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研究成果の概要（和文）：骨形成不全症(OI)患者の線維芽細胞、iPS細胞から分化誘導した骨芽細胞が産生する
コラーゲンの性質を検討し、OI由来では、糖鎖の過修飾を認めた。ブフェニールの投与により、コラーゲンの異
常は改善することを示し、論文発表を行った。TGF-bシグナルに若干の差を認めた。OI患者19例において血中ス
クレロスチンと身長、体重と関連性があり、骨塩量ともその傾向を認めた。遺伝子パネルにより、OI患者47名の
解析を行い、36名の患者で遺伝子変異を同定した。表現型との相関性を検討し、論文発表を行った。治療薬の開
発: COL1A1変異(p.G810S)を組み込んだノックインマウスを作成し、その骨脆弱性を示した。

研究成果の概要（英文）：We obtained fibroblasts and iPS cells from patients with osteogenesis 
imperfecta (OI). Collagen type 1 from fibroblasts and osteoblasts differentiated from iPS cells were
 analyzed by SDS-PAGE and LC/MS. The glycosylation-overmodification of collagen type 1 was found. 
4-phenyl butyric acid improved overmodificatin and accumulation of collagen in ER. TGF-b signaling 
was slightly different between osteoblasts induced from normal and OI patients derived iPS cells. 
The concentration of sclerostin was related to height and weight in 19 OI patients. Variants 
responsible for OI was found in 36 out of 47 OI patients. The significant genotype-phenotype 
correlation was reported. The model mice having p.G810S were generated by the knock-in method and 
proved to show fragile bone phenotypes.

研究分野： 骨代謝学

キーワード： 骨形成不全症　骨脆弱性　疾患特異的iPS細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
まだ、有効な治療法のない重症骨形成不全症の治療薬として、ブフェニールを見出した。独自の骨形成不全症モ
デルマウスを作成し、ブフェニールの効果を判定できる段階となっている。ブフェニールは、他の疾患に適応が
取れており、いわゆるdrug repositioningにより、薬剤開発の面でも有利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 

令和４年２月までに、骨形成不全モデルマウスの繁殖を行い、令和４年３月にマウスの解析

実験を行う予定であったが、マウス飼育舎のオープンが遅れたので、令和４年度に研究を延

期することになり、研究助成金も繰り越しをおこなった。 

 

２．研究の目的 

 骨形成不全症（OI）患者における unmet needs である、既存薬のビスホスホネート以上の

骨折予防効果を持つ薬剤の開発と、OI 患者の低身長のメカニズムの解明を目的とし、本研

究を行う。具体的には、患者由来皮膚線維芽細胞、iPS 細胞を用いて、生化学的、細胞生物

学的に、OI に共通する病理学的機序を明らかにする。また、O I 患者で見出した COL1A1 変

異を組み込んだ OIモデルマウスも用いる。成長軟骨帯軟骨細胞の遺伝子およびタンパク質

の発現を検討し、その特徴づけを行う。候補薬 4-phenylbutyric acid(4-PBA)を見出してい

るので、OI モデルマウス、内軟骨性骨化モデルを用いてその効果を検証するとともに、作

用機序をさらに検討する。内軟骨性骨化モデル実験系を用いて、OI における四肢短縮型低

身長の発症機序を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

当科で経験した骨形成不全症患児で証明されたI型コラーゲンのA1鎖をコードするCOL1A1

変異(c.2461G>A, p.G810S)を組み込んだノックインマウスを作成した。 

OI モデルマウスの作成方法を記す。 

(1) 対象遺伝子に対する sgRNA（crRNA, tracrRNA）をデザインする。 

我々が使用しているグリシン置換変異を有するOI患者の変異はCOL1A1遺伝子のc.2461G>A, 

p.G821S の変異であり、らせん構造の開始から 643 番目のグリシンがセリンに置換される変

異である。 

マウスにおいてこの変異と同等と考えられる、らせん構造の開始から 643 番目のグリシン

がセリンに置換される変異は Col1a1 遺伝子の c.2428G>A, p.G810S であるため、同変異を

起こすような sgRNA をデザインする。 

(2)エレクトロポレーション法によって Cas9 ヌクレアーゼ、sgRNA をマウス受精卵に導入す

る。 

(3) Cas9 ヌクレアーゼ、sgRNA を導入した受精卵を仮親マウスに移植し、遺伝子改変マウス

を得る。 

ノックインマウスの作出には、CRISPR-Cas9 System を用いた。マイクロ CT、3 点曲げ試験

などで、骨形成不全症のモデルであるかどうか検討を行う。その上で、骨細胞を回収し、遺

伝子発現などを検討し、骨細胞機能の検討を行う。 

並行して、骨形成不全症モデルマウスとして広く使われている oim マウスを購入して輸入

した。このマウスの検討も行う。 

４．研究成果 

当科で経験した骨形成不全症患児で証明された I 型コラーゲンの A1 鎖をコード

する COL1A1 変異(c.2461G>A, p.G810S)を組み込んだノックインマウスを作成し



た。Col1a1 遺伝子に p.G810S をホモ接合性に有する個体は出生していないため、

同変異をヘテロ接合性に有するマウス（Col1a1 G810S ヘテロノックインマウス）

について骨脆弱性を有するかどうかを 12 週齢で野生型マウスと比較して評価し

た。体重は Col1a1 G810S ヘテロノックインマウスで有意に小さかった。マイク

ロ CT による第 5 腰椎海綿骨の評価では Col1a1 G810S ヘテロノックインマウス

は BV/TV（海綿骨体積/全計測領域体積）、BMC/BV（骨塩量/海綿骨体積）、骨梁

幅、骨梁数がいずれも低値であり、骨梁間隙は高値であった。大腿骨遠位部海綿

骨でも BV/TV は低値であった。つまり、Col1a1 G810S ヘテロノックインマウス

は骨量が少なく、粗な骨梁を有することがわかった。また、大腿骨中央部の皮質

骨体積と骨髄体積は Col1a1 G810S ノックインマウスで低値であった。3 点曲げ

試験による大腿骨の評価では骨のしなやかさを表す破断変位と、骨折に至るま

での総仕事量である破断エネルギーが Col1a1 G810S ヘテロノックインマウスで

低値であった。以上の結果から、Col1a1 G810S ノックインマウスは骨形成不全

症の表現型を有すると考えられた。申請者らが見出した骨形成不全症治療の候

補薬(ブフェニール)は、他の疾患に対して適応取得されており発売元のオーフ

ァンパシフィックの好意により、実験に投与できる量の供与を受けた。今後、作

成したモデルマウスに対して、ブフェニールの有効性、安全性を検討する予定で

ある。 
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