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研究成果の概要（和文）：症候群性の癒合症患者由来骨芽細胞間および正常骨芽細胞での骨芽細胞分化マーカー
の発現パターンの比較を行った結果、群間での骨芽細胞分化マーカーの発現量に優位に差を認めた。
また、非疾患群においては年齢による発現量の変化も示唆された。iPS細胞に関しては、骨芽細胞由来のiPS細胞
を樹立し、骨芽細胞に再分化する系を確立した。

研究成果の概要（英文）：We detect predominant difference of osteogenic gene expression between 
craniosynostosis and non-craniosynostosis. In non-craniosynostosis, results also suggest age may 
affect osteogenic gene expression.
We established osteoblast derived iPS cells and iPS cells differentiated into osteoblast again.

研究分野：分子発生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現状では、遺伝的要因は、頭蓋縫合早期癒合症全体の20%程度の症例を説明するにすぎず、また、環境要因が関
与する割合も明らかでない。
患者頭蓋縫合由来骨芽細胞からiPS細胞を樹立し、骨芽細胞へ再分化させる系を用いて分化亢進のパターン解析
を行うことで、頭蓋縫合早期癒合症の分類ができるのではないかと考えた。
疾患の分類により病態推移の予測が可能になることにより、本研究が将来的に、治療方針が立案や、新規治療の
開発の一助になることを期待した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
頭蓋縫合早期癒合症は、頭蓋骨を連結する関節の一種である線維性結合組織の縫合が胎生期や
出生後に早期に骨性の癒合を示す疾患で、2500〜3000人に 1 人の割合で認められる。 
病因には遺伝学的要因に加え、羊水減少による子宮内圧迫などの環境要因を含む多因子性疾患
である。 
現状では、症候群性と非症候群性を併せて約 60 の遺伝子に原因となる変異が報告されている
が、頭蓋縫合早期癒合症全体の 20%程度の症例を説明するにすぎず、また、環境要因が関与す
る割合も未だ不明である。 
本疾患では、癒合によって頭蓋の発育が制限されるため、頭蓋の変形をきたす。また、脳の成長
に対応した頭蓋の成長が得られず、十分な頭蓋内腔の容積が確保されずに頭蓋内圧の亢進が認
められる。特に複数の癒合が認められる場合には症状は強く認められる傾向がある。頭蓋内圧の
亢進に加えて顔面骨の劣成長が起きると、眼球突出や上気道狭窄が生じ、脳発達障害となる場合
もある。 
治療法は、外科処置による閉鎖部位の開放であるが、本疾患では骨芽細胞が活性化していること、
および外科処置を行うのが幼少期であることが多いことより、再癒合が起きる頻度が高く、複数
回にわたる外科処置が必要となる場合が多い。観血的処置を幼少期に複数回行う必要がある点
において、感染のリスクを含め、患者および家族の負担の大きい疾患である。病態推移の予測が
可能になると、治療方針が立案しやすいだけでなく、新規治療の開発も行いやすくなる。 
 
２．研究の目的 
（1）病態としては、骨芽細胞の分化亢進と考えられ、症候群ごと、すなわち遺伝的要因が明ら
かになっている頭蓋縫合早期癒合症で特徴的な表現型があることから、この分化亢進には一定
のパターンがあると考えられる。すなわち、遺伝的要因が不明な頭蓋縫合早期癒合症にもパター
ン化された遺伝子発現が認められる可能性がある。現在、遺伝的要因のみで患者を分類すること
が不可能であることから、骨芽細胞分化マーカーの発現パターンによって頭蓋縫合早期癒合症
の分類ができるのではないかと考えるにいたった。 
 
（2）ヒトでは年齢とともに頭蓋冠の骨欠損の修復効率が悪くなるが、これが骨芽細胞分化能力
の低下によるものか否かは明らかになっていない。上記のように骨芽細胞の分化パターンを遺
伝子発現パターンとして捉える場合、年齢による骨芽細胞の分化状態の考慮が必要となること
も考えられる。この年齢差を排除する方法として、骨芽細胞を一旦未分化状態にすることが考え
られる。iPS 細胞は、由来する細胞に特徴的なエピジェネティック状態を維持し、元の細胞へと
分化しやすい特性（メモリー機能）を有することから、患者由来骨芽細胞を iPS 細胞へと誘導
し、さらに再分化させて骨芽細胞分化過程の均一化を図ることが望まれる。 
 
（3）遺伝子変異などによらない骨芽細胞分化の抑制方法を検討し、頭蓋縫合早期癒合患者の再
癒合を防止し、再外科手術の減少を図る。 
 
 
３．研究の方法 
（1）患者頭蓋骨からの骨芽細胞の単離と石灰化誘導 
連携医療機関にて手術時に採取した頭蓋縫合早期癒合症患者及び、非頭蓋縫合早期癒合症患者
由来の頭蓋骨切削片および骨片より骨芽細胞の単離方法について確認を行った。 
頭蓋縫合早期癒合症患者および別疾患患者の骨芽細胞を、同じ条件下で培養し、石灰化誘導を行
った。RUNX2,SP7,BGLAP 等の骨芽細胞マーカー、および頭蓋縫合早期癒合症を引き起こす変異が
発見された原因遺伝子の発現量を測定し、特徴的な発現パターンを検討した。また、石灰化を誘
導し、アリザリンレッド染色にて石灰化を定量的に評価した。 
 
（2）患者由来骨芽細胞からの iPS 細胞樹立および骨芽細胞への再分化 
iPS 細胞の、由来する体細胞組織に特徴的なエピジェネティクス状態を維持し、由来する元の組
織の細胞へと分化しやすい特性（メモリー機能）を利用し、患者頭蓋冠由来骨芽細胞から iPS 細
胞を樹立し、骨芽細胞へと再分化した。再分化過程における骨芽細胞分化マーカーの発現パター
ンを比較、評価した。 
 
（3）ポリロタキサン上での骨芽細胞の分化、増殖の評価 
ポリロタキサン（PRX）と呼ばれる超分子（図１）は分子可動性を示し、間葉系幹細胞に対して
高分子可動性 PRX は脂肪細胞へ、低分子可動性 PRX は骨芽細胞への易分化性を誘導することが
報告されている。これを骨芽細胞へと応用し、分子可動性の骨芽細胞分化過程への影響について
検討した。さらには、症候群性頭蓋縫合早期癒合症のひとつである Saethre-Chotzen 症候群のモ
デルマウスである Twist1+/-マウスの頭蓋冠由来骨芽細胞の培養の形態、増殖速度、石灰化、遺伝
子発現レベルへの影響を評価した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
ヒト頭蓋骨切削
片および骨片か
ら、骨芽細胞を単
離、継代する方法を確立した。 
まず、頭蓋骨由来の骨芽細胞の分化マーカーの発現を原因遺伝子の同定されている症候群性の
頭蓋縫合早期癒合症患者由来骨芽細胞と非疾患群骨芽細胞を用いて評価した。非疾患群骨芽細
胞は複数の検体があったため、年齢による発現量の変化も評価した。 
 
症候群性の癒合症患者由来骨芽細胞間および正常骨芽細胞での骨芽細胞分化マーカーの発現パ
ターンの比較を行った結果、群間での骨芽細胞分化マーカーの発現量に優位に差を認めた。頭蓋
縫合早期癒合症患者由来骨芽細胞では骨芽細胞分化マーカーは増殖期から高い値を示す一方で、
誘導後の発現量の増加量は対照群と比較して低かった（図 2）。この結果から、頭蓋縫合早期癒
合症患者由来骨芽細胞では、外的環境に依存せず骨芽細胞分化マーカーの発現が恒常的に高い
レベルであると考えられる。 
また、年齢による発現量の変化も示唆された。 

アリザリンレッド染色による石灰化定量の結果、頭蓋縫合早期癒合症患者由来の骨芽細胞では、
より強い石灰化傾向を認めた（図 3）。 
iPS 細胞に関しては、患者由来の骨芽細胞にプラスミドベクターとエレクトロポレーション法を
用いて山中遺伝子を導入することで、骨芽細胞由来の iPS 細胞を樹立した。樹立した iPS 細胞を
用いて 3D培養を行い胚様体を形成し、骨芽細胞に再分化する系を確立した。 
 
症候群性頭蓋縫合早期癒合症のひとつ
である Saethre-Chotzen 症候群モデル
マウスである Twist1+/-マウスの頭蓋骨
から単離した骨芽細胞を可動性の異な
るポリロタキサンで処理された表面上
で培養し、形態、増殖速度、分化マーカ
ーの発現量などを評価した。 
異なる可動性のポリロタキサン上で細
胞の免疫染色を行った。転写共役因子で
ある YAP は、可動性の低いポリロタキサ
ンやポリロタキサン処理を行わないプ
レート表面上では核内に限局して認め
られるが、可動性の高いポリロタキサン
表面上では細胞質と核内に認められる。
このことより、ポリロタキサンの可動性が機械的シグナル伝達を制御することが示唆された。
YAP の動態を観察するため、LAMIN A/C を用いて角膜を蛍光染色した。可動性の低いポリロタキ
サンやポリロタキサン処理を行わないプレート表面上では、YAP は円滑な角膜周囲に限局して認

図 1 

図２ 

図３ 



められた一方、可動性の高いポリロタキサン表面上では、角膜に皴が寄り LAMIN A/C のシグナル
が拡散していた。これらの結果から可動性の高いポリロタキサンは機械的シグナル伝達を減少、
阻害することが示唆された。 
可動性の高いポリロタキサン表面上では、石灰化誘導後の骨芽細胞分化マーカーの発現量や石
灰化量が低下した。Twist1+/-マウス癒合縫合を離開させ、ポリロタキサン処理をした PLGA メン
ブレンを留置した群では、対照群と比べ縫合部の閉鎖遅延が認められた。これらの結果から、可
動性の高いポリロタキサンを用いることで、頭蓋縫合早期癒合症患者において縫合の再癒合を
細胞の分化や増殖の制御によって防止する可能性が示唆された。 
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