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研究成果の概要（和文）：関節破壊が進行する疾患1家系の姉弟(姉が患者で血族婚)において、次世代シークエンサー
でデータ取得後、遺伝子を抽出、10遺伝子11か所のみ抽出された。さらに変異の有無をシークエンスで確認したところ
、6カ所のミスセンス変異を確認した。さらに、6カ所のミスセンス変異もつ候補遺伝子の発現をRT-PCRで確認した。軟
骨細胞、骨芽細胞において、5つの候補遺伝子で発現が確認された。患者からインフォームドコンセント取得後、末梢
血を採取、京都大学iPS細胞研究所に患者の疾患特異的iPS細胞作成を依頼、平成28年3月に樹立されたiPS細胞を受け取
った。軟骨細胞、破骨細胞、骨芽細胞へ分化させる条件決めを行った。

研究成果の概要（英文）：We performed homozygosity mapping for a consanguineous patient suffered from 
joint destruction using SNPs GeneChip array compared with a healthy patient brother. We detected 2049 
candidate genes in this study. As we could not narrow down the candidate genes in homozygosity mapping, 
we examined the candidate genes using next generation sequencing. We could detect 10 candidate genes from 
11 locuses in this system, and narrow down and confirm 6 missense mutations after Sanger sequencing. 
Moreover, we confirmed the 5 gene expressions from 6 candidate genes using RT-PCR in both chondrocytes 
and osteoblasts.To know the role of pathophysiology in this arthropathy, we planned to establish the iPS 
cells. Several clones of the iPS cells derived from a patient were established in CiRA (Center for iPS 
Cell Research and Application, Kyoto University). After we received iPS cells from CiRA, we tried to 
differentiate into chondrocytes, osteoblasts, and osteoclasts.

研究分野：膠原病学
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１． 研究開始当初の背景 
関節症には、関節リウマチ(RA)を代表する
骨融解を伴う疾患と変形性関節症(OA)を代
表する骨新生を伴う疾患がある。RA と OA
は、関節症の多くを占め、全国的にも患者は
多い。 

RA において骨融解・破壊が進行する原因
はまだよく解明されていない。生物学的製剤
の革命的な進歩により、臨床的寛解を達成す
ることができ、構造的寛解、機能的寛解が求
められる時代に突入した。RA において骨融
解・破壊の機序を解明することは特に重要で
ある。一方 OAは、関節軟骨の変性・摩耗と
その後の軟骨・骨の新生増殖、および二次性
滑膜炎などに基づく進行性の変性関節疾患
で、骨の異常を修復する過程で骨棘が形成さ
れる。OAの骨変化の抑制・治療は、RAより
も進んでいないのが現状である。 
 
２． 研究の目的 
私たちは、遺伝性関節融解症(疾患名として
は正式な名称ではないが、RA 発症後に短期
間で関節融解が生じた血族婚の患者症例で
あり、あえてこの名称を使用)と遺伝性肥大性
骨 関 節 症 (Primary hypertrophic 
osteoarthropathy:PHO,Pachydermoperiostosis)と
いう骨に関して骨融解、骨新生という全く異
なる病態を示す家系を発見した。この家系に
おける遺伝子解析から骨融解、骨新生の新し
いメカニズムを解明することができる可能
性があり、さらに関節症の代表である RAと
OA の骨変化に関するメカニズムを解明する
ことにつながると考え、この研究を計画した。 
 
３． 研究の方法 
遺伝性関節融解症の 1 家系の姉弟(姉が患
者で血族婚)において遺伝子解析を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 

(1) イルミナ社の HumanOmni1-Quad を使用
して homozygosity mapping を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)  1家系の患者と健常者の遺伝子を次世代

シークエンサー(5500 SOLiDシークエンサ
ー；Life Technologies社)でデータ取得後、以
下の条件を満たす遺伝子を抽出した。 
①非患者は正常ホモかヘテロをもつ、②患
者は変異ホモをもつ、③malignantな変異
（nonsynonymous SNV, stop gain/loss, 
frameshift, nonframeshift, スプライシング異
常）である、④1,000人ゲノムプロジェクト
(1,000g project) およびエキソームシーケンシ
ングプロジェクト 6,500 (ESP6,500 project) か
ら多型ではない、⑤segmental duplication領域
ではない。 
 
(3) ヒト由来軟骨細胞と骨芽細胞を継代培養
後、RNAを抽出した。6つの候補遺伝子
(ANKS1A, CPNE5, KIAA1967, HPS6, SBF2, 
MICAL2)に対してプライマーを作成、各遺伝
子ごとにRT-PCR (Stratagene Mx3005P; Agilent 
Technologies)を行った。 
 
(4) 関節破壊が進行する疾患 1家系の姉弟(姉
が患者で血族婚)において、姉からインフォ
ームドコンセント取得後、末梢血を採取、
京都大学 iPS細胞研究所に患者の疾患特異的
iPS細胞作成を依頼する。iPS細胞樹立後、軟
骨細胞、破骨細胞、骨芽細胞へ分化させる
条件決めを行った。 
 
４．研究成果 
(1) 1 家系の姉弟における subtraction では、
2049遺伝子が候補遺伝子として同定された。 
そのうち、以下に示すように、Ossificationに
関係する遺伝子が 23、Inflammatory response
に関係する遺伝子が 35あった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2) 研究方法に示した条件を満たす遺伝子は、
10 遺伝子 11 か所のみ抽出された。さらに変
異の有無を確かめるため、シークエンスを行
い確認したところ、患者で変異のあるホモ、
健常兄弟でホモあるいはヘテロである 6カ所
のミスセンス変異を確認した。変異による蛋
白構造変化を PolyPhen2 プログラムで予測し
たところ、probably damagingを示すものが
存在した。(下表) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 以下の 6 つの候補遺伝子の発現が軟骨細
胞、骨芽細胞に存在するか、RT-PCR で確認
した。 
1) ANKS1A:(Odin); Src family kinase target  
2) CPNE5: ubiquitous Ca(2+)-dependent,  

phospholipid-binding proteins  
3) KIAA1967:(DBC1);a putative 

tumor-suppressor gene  
4) HPS6:Hermansky-Pudlak syndrome (HPS)  
5) SBF2:Charcot-Marie-Tooth neuropathy type 

4 (CMT4)  
6) MICAL2:neuronal growth, actin 

microfilament regulation  
5つの候補遺伝子で発現が確認された。(下図) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 関節破壊が進行する疾患 1家系の姉弟(姉
が患者で血族婚)において、姉からインフォ
ームドコンセントが得られ、末梢血を採取、
京都大学 iPS細胞研究所に患者の疾患特異的
iPS細胞作成を依頼、平成 28年 3月に樹立さ
れた iPS細胞を受け取った。軟骨細胞、破骨
細胞、骨芽細胞へ分化させる条件決めを行
った。今後、患者由来疾患特異的 iPS細胞を

軟骨細胞、破骨細胞、骨芽細胞へ分化させ、
正常人由来 iPS細胞から分化させた細胞と増
殖能、細胞形態などを比較する。差がある
場合、同定された 5つの候補遺伝子を iPS細
胞へ戻すことによって、その差がなくなる
か検討、この患者の病態に候補遺伝子が関
与しているか確認する。 
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