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研究成果の概要（和文）：　Lamin B Receptor（LBR）の変異は重篤な骨系統疾患であるGreenberg骨異形成症を
引き起こすことが知られている。そこでLbrトラップマウスの表現型解析、および骨軟骨代謝におけるLbrの機能
解析を行った。Lbrトラップマウスは成長障害を認め、発毛の低下、魚鱗癬様の皮膚所見を認めた。骨格系の表
現型として癒合指が観察された。Greenberg骨異形成症でみられる明らかな短肢症は観察されなかった。骨表現
型解析では骨強度、骨密度の低下を認めた。Lamin B Receptorは骨代謝に関与していると考えられ、またLbrト
ラップマウスは合趾症のモデルマウスとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Mutation in Lamin B Receptor (LBR) is known to cause severe bone disorders 
disease, Greenberg dysplasia. Therefore, phenotypic analysis of Lbr trap mice and function analysis 
of Lbr in osteochondral metabolism were performed. Lbr trap mice showed growth disorder, decreased 
hair growth, and ichthyosis. Syndactyly were observed as a characteristic phenotype of the skeletal 
system. No obvious short limb symptoms observed in Greenberg dysplasia were observed. Bone phenotype
 analysis showed decreased bone strength and bone density. Lamin B Receptor is likely to be involved
 in bone metabolism, and Lbr trap mice are potential to be model mice of syndactyly.

研究分野：整形外科学
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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 
『ロコモティブシンドローム』という新し
い概念が提唱され一般社会にも浸透しつつ
ある。これは「運動器の障害」によって「要
介護」になるリスクの高い状態であるが、本
邦で 4700 万人以上とも推計されている
(Yoshimura, 2009)。ロコモティブシンドロー
ムは変形性関節症（OA）や骨粗鬆症などの
疾患も包含する概念である。これらの病因に
は多数の因子が複合的に関与していること
が推察されるが、その因子の一つと考えられ
ている遺伝子について様々な研究が行われ
ているにもかかわらず、素因遺伝子として確
立されたものはいまだ見いだされていない。
ロコモティブシンドロームを放置すると骨
折や痛みなどから運動器全般の機能低下を
来たし寝たきりの状態を余儀なくされ、結果
的に医療経済にも多大な影響を及ぼしてい
る。  
近年の分子生物学のめざましい発展によ
り、多くの疾患に遺伝子が関与していること
が明らかになってきた。それは骨関節疾患に
おいても例外ではない。過去にはマウス挿入
突然変異の解析により老化抑制遺伝子の
Klotho遺伝子が同定され、老化に伴う骨粗鬆
化に関与していることが発見されたのは画
期的であった（Kuro-o M, Nature 1997）。ま
た遺伝子ターゲティングにより、それまで免
疫系の異常が推測された Cbfa1 の変異が鎖
骨頭蓋異形成症の原因であることが明らか
になったが、同時にこの転写因子が骨芽細胞
分化を支配するマスター遺伝子であること
が解明された（Komori T, Cell 1997）。この
様にミュータジェネシスは新規遺伝子の発
見、および既知遺伝子のそれまで知られてい
なかった機能の解明において非常に有力な
手段である。 
 「遺伝子トラップ法」はプロモーターを持
たないレポーター遺伝子を ES細胞に導入し、
それがゲノム上の遺伝子内に入るとレポー
ター遺伝子が発現することを指標に新規遺
伝子を単離同定する方法である。効率良く挿
入変異体を作製でき、挿入部位の遺伝子の同
定、および機能を解析できる手法である。ト
ラップクローンからマウス個体を作製し個
体の表現型解析も可能となる。そこで我々は
『可変型遺伝子トラップ法』によって樹立
されたトラップクローンを用いて骨・軟骨
代謝に関与する遺伝子の効率的なスクリー
ニングに取り組んでいる。 
 
２．研究の目的 

Lbr 遺伝子は Lamin B receptorをコー
ドしている。Lamin B receptorは核膜内膜
に存在しており、その変異により好中球の
低分葉核異常であるPelger-Huet核異常や
魚鱗症を引き起こすことが知られている。
また重篤な骨系統疾患のひとつである
Greenberg 骨異形成症は Lbr 遺伝子の変
異が原因とされ、胎児水腫や短肢症をきた

す致死性の疾患である (Greenberg et al. 
1988; Chitayat et al. 1993; Horn et al. 
2000)。X 線像では短肢の他虫食い様の像
を呈し、異所性石灰化が見られ、組織評価
では骨、軟骨など組織分化が未熟で細胞も
疎 で あ る と 報 告 さ れ て い る
（Konstantinidou et al. 2008）。そこで本
研究は Lbr トラップマウスを用いて Lbr 
遺伝子の骨軟骨代謝における機能を解析す
ること、そして本マウスが Grrenberg骨異
形成症のモデルマウスとなりうるか評価す
ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
Lbr トラップマウスを用いて実験を行った。 
 
（1）トラップベクターの挿入部位の同定、
および Lbr 遺伝子発現欠損の確認 
挿入したトラップベクターの遺伝子配列
中と挿入が予想される周囲の遺伝子配列に
対しプライマーを作製しPCR法で遺伝子断片
を増幅、シーケンサーで遺伝子配列を解読し
挿入部位の同定を行った。遺伝子発現解析は
mRNA を回収し、RT-PCR 法で解析を行った。 
 
（２）Lbr 遺伝子の発現臓器解析 
各種臓器を切除し、トラップベクターのレ
ポーター遺伝子であるβ-ガラクトシダーゼ
活性で評価を行った。 
 
（３）Lbr トラップマウスの飼育、表現型解
析 
 通常のマウス飼育環境下で飼育を行い表
現型の解析を行った。また透明骨格標本を作
製した。 
 
（４）Lbr トラップマウスの骨表現型解析 
3 点曲げ試験による大腿骨骨強度試験、μ
CT データを用いた骨形態計測を行った。骨組
織から mRNA を抽出し骨代謝関連遺伝子の発
現を評価した。組織標本を作製し HE 染色な
どで評価を行った。また、胚組織からｍRNA
を抽出し、マイクアレイ検査を行った、 
 
（５）骨芽細胞培養実験 
4 日齢マウス頭蓋冠から骨芽細胞を分離、
骨芽細胞用選択培地で培養実験を行った。固
定後アルカリフォスファターゼ染色、アリザ
リンレッド染色を行った。培養細胞からｍ
RNA を回収し遺伝子発現解析を行った。また、
この培養細胞と野生型マウス、Lbr トラップ
マウスの骨髄細胞と共培養実験を行い、TRAP
染色を行い破骨細胞誘導能および骨髄から
の破骨細胞形成能を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）トラップベクターの挿入部位の同定、
および Lbr 遺伝子発現欠損の確認 
 Lbr 遺伝子は 14 のエクソンからなるが、第
4 エクソン中にトラップベクターが挿入され



ていた。挿入部位の遺伝子の欠損は 10 塩基
対であった。RT-PCR では Lbr トラップマウス
由来のサンプルでは遺伝子産物は検出され
ず、ｍRNA レベルでの Lbr 遺伝子発現の欠損
を確認した。 
 
（２）Lbr 遺伝子の発現臓器解析 
レポーター遺伝子のβ-ガラクトシダーゼ
活性では骨組織を含む多くの臓器でLbr遺伝
子の発現が認められた（図１）。 

図 1. 各種臓器のβ-ガラクトシダ－ゼ染色 
 
（３）Lbr トラップマウスの表現型解析 
Lbr トラッ
プマウスは成
長障害を認め、
発毛の低下、
魚鱗癬様の皮
膚所見を認め
た。骨格系の
表現型として
皮膚性、骨性
の癒合指が多
く観察された。
Lbr トラップ
マウスの生存
期間中央値は
オス 23 日、メ
ス25日であっ
た 。 Greenberg
骨異形成症でみ
られる明らかな
短肢症は観察さ
れなかった（図
2）。 
 
図２. マウス全身像と癒合趾、骨格標本 
 
（４）Lbrトラップマウスの骨表現型解析 

3点曲げ試験の結果では骨強度の低下、
破断エネルギーに有意な差を認めた（図３）。      

図３. 骨強度試験 
骨形態計測では骨ミネラル量、骨体積、
骨密度、海綿骨骨梁数など複数の項目で低
下を認めた。 

図４.骨形態計測 
骨組織の骨代謝関連遺伝子の発現解析で
は BMP2、Runx2、Osterix、アルカリフ
ォスファターゼ、I 型コラーゲン、オステ
オカルシンなど骨芽細胞関連遺伝子の発現
が低下していた。一方骨芽細胞や骨細胞で
発現し破骨細胞を誘導するRANKLや破骨
細胞分化、機能の指標となる TRAP や
NFATｃ１には明らかな差は認められなか
った。 

  図５．ｍRNA発現解析 
骨組織標本では骨端線の軟骨細胞の増殖
細胞では核周囲のエオジン好性領域が少な
く軟骨基質産生に差がある可能性が示唆さ
れた。また肥大軟骨細胞層が厚い傾向があ
り個々の細胞は不均一な様子が観察された
（図６）。 

図 6. 組織標本のHE像 
胚組織から抽出した mRNA のマイクロアレ
イ解析を行った。肢芽の発生で必須とされる



HOX 遺伝子の発現レベルに差が見られ、胎生
期の成長に Lamin B receptor が関与してい
る可能性が示唆されるとともに癒合趾にも
関与している可能性が示唆された。 
 
（５）骨芽細胞の分離培養実験 

ALP染色ではALP活性の低下を認めた。
アリザリンレッド染色ではLbrトラップマ
ウスでは低下していた（図７）。骨代謝関連
遺伝子のｍRNA 
の発現解析では
Runx2, 
Osterix, 
Col1a1,  ALP, 
オステオカルシ
ンに明らかな発
現量の差は認め
なかった。 
 

図７．培養骨芽細胞の
ALP 染色とアリ
ザリンレッド染色 

 培養骨芽細胞と、骨髄との共培養実験を行
い、骨芽細胞の破骨細胞誘導能と骨髄から
の破骨細胞分化能を評価した。共培養後
TRAP染色陽性細胞数を集計したところ、 
野生型由来の骨芽細胞-骨髄の培養では 1
視野平均 32.6個、Lbrトラップマウス由来
の骨芽細胞-骨髄の培養では 42.8 個で有意
な差は認めなかった。 
 
以上の結果からLbrトラップマウスには短
肢症はみられずヒトでみられるGreenberg骨
異形成症と同じ表現型はみられなかった。し
かしながら Lamin B receptor は骨代謝に影
響を与える因子のひとつであると考えられ
る。また、合趾症がみられ HOX 遺伝子発現に
差異がみられることから Lamin B receptor
は肢芽形成に関与している可能性があり、
Lbr トラップマウスは合趾症の原因解明のた
めのモデルマウスとなりうると考えられる。  
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