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研究成果の概要（和文）：進行性骨異形成症（POH）に偽性副甲状腺機能低下症Ⅰa（PHPⅠa）または偽性偽性副
甲状腺機能低下症（PPHP）のオーバーラップを認める症例から、異所性骨化を生じる遺伝学的背景について検討
した。POH/PHPⅠa 2例、POH/PPHP 1例の全3例でGNAS遺伝子異常を認めた。全例de novo変異で、RT-PCRおよび
SNP解析によりPOH/PHPⅠa 1例は母由来アレル変異、残り2例は父由来アレル変異であった。またDNAメチル化異
常は認めなかった。GNAS遺伝子の母由来アレル変異でもPOHを引き起こしうることが確認された。局所病変にお
けるエピゲノム異常については更なる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：We investigated the genetic backgrounds of heterotopic ossification in 
patients with POH overlapped with PHPⅠa (two patients) or PPHP (one patient). The de novo mutations
 in GNAS gene were detected in all three patients. RT-PCR method and SNP analyses showed that one 
mutation(POH/PHPⅠa) was on the maternal allele and the other two mutations were on the paternal 
allele. DNA methylation abnormalities were not detected. These data suggested that GNAS mutation on 
the maternal allele could cause heterotopic ossification. 

研究分野：小児科学　内分泌学

キーワード： GNAS　POH　DNAメチル化異常
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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 

 

異所性骨化は頭部外傷や人工股関節置換

術後などの後天的要素に加え、先天的な骨異

形成症など様々な原因で発症することが知

られている。いずれの病態においても関節拘

縮や疼痛を招き患者QOLを大きく損なうため

病態解明、治療法の確立が望まれるが、その

発生メカニズムの多くは不明である。 

本研究では、遺伝性疾患である進行性骨異

形成症（Progressive Osseous Heteroplasia; 

以下 POH）に着目した。POH は真皮、筋層、

腱などの深部組織に異所性骨化をきたす非

常に稀な疾患であるが、その異所性骨化には

左右差を認める特徴がある。POH は GNAS 遺伝

子機能喪失変異の父性遺伝が原因であるが、

同遺伝子機能喪失変異の父性遺伝は偽性偽

性副甲状腺機能低下症（Pseudopseudohypo- 

parathyroidism;以下 PPHP）の原因でもある。

遺伝学的に同一とされる POH と PPHP の表現

型の差異がなぜ生じるかは現在のところ解

明されていない。一方、偽性副甲状腺機能低

下症Ⅰa 型（PseudohypoparathyroidismⅠa; 

以下 PHPⅠa）は GNAS 遺伝子機能喪失変異の

母性遺伝であるが、近年、臨床的に PPHP お

よび PHPⅠa それぞれに POH のオーバーラッ

プした症例報告が散見されるようになって

いる。これまでの知見では、このようなオー

バーラップ症例の遺伝学的な説明が困難で

ある。 

 

２．研究の目的 

 

PPHP もしくは PHPⅠa に、POH のオーバー

ラップを認める患者群（以下それぞれ

POH/PPHP、POH/PHPⅠa）から得られた試料を

もとに、異所性骨化に関与するゲノム DNA 異

常、エピゲノム異常など遺伝学的背景を明ら

かにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

臨床診断 POH/PPHP；1 例、POH/PHPⅠa；2 例

を集積し以下の解析を行った。(1)リンパ球

由来 DNAを用いた PCRダイレクトシークエン

ス法による GNAS 遺伝子解析。(2)GNAS 遺伝子

変異については両親解析を行った。また変異

の由来同定のため RT-PCR ならびに SNP 解析

を行い同定を試みた。(3)リンパ球由来 DNA

および一部症例では爪検体を用いたメチル

化特異的 MLPA（MS-MLPA）を行い、DNA メチ

ル化異常の関与について検討した。 

 

４．研究成果 

 

(1)PCR ダイレクトシークエンス 

GNAS遺伝子変異を3例全例でヘテロ接合性

に同定した（c.432+1G>A, c.565-8delGACT,

もう一つは新規変異）。 

 

(2)-1 両親解析 

3 例とも de novo 変異であった。 

 

(2)-2-① 由来同定 RT-PCR 

次に RT-PCR 法を用いて変異アレルの由来

同定を試みた。図(A)に示すように、GNAS 遺

伝子はクラスターを形成している。インプリ

ンティングを受けているため各クラスター

遺伝子は発現由来が異なることが知られて

いる。すなわち NESP55 は母性発現を AS、XL、

A/B は父性発現を、GNAS は両性発現をする。

末梢血リンパ球より mRNA を抽出し RT-PCR を

行って解析したところ、POH/PPHP と臨床診断

された１例で判明した GNAS 遺 伝 子

c.565-8delGACT変異はNESP55に認められず、

A/B で認められた。このことより、上記変異

は父由来アレル変異と考えられた。 

 



 

図(A) GNAS 遺伝子クラスター（灰は DNA メ

チル化されているため発現しない） 

 

(2)-2-② 由来同定 SNP 解析 

臨床病型 POH/PHPⅠaに認められた GNAS 遺

伝子変異の前後 5kb内には T塩基連続（20-30

塩基程度）以外に解析に適した SNP を認めな

かった。この T 塩基連続は PCR の過程で

slipping を高率に起こしてしまうため

Sanger 法の応用では解析困難であった。そこ

で、ロングリードが可能な１分子リアルタイ

ム DNA シークエンサーである PacBio○R  RSⅡ

を用いて解析を行った。その結果、POH/PHP

Ⅰa と臨床診断された 2 例は 1 例が母由来ア

レル変異、１例が父由来アレル変異であるこ

とが判明した。 

 

(3) MS-MLPA 

リンパ球由来 DNAを用いた解析では 3例と

もに GNAS クラスターに DNA メチル化異常を

認めなかった（図 B）。また四肢に分けて行っ

た爪検体の解析において（POH/PPHP 1 例およ

び POH/PHPⅠa 1 例）も DNA メチル化異常は

認めなかった。 

 

図(B) MS-MLPA 

GNAS はメチル化されていないためメチル化

特異的制限酵素の影響を受けない。一方

NESP55、AS、XL、A/B（1A）は通常片アレル

がメチル化されているため、メチル化特異的

制限酵素により DNA が半量となる。本検体で

は過剰メチル化あるいは脱メチル化は認め

ない。 

 

以上の結果から、GNAS 遺伝子異常は父アレ

ル変異および母アレル変異両者とも異所性

骨化に関与し、表現型として POH のオーバー

ラップを起こしうることが明らかになった。

また、由来の同定において、1 分子リアルタ

イムDNAシークエンサーの有用性を見出した。

一方で、GNAS 遺伝子機能喪失変異を有する症

例において、POH を合併することは非常に稀

であるため、GNAS 遺伝子異常以外の要素が関

与していると考えられた。次に、今回施行し

た MS-MLPA 解析の結果からは特段の DNAメチ

ル化異常は見出せなかった。本結果は表現型

のオーバーラップや左右差を説明しうるも

のではないと考えられた。しかしながら、検

査施行可能な臓器が限定的であったため、異

所性骨化病変部位局所的にDNAメチル化異常

の関与がないとは断定できない。異所性骨化

の病態解明のためには、DNA メチル化異常に

限らず、ヒストンアセチル化やヒストンメチ

ル化といった他のエピゲノム修飾も含めて

モデルマウスや罹患臓器由来の細胞を用い

た解析が必要であり、今後の課題と考えられ

た。 
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