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研究成果の概要（和文）：　多中心性手根骨足根骨融解症患者に認められたMafB遺伝子変異(R63G変異、T62P変
異)の骨芽細胞や軟骨細胞を用いて機能解析を行なった。軟骨細胞様細胞ATDC5と骨芽細胞様細胞MC3T3E1にこれ
らの変異型、野生型発現ベクターを一過性発現させ、骨芽細胞分化、軟骨細胞分化のマスター遺伝子である
Runx2 mRNAの発現量について検討した。MC3T3E1においてはMafBの過剰発現は細胞死を起こし、検討を断念し
た。ATDC5においては細胞増殖中(野生型=T62P＞R63G)、細胞が密集した状態(R63G＞T52P＞野生型)と分化段階に
よる遺伝子発現量の違いが認められた。

研究成果の概要（英文）：We conducted functional analysis of Wild and mutant (T62P and R63G) in 
MC3T3E1 and ATDC5. Overexpression of wild MafB induced apoptosis in MC3T3E1. In ATDC5, we analyzed 
runx2 mRNA expression before confluent state and after confluent state and we observed different 
runx2 mRNA expression according to the differentiation stage (Before confluent state, wild=T62P>
R63G; after confluent state, runx2 R63G>T52P>wild).

研究分野：小児内分泌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 多 中 心 性 手 根 骨 足 根 骨 溶 解 症

(Multicentric Carpotarsal Osteolysis, 

OMIM:#166300; MCTO)は進行性に手根骨、

足根骨の骨溶解を来し、手足の変形、運動

障害を起こす疾患である。2012 年に転写因

子であるMafBが MCTOの原因であることが

判明した(Zankl et al. AJHG, 2012 90, 494

–501)。MafB は造血幹細胞の破骨細胞への

分化を抑制している(Kim et al. BLOOD, 

2007, 109(8), 3253-9)ことが知られてお

り、MCTO の骨溶解は MafB の機能喪失によ

る破骨細胞分化亢進が原因と想定されて

きた。 

 一方、過去に我々は MafB 遺伝子異常

(p.P63R)を認める MCTO の患児に骨溶解の

抑 制 目 的 に 骨 吸 収 抑 制 剤 で あ る

bisphosphonate を長期的に投与したが、骨

溶解は抑制できず、また通常は複数の手根

骨が認められる2歳時に出現していなかっ

た手根骨、足根骨がその後出現することは

なかった。また骨吸収を数値化し、骨吸収

の状態の指標となる骨吸収マーカーは同

性、同年齢の値と比較しても高値ではなか

った。これらの事から MCTO の骨溶解は骨

吸収の亢進が原因である可能性は低いと

考えた。また、過去に軟骨細胞での MafB 

mRNA 発現は確認され、軟骨細胞の分化に関

与していることが報告されているが 

(Zhang et al. J Cell Biochem. 2013 Feb; 

114(2):471-9)、これまで骨芽細胞系での

発現は確認されていなかった。我々は軟骨

細胞系の細胞 (ATDC5)のみならず骨芽細

胞系の細胞 (MC3T3E1)においても MafB 

mRNA が発現していることを確認し、MafB

が骨形成に何らかの役割を果たしている

ことを想定した。しかしながら骨形成にお

ける MafB 遺伝子の機能についての既報の

報告はなく、現段階では不明であった。 

 
２．研究の目的 

 多中心性手根骨足根骨溶解症(MCTO)は進

行性の骨溶解をきたす先天性骨系統疾患で

ある。MCTOの原因として転写因子であるMafB

遺伝子が同定された。骨吸収における MafB

の機能として破骨細胞への分化抑制があり、

骨吸収の亢進が骨溶解の病態と考えられて

おり、患者に対する骨吸収抑制剤の投与にも

関わらず、骨溶解が抑制出来なかったことや

MafB mRNA の発現が骨芽細胞、軟骨細胞にも

認められたことから MCTO の骨溶解の病態の

本体が骨形成の異常である可能性を考えた。

本研究では骨形成における野生型、変異型

MafB の機能を in vitro で検討し、「MafB の

骨形成における役割や MCTO における骨溶解

の病態を明らかにすること」を目的に設定し、

研究を計画した。 

 

３．研究の方法 

１) 骨芽細胞における野生型 MAfB 遺伝子の

機能解析 

 マウス骨芽細胞様細胞である MC3T3E1

細胞において MafB の発現が認められた

ことからSiRNAでMafBをノックダウンも

しくは野生型 MafB 発現ベクターをトラ

ンスフェクトして過剰発現させることで

骨芽細胞への分化を司る転写因子である

Runx2、Runx2 の後に骨芽細胞分化に関わ

る Osterix、そして骨芽細胞に発現する

オステオカルシン(OCN),アルカリフォス

ファターゼ (ALP)、I 型コラーゲン 

(COL1A1)など骨芽細胞分化に関連する遺

伝子群の発現の変化について Realtime 

PCR を用いて検討する。臨床的に骨吸収

抑制剤が骨溶解に有効でなかったこと、

MCTO患児において骨吸収マーカーの亢進

が認められなかったことから破骨細胞分

化に必要となる RANKL、さらに RANKL の

デコイレセプターである OPG の発現につ

いても Realtime PCR で検討を行い、破骨

細胞の分化誘導能を検討する。さらに脂



肪細胞、筋細胞、軟骨細胞など他の細胞

への分化傾向の有無について検討するた

め、これらの細胞に分化する際に発現す

る転写因子や蛋白である PPARγや MyoD、

II 型コラーゲン (COL2A1)などの発現を

Realtime PCR で検討する。 

 またSiRNAによるMafBのノックダウン、

発現ベクターのトランスフェクションに

よる野生型 MafB の過剰発現の状態にお

いて von Kossa 染色による石灰化能を検

討する。 

 さらに MafB のアポトーシスへの関与

の報告が有ることから、野生型 MafB の発

現の増多により骨芽細胞のアポトーシス

が亢進するかどうかについて、培養細胞

の TUNEL 染色やカスパーゼ活性の測定、

抗アポトーシス分子であるBcl-2、Bcl-XL

の発現解析などにより比較検討を行う。 

 

２) 軟骨細胞における野生型 MafB 遺伝子の

機能解析 

 軟骨細胞においては過去に MMP3/13 お

よびアグリカンの発現を調節することで

軟骨細胞分化に関わっているということ

が報告されているが(Zhang et al. J Cell 

Biochem. 2013 114(2):471-9)、これが軟

骨細胞様細胞 ATDC5 において確認出来る

かどうかを検討する。つまり MafB の発現

量の増減により軟骨分化が促進するかど

うか骨芽細胞での実験系と同様に SiRNA

によるノックダウン、MafB の過剰発現に

より COL2A1、アグリカン、MMP3/13 mRNA

の発現や軟骨細胞分化の最終段階である

肥大軟骨細胞に発現する 10 型コラーゲ

ン (COL10A1)、VEGF mRNA の発現量を

Realtime PCR 法で検討する。またアルシ

アンブルー染色による軟骨基質の発現を

比較検討する。骨芽細胞と同様にアポト

ーシスについても TUNEL 染色やカスパー

ゼ活性の測定、Bcl-2、Bcl-XL の発現解

析を行う。 

 
４．研究成果 

我々の施設において MCTO 患者に認められた

p.Arg63Gly(R63G)変異、過去の文献で表現系

の浸透率が 100%でない p.Thr62Pro(T62P)変

異の骨芽細胞や軟骨細胞における骨分化能

や細胞増殖能をはじめとした機能解析を継

続した。軟骨細胞様細胞である ATDC5 細胞お

よび骨芽細胞様細胞であるMC3T3E1細胞にこ

れらの変異の発現ベクターをトランスフェ

クション試薬により一過性に発現させ、

ATDC5 細胞、MC3T3E1 細胞での Runx2 mRNA の

発現量について検討した。MC3T3E1 細胞にお

いては MafB の過剰発現は細胞死を起こした

ため、検討を断念した。ATDC5 細胞について

は昨年の検討の結果（コンフレント前であっ

た場合（野生型=T62P＞R63G)、コンフレント

後(R63G＞T52P＞野生型)になるという結果)

の再現性があるのかどうかを検討し、同様の

結果を得た。また SiRNA の導入による MafB

ノックダウンの効果について検討を現在継

続したが、MC3T3E1 細胞、ATDC5 細胞の両者

において様々な条件設定を行なった上で

MafB mRNA のノックダウンを試みたが、ノッ

クダウン効率が悪く、解析が進まなかった。

今後は MCOS 患者自身の細胞を iPS 細胞化し

て、骨芽細胞、軟骨細胞、破骨細胞へ分化さ

せ、それぞれの分化能や増殖能、破骨細胞系

に分化させた場合は骨吸収能や多核化細胞

への分化能などを検討して、MCOS の骨吸収の

病態についての検討を行なっていくことを

検討している。 
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