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研究成果の概要（和文）：本研究はApert型変異（S252W）を伴う可溶性FGFR2（sFGFR2IIIcS252W）の縫合部早期癒合に
対する効果を検証することを目的とした。Apert症候群モデルマウス冠状縫合部では、Fgf10およびEsrp1、Fgfr2IIIb、
Runx2、Osteopontinの高発現を認め、精製sFGFR2IIIcS252W-ナノゲル複合体はASマウス冠状縫合癒合を阻害したことよ
り、精製sFGFR2S252Wの縫合部早期癒合に対する予防効果が示され、Apert症候群の病態解明および新規治療法開発の一
助となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Here we aimed to clarify the etiological mechanisms of craniosynostosis in mouse m
odels of Apert syndrome and verify the effects of purified soluble FGFR2 harboring the S252W mutation (sFG
FR2IIIcS252W) on calvarial sutures in Apert syndrome mice in vitro. We observed increased expression of Fg
f10, Esrp1, and Fgfr2IIIb, which are indispensable for epidermal development, in coronal sutures in Apert 
syndrome mice. Purified sFGFR2IIIcS252W exhibited binding affinity for Fgf2 but also formed heterodimers w
ith FGFR2IIIc, FGFR2IIIcS252W, and FGFR2IIIbS252W. sFGFR2IIIcS252W complexed with nanogels maintained the 
patency of coronal sutures, whereas synostosis was observed where the nanogel without sFGFR2S252W was appl
ied. Thus, based on our current data, we suggest that increased Fgf10 and Fgfr2IIIb expression may induce 
the onset of craniosynostosis in patients with Apert syndrome and that the appropriate delivery of purifie
d sFGFR2IIIcS252W could be effective for treating this disorder. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 口腔顎顔面奇形は、先天異常患者の約７割
に随伴して生じると言われている。現在、我
が国においては、先天性疾患に起因した咬合
異常に対する歯科矯正の保険診療の適応が
拡大し、矯正歯科を受診する患者は増加傾向
にある。したがって個々の疾患に応じた臨床
的諸問題の克服が歯学において解決すべき
重要な課題となっている。 
 ゲノム科学の目覚ましい進歩に伴い、頭蓋
縫合早期癒合症を主症状とする先天性疾患
の原因として、FGFR1、FGFR2、FGFR3、MSX2、
TWIST1 などの変異が遺伝子レベルで報告さ
れてきた。そのなかの一疾患である Apert 症
候群は、FGFR2 の細胞外領域の点変異（S252W
または P253R）によって結合するリガンドの
特異性低下と結合能亢進が誘導され、機能獲
得 (gain-of-function)の状態に陥ることが
主な原因と考えられている。また臨床所見と
しては、頭蓋変形、眼球突出、両眼隔離、中
顔面の劣成長、左右対称性に生じる四肢の合
指症を特徴とし、頭蓋内圧亢進に伴って種々
の神経症状が生じることから頭蓋冠形成術
の適応となる。さらに合指症に対する形成手
術を始めとして、著しい反対咬合や開咬とい
った骨格性不正咬合に対する外科的矯正治
療など、さまざまな外科的治療法が適応され
ることになる。したがって、本疾患の病態発
症のメカニズムに立脚した非侵襲的かつ根
本的な分子標的治療の基盤が創成されれば、
患者のQOLが格段に向上していくものと期待
される。 
 一方、近年、再生医療やテーラーメイド医
療の進展において、高機能性バイオマテリア
ルの開発がなされてきている。特にナノサイ
エンスにおけるドラッグデリバリーシステ
ム(DDS)技術は、従来法では到達することが
困難であった組織や細胞に、高効率に新規核
酸医薬や低分子化合物をデリバリーできる
方法として注目されている。研究分担者であ
る京都大学工学研究科高分子化学専攻生体
機能高分子分野秋吉一成教授のもとで開発
された、ナノサイズのゲル微粒子（ナノゲル）
とリン酸カルシウムを複合化させた新しい
有機-無機ハイブリッドナノ粒子を用いるこ
とで，ナノゲル内の物質の放出制御によるド
ラッグデリバリーや骨欠損部位の修復など，
幅広い臨床応用も可能になるものと期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 
口腔顎顔面領域に種々の形態異常を伴う先
天異常は歯科領域における難治性疾患とし
て位置づけられ、その克服は現代歯学におけ
る最重要課題の一つとなっている。本研究は、
ゲノム科学と、ナノサイエンス科学との知識
を統合して新たな先端研究領域を開拓し、顎
顔面先天異常の治療基盤を推進する研究を

提案するものである。即ち、本研究において
は、①顎顔面先天異常の分子病理基盤ならび
に特異な形質に至る分子機構の探索、②ナノ
サイエンスにおけるドラッグデリバリーシ
ステム(DDS)技術を応用した顎顔面領域の組
織・細胞に対する分子標的治療の開発、を目
的とする。これにより、顎顔面先天異常に対
するゲノム・ナノサイエンスを応用した革新
的かつ非侵襲的な治療法開発のための基盤
創成を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 頭蓋縫合早期癒合症を主症状とする先天
異常の中で、Apert 症候群は、先述の通り
FGFR2 遺伝子の点変異による 2 種類のアミノ
酸置換(S252W、P253R)による機能獲得型突然
変異が原因で発症することが知られている。
研究代表者らは、病態成立機序の一端を明ら
か に す る た め 、 変 異 可 溶 型 受 容 体
（sFGFR2IIIcS252W）を作製し、その生物活
性を細胞レベルで検証する研究に取り組ん
できた。その結果、変異可溶型受容体による
細胞内シグナルの制御が、頭蓋冠早期癒合症
の非侵襲的な治療法開発の端緒となる可能
性が明らかとなってきた。また今回、海外研
究協力者である National Institutes of 
Health (NIH) の Chu-Xia Deng 博士から、変
異受容体(FGFR2IIIcS252W)を過剰発現し頭
蓋縫合部早期癒合症を発症するApert症候群
疾患モデルマウスを供与された。さらにナノ
ゲルを独自に開発した秋吉一成教授と共同
研究を行うことで、以下の研究計画を提案す
ることが可能となった。 
１）変異可溶型受容体が Apert 症候群疾患モ
デルマウスに及ぼす影響の検索：レスキュー
マウスの作製 
 Apert 症候群疾患モデルマウスと、研究代
表者らが作出した変異可溶型受容体を全身
性に過剰発現するトランスジェニックマウ
スを交配させ、組織学的手法ならびに分子生
物学的手法により、Apert 症候群疾患モデル
マウスの表現型に対する変異可溶型受容体
の効果の検証を行う。 
２）ナノゲルによる DDS 技術を応用した変異
可溶型受容体の作用条件の最適化：Apert 症
候群疾患モデルマウス由来骨芽細胞様細胞
を用いた in vitro 解析 
 ナノサイズのゲル微粒子（ナノゲル）を用
いた DDS 技術を応用して、Apert 症候群疾患
モデルマウス由来の骨芽細胞様細胞へ変異
可溶型受容体を作用させ、細胞レベルでの有
効性を検索すると同時に、その至適条件につ
いて検討を行う。 
３）非侵襲的な分子標的治療の基盤構築:ナ
ノゲルの頭蓋冠縫合部への in vivo での導入  
ナノサイズのゲル微粒子（ナノゲル）とリン
酸カルシウムを複合化させた新しい有機-無
機ハイブリッドナノ粒子を用いることで，疾
患部位の縫合組織をターゲットとして変異



可溶型受容体を選択的に導入できるシステ
ムによる分子標的治療の基盤構築を目指す。 
 
４．研究成果 
 雄性 sFGFR2IIIcS252W EIIa-Cre と雌性
Fgfr2+/Neo-S252W を交配して得られたマウ
ス（n = 242）の遺伝子型を PCR にて解析し
た 結 果 、 Fgfr2+/Neo-S252W 、 EIIa-Cre 
sFGFR2IIIcS252W、Ap/Sol マウスの出生率は
低く、EIIa-Cre、sFGFR2IIIcS252W マウスの
出生率は高かった。また、血清中の
sFGFR2IIIcS252W の発現をWestern blot 法で
確認したところ、sFGFR2IIIcS252W マウスの
血清中に約 60 kDa と 35 kDa の FLAG 標識タ
ンパク質を検出した。既知の FGFR2 の遺伝子
配列から推定されるsFGFR2IIIcS252Wの分子
量から、60 kDa のバンドは sFGFR2IIIcS252W
を示すと考えられた。一方、35 kDa のバンド
は、sFGFR2IIIcS252W の分解産物と推測され
た。 
 肉眼的所見として、P1 の Ap マウスの体長
は小さい傾向を示したが、Ap/Sol マウスの体
長は Ap マウスよりわずかに大きかった。体
重計測の結果、Ap マウスは野生型マウスに比
べ有意に低く、Ap/Sol マウスでは、野生型、
または、Ap マウスと比べ有意差を認めなかっ
た。 
定量的CT データから、P1 において、Ap マ
ウスでは冠状縫合の連続性と前頭縫合の開
大を認めた。P8 において、野生型マウスでは
前頭縫合が癒合していたが、Ap マウスでは開
存していた。一方、Ap/Sol マウスでは、P1
において、冠状縫合の連続性は認めず、前頭
縫合の開大は Ap マウスと比較して、小さか
った。P8 において、Ap/Sol マウスの前頭縫
合形態は野生型マウスに類似していた。一方、
P1 において頭頂骨の骨密度を計測したとこ
ろ、野生型、Ap、Ap/Sol マウス間に有意差は
認めなかった。Ap マウスの前頭縫合部幅径は、
野生型、Ap/Sol マウスに比べて有意に大きく、
野生型と Ap/Sol マウス間に有意差は認めな
かった。 
 P1 における頭蓋冠縫合部の組織像におい
て、HE 染色にて Ap マウスでは冠状縫合の早
期癒合と前頭縫合の開大および異所性の骨
様構造の形成を認めた。この骨様構造はアリ
ザリンレッドに濃染することから、石灰化し
た骨組織であると考えられた。また、アルシ
アンブルー染色にて、前頭縫合周囲の軟骨の
肥厚を認めた。一方、Ap/Sol マウスでは冠状
縫合は野生型マウスの冠状縫合と類似して
おり、前頭縫合の開大は Ap マウスと比較し
て小さく、異所性の骨様構造の形成や軟骨の
肥厚は認めなかった。Apert 症候群様表現型
の発症率を野生型、Ap、Ap/Sol マウスで比較
した結果、冠状縫合の早期癒合、前頭縫合の
異所性骨形成について、Apマウスと比較して
Ap/Sol マウスでは有意に症状の改善を認め
た。 
 胎生 15.5 日齢 ASマウス頭蓋冠冠状縫合部

における Runx2 および Osteopontin の高発現
が認められた。ERK1/2 や MEK、SAPK/JNK の細
胞内シグナル伝達分子のリン酸化および Bax
の発現が AS マウスにおいて亢進していた。
さらに Fgfr2IIIb mRNA および Epithelial 
splicing regulatory protein 1（Edrp1）発
現、Fgf10 タンパク質の発現が AS マウスにお
いて異所性に認められた。 
 野生型可溶性 FGFR2（sFGFR2IIIc） および
sFGFR2IIIcS252W を精製した結果、それぞれ
約 50 kDa と同定された。精製 sFGFR2IIIc お
よび精製 sFGFR2IIIcS252W は Fgf2 と結合す
る こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に
sFGFR2IIIcS252W は FGFR2IIIc お よ び
FGFR2IIIcS252W、FGFR2IIIbS252W とヘテロダ
イマーを形成することが示された。 
 FGF2 添加により MC3T3-E1 細胞は有意に増
殖したが、MC3T3-Ap 細胞の増殖は促進しなか
った。sFGFR2IIIcS252W 添加により有意に細
胞増殖が減少した。MC3T3-E1 細胞において
FGF2 添加により Erk1/2 および MEK、SAPK/JNK、
p38、Akt のリン酸化亢進が認められた。一方、
MC3T3-Ap 細胞では、これら分子のリン酸化は
FGF2 非添加でも亢進されており、FGF2 添加
によっても変化しなかった。sFGFR2IIIc また
は sFGFR2IIIcS252W 添加により、これら分子
のリン酸化亢進は抑制された。とくに Erk1/2、
SAPK/JNK、p38 において sFGFR2IIIcS252W の
方が sFGFR2IIIc よりも強い抑制作用を認め
た。MC3T3-E1 細胞は分化誘導培地にて 3週間
後に石灰化が認められたが、MC3T3-Ap 細胞で
は 1 週 間 後 に 石 灰 化 が 認 め ら れ 、
sFGFR2IIIcS252W 添加により、U0126（ERK 阻
害剤）および SB203580（p38 阻害剤）添加と
同程度まで石灰化の抑制が認められた。 
 頭蓋冠組織培養の結果より、AS マウス冠状
縫合部においてナノゲル単体添加群では縫
合部の癒合が全例で認められた。一方、ナノ
ゲル-sFGFR2IIIcS252W 添加群では縫合部の
開存が全例（n = 4）で認められた。 
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