患に CNP 反応性の疾患を発見出来る可能性
がある。また他の薬剤にもこのシステムを応
用し、骨系統疾患を特定の薬剤反応性あるい
は抵抗性という新たな疾患カテゴリーによ
って分類することも可能性となる。 
 
３．研究の方法 
①ヒト iPS細胞から軟骨細胞への誘導法の開
発 
 ヒト iPS 細胞を用いた CNP の有効性評価
システムの構築のため、ヒト iPS 細胞から軟
骨細胞への分化誘導法の開発を行ってきて
おり、未分化 iPS 細胞からの胚葉体(EB)形成
(1st step)、培養皿上に接着した EB からの発
芽状細胞増殖(2nd step)、一旦細胞を回収し
EB を除いた後、間葉系細胞の培養条件下で
の単層培養(3rd step)、ペレットカルチャー
(4th step)の 4 段階を経ることで、軟骨細胞
様に分化可能な誘導法を開発出来た。しかし
一部の軟骨分化マーカーの発現が認められ
ず、軟骨細胞としての成熟度は不十分である
と考えられた。疾患 iPS 細胞のより正確な特
性や薬物の有効性の評価を行うためには、よ
り生理的な軟骨細胞の誘導が望まれる。そこ
で本研究では、より生理的な軟骨細胞を誘導

するための誘導法の開発を行う。上記誘導法
の 3rd step、4th step に改良の可能性がある
と考えている。 
②軟骨無形成症患者由来 iPS細胞における軟
骨細胞分化の評価 
 軟骨無形成症患者の低身長症に対して
CNP の臨床応用を目指しており、既に軟骨無
形成症患者組織から iPS細胞の樹立にも成功
している。現在はこれまで確立した誘導法を
用いて、疾患 iPS細胞の解析を行っているが、
より生理的な軟骨細胞が誘導出来るように
なれば、新しい誘導法により疾患 iPS 細胞の
軟骨分化過程についてさらに検討を行う。分
化系の改良により、より実際の疾患患者の軟
骨細胞に近い情報が得られることが期待さ
れる。これを健常者由来 iPS 細胞と比較する
ことにより、未分化 iPS 細胞から軟骨細胞へ
の分化過程において軟骨無形成症患者の病
態がどのように再現されるのかを把握し、疾
患細胞の特徴を明らかにする。 
③CNP の有効性について評価するシステム
の構築 
 申請者らは患者に治療薬として CNP ある
いは他の薬剤を投与した際に得られる効果
を事前に患者 iPS細胞を用いて予測し得るよ
うなシステムの構築を最終的な目的として
いる。疾患細胞の特徴を把握し、未分化 iPS
細胞から軟骨細胞への分化過程において、
CNP の効果を評価するのに最適な方法を探
索する。 
 
４．研究成果 
ヒト iPS 細胞の軟骨誘導法の改善を行っ

た。まず、低酸素環境下でのペレットカルチ
ャーについて試みた。これまでは 20％の酸素
濃度下でペレットカルチャーを行っていた
が、関節軟骨は生体内で 1～7％の酸素濃度下
で存在すると言われているため、5％の酸素
濃度下で行った。しかし、3 週間後のペレッ
トの組織像で却って組織の壊死増を多く認
めた為、この培養系において低酸素濃度環境
は細胞へのダメージとなる事が考えられた。 
次に、従来の誘導培地にいくつかの成長因

子やホルモンを組み合わせ誘導法の改善を
試みた。しかし、ペレットカルチャー後に測
定した軟骨分化マーカーの発現量やグルコ
サミノグリカンの産生量に予想した程の効
果をもたらさなかった。その為、従来の誘導
法を用いて軟骨無形成症由来 iPS細胞の解析
や CNP の有効性評価を行う事とした。 

従来の誘導法を用いて軟骨無形成症の疾
患特異的疾患 iPS 細胞(Ach-iPS 細胞)の軟骨
分化誘導を行い、ペレットカルチャー後の組
織像で検討したところ、Ach-iPS 細胞も健常



者由来 iPS細胞とほぼ同等の分化能を示した。
これより、少なくとも分化の初期から中期段
階の分化能は軟骨無形成症患者の細胞にお
いても維持されていることが示唆された。 
次に、ペレットカルチャー時に CNP を添

加し、添加群と非添加群を比較した。その結
果、組織学的所見で継代数や株ごとに軟骨分
化の成功率にばらつきを認めたが、3 週間後
の添加群では非添加群と比較すると多くが
軟骨様に分化していた。 

 
また、添加後 1、2、3 週間ペレットカルチ

ャー後のペレットより抽出したグルコサミ
ノグリカンや RNA を用いて比較を行った。
その結果、グルコサミノグリカンの産生量
に増加傾向を認め、軟骨分化マーカーの発
現量にも増大を認めるものを多く確認でき
た。 
今回、われわれは軟骨無形成症における、

CNP の効果について、ある一定の評価を得る
ことが出来た。本研究をさらに進めることに
より、今後低身長をきたす他の骨系統疾患へ
の応用も期待でき、非常に意義は大きいと考
える。 
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