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研究成果の概要（和文）：ヒトの正常 GNAS1 遺伝子の翻訳産物 Gsαのコドン 201 番の Arg が His

に置換する変異を導入し、線維性骨異形成症（FD）の原因となる変異 GNAS1 遺伝子(R201H)を作

製した。次に、この変異 GNAS1 遺伝子(R201H)を培養細胞に過剰発現させるため、R201H を挿入

したレンチウイルスベクターを作製し、C57BL/6 マウスの骨髄間質細胞に R201H を過剰発現さ

せた細胞を作製した。現在、R201H 過剰発現細胞の増殖・分化を検討中で、将来、骨髄への同

所性移植によるマウスモデルを作製予定である。また、FDの内科的治療に向けて、他の類似骨

病変と鑑別できる高精度遺伝子診断法を検討した。その結果、従来のより、PNA プローブを用

いたリアルタイム PCR 法や pyrosequencing 法が有効であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：To replacement Arg201 with His in the Gsα, we produced mutated 
GNAS1 gene (R201H) replacing with A instead of G of the human GNAS1 gene, which 
causes human fibrous dysplasia of bone (FD). To stably transfer the R201H into cultured 
cells, we constructed a lentiviral vector expressing R201H, and used it to transduce 
C57BL/6 mice-derived marrow stromal cells. We are now elucidating the cell proliferation 
and differentiation of the R201H-expressing cells and are going to make a mouse model by 
the orthotopic transplant of the transduced cells. In addition, we studied the method of 
highly precise genetic tests that we could distinguish it from other similar bone lesions. As 
a result, the real-time PCR using PNA probe and pyrosequencing method were more 
effective, compared to conventional PCR-restriction fragment length polymorphism.
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１． 研究開始当初の背景

線維性骨異形成症(FD)は、全身骨格の中で
顎骨に高い頻度で発症する腫瘍様骨病変
であり、骨変形や病的骨折を引き起こす。

FDの原因はGNAS1遺伝子の体細胞変異であ
り、その翻訳産物である促進性 G蛋白質α
サブユニット(Gsα)の恒常的活性化によ
り細胞内 cAMP が過剰となり、下流のシグ
ナル伝達を誘導して、FD の病態効果が現れ
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る。この発症機序を基にして世界中で研究
が行われており、我々も病理組織学的に鑑
別できない類似顎骨病変から FD を鑑別す
る遺伝子診断法を報告した。しかし、FD 病
態には不明な点も多く、骨格成長後の病変
増殖は静止傾向にある事や、低リン血症の
併発、悪性化は治療に影響する病態現象で
ある。また、FD 治療には、外科的切除が実
施されているが、国外ではビスフォスフォ
ネート(BP)投薬も試みられている。 

２． 研究の目的 

変異 GNAS1 遺伝子を用いて、ヒト FD 細胞
と同じシグナル伝達を恒常的に誘導した
人工的 FD 細胞を作製して、マウスの顎骨
骨髄に移植してマウス FD モデルを作製す
る。同時に、ヒト FD を他の骨疾患と鑑別
できる高精度遺伝子診断方法を確立する。
これらの両研究により、ヒト FD の内科的
治療法開発の可能性を検討する。 

３． 研究の方法 

① 変異 GNAS1 遺伝子の作製 

FD では、GNAS1 遺伝子の翻訳産物 Gsαのコ
ドン 201 に変異が起こり、下図のように、
ArgがHisやCysへアミノ酸変異を起こす。 
そこで、GNAS1 変異遺伝子を用いて人工的
な FD 細胞株を作製するため、ベクターに
挿入したヒトの正常 GNAS1 遺伝子を、その
翻訳産物 Gsαのコドン 201番の Argが His
に置換する変異を導入し、変異 GNAS1 遺伝
子を作製する。 

＜GNAS1 遺伝子のコドン 201 番の変異＞ 

② 変異 GNAS１遺伝子過剰発現ベクター作製 

上記の His置換の変異 GNAS1 遺伝子を細胞
に過剰発現させるために遺伝子組換えし
て、変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現するレン
チウイルスベクターを作製する。 

＜変異 GNAS1 遺伝子過剰発現ベクター＞ 

③ 変異 GNAS1 遺伝子過剰発現細胞の検討 

ⅰ) MC3T3-E1 細胞株への感染 

GNAS1 の R201H 変異体を含むレンチウイル
スのタイターは、1.30 x 104, GFP を含む
レンチウイルスのタイターは、9.18 x 104。
これらのウイルス液を、MOI=5 となるよう
に調整し、MC3T3-E1 細胞株へ感染させた。 

ⅱ) 変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現した
MC3T3-E1 細胞株の増殖・分化の検討 

細胞密度 1 x 105で 24well plate に細胞を
播種。増殖培地と石灰化培地で培養する。
細胞増殖能は、培養 3,5 日後に，Cell 
counting Kit-8 液（同仁化学研究所）を
10 μL ずつ添加し，マイクロプレートリー
ダーを用いて，細胞数の評価を行う。 
石灰化能は、1,2,3,4 週間培養し、アリザ
リン染色を行って、対照群と比較検討する。 

ⅲ) C57BL/6 マウスの骨髄間質細胞への感染 

GNAS1 の R201H 変異体を含むレンチウイル
スのタイターは、1.30 x 104, GFP を含む
レンチウイルスのタイターは、9.18 x 104。
これらのウイルス液を、MOI=5 となるよう
に調整し、骨髄間質細胞へ感染させる。 

ⅳ) 変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現した骨髄 
間質細胞の cAMP 測定方法 

細胞密度 1 x 105で 24well plate に細胞を
播種する。翌日、培地交換を行い実験開始。
2 日後と 6 日後に培養上清と細胞抽出液を
回収する。Enzo Life Sciences 社の cAMP 
Complete ELISA kit (ADI-900-163)を使用



して cAMP の値を測定し、対照群と比較す
る。 

ⅴ) 変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現した 
骨髄間質細胞の増殖・分化の検討 

細胞密度 1 x 105で 24well plate に細胞を
播種。増殖培地と石灰化培地で培養した。
細胞増殖能は、培養 3,5 日後に，Cell 
counting Kit-8 液（同仁化学研究所）を
10 μLずつ添加し，マイクロプレートリー
ダーを用いて，細胞数の評価を行う。 
石灰化能は、1,2,3,4 週間培養し、アリザ
リン染色を行って、対照群と比較検討する。 

④ 高精度 GNAS1 遺伝子変異検出方法 

大阪大学歯学研究科倫理委員会承認
(H22-E20)の下に外科的切除組織から抽出
した DNA サンプルを解析する。 

ⅰ）リアルタイム PCR を用いた高精度 GNAS1 
遺伝子変異検出法 

10ng/㎕濃度で 2 ㎕に調整した DNA サンプ
ルを用いる。正常の GNAS1 遺伝子の増幅を
ブロックし、変異 GNAS1 遺伝子が増幅する
よう PNA プローブを用いて、リアルタイム
PCR にて変異 GNAS1 遺伝子を増幅する
TaqMan® Mutation Detection Assays を行
う。 

ⅱ) Pyrosequencing 法を用いた高精度 GNAS1 
遺伝子変異検出法 

20ng/㎕濃度で 50㎕に調整した DNA サンプ
ルを Pyrosequencing にて解析する。 

４．研究成果 

① 変異 GNAS1 遺伝子過剰発現細胞の検討 

i) 変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現した 
MC3T3-E1 細胞の増殖・分化について 

変異 GNAS1 遺伝子の MC3T-E1 細胞への感染
を GFP 発色で確認したが、細胞増殖や石灰
化能等の変化は認められなかった。 

ⅱ) 変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現した骨髄 
間質細胞における cAMP 測定

変異GNAS1遺伝子の骨髄間質細胞への感染
を GFP 発色で確認し、変異 GNAS1 遺伝子を
過剰発現した骨髄間質細胞を培養して3日

後に cAMP を測定すると、下図のように、
レンチ非感染細胞より変異GNAS1遺伝子過
剰発現細胞が cAMP 値の低下を示した。5日
後に cAMP を測定すると、レンチ非感染細
胞より変異 GNAS1 遺伝子過剰発現細胞の
cAMP 値が上昇したが、GFP 過剰発現細胞で
も上昇が認められ、変異 GNAS1 遺伝子過剰
発現による cAMP 値上昇であることの確証
が得られなかった。今後、レンチウイルス
のタイターの再検討を行い、再実験を行う。 

変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現した 
骨髄間質細胞の cAMP 値 

(cAMP/細胞数) 

ii)変異 GNAS1 遺伝子を過剰発現した骨髄 
間質細胞における増殖・分化の検討 

同時に培養した変異 GNAS1遺伝子を過剰発
現した骨髄間質細胞では 1週間後以降に培養
細胞の剥離傾向が見られ、増殖・分化の検討
はできなかったので、再実験を行う。 

②  高精度 GNAS1 遺伝子変異検出 

ⅰ）リアルタイム PCR を用いた高精度 GNAS1 
遺伝子変異検出法 

従来の nested-PCR を用いた PCR 制限酵
素断片長多型解析法より感度は低いが、
高い精度が得られ、実用化できると考え
られた(次頁図)。 



ⅱ) Pyrosequencing 法を用いた高精度 GNAS1 
遺伝子変異検出法 

下図のように、GNAS1 遺伝子の翻訳産物 Gsα
のコドン 201 の変異の A/G 割合が、変異遺伝
子 A:23%、正常遺伝子:77%と測定でき、再現
性も高かった。また、従来の nested-PCR を
用いた PCR制限酵素断片長多型解析法より感
度はかなり低く、DNA 量が多量に必要である
が、高い測定精度を有することが分かった。 
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