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研究成果の概要（和文）：NPR2機能獲得変異により、高身長となり母趾が長くなる疾患単位を確立した。OMIMに収載さ
れ,epiphyseal chondrodysplasia, Miura Type (#615923)と名付けられた。その機序の解明のためにmutNPR2 tg mice
を作出したところ、表現型の再現を認め、組織的および遺伝子発現変化を検討しているところである。また、このシグ
ナルと関係するNT-pro CNPが、低身長診療、GH治療の指標として良いバイオマーカーとなることを見いだした。NPR2受
容体を活性化できる低分子化合物の候補を見いだしたので、薬剤開発につなげていきたいと考えている。

研究成果の概要（英文）： We have established the disease entity associated with tall stature and long 
hallux due to the gain-of-function type mutations of NPR2.The disease is named as epiphyseal 
chondrodysplasia, Miura Type and filed (#615923)in OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man). Transgenic 
mice with the collagen type XI promoter/enhancer-driven NPR2 mutation showed the overgrowth and deformity 
of long bones. The growth plate of the transgenic mice were elongated, especially hypertrophic zone, and 
gene expression is being analyzed in chondrocytes of the growth plate. We found that NT-pro CNP is a good 
marker of the height velocity in patients with short stature before and after the growth hormone therapy. 
Ten small compounds are identified by in silico as candidates of NPR2 activator and being analyzed by the 
generation of cGMP in cultured cells expressing NPR2.

研究分野： 小児科学
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１．研究開始当初の背景（申請書記載のま
ま）
①  従来、ヒトにおいては、NPRBの機能喪失
型変異により四肢短縮と低身長を呈する遠
位 中 間 肢 異 形 成 症 マ ロ ト ー 型
(acromesomelic  dysplasia-type  Maroteaux)を
きたすことが報告されていたが、機能獲得
型変異は知られていなかった(Bartels  et  al. 
Am J Hum Genet 2004)。一方、染色体転座
によるCNPの産生亢進により高身長をきた
すことが報告されている(Bocciardi  et  al. 
Hum Mut 2007)。

② マウスにおいては、CNPノックアウトマウ
スがdwarfismとなること、一方、CNPを過
剰産生するトランスジェニックマウス ( t g 
m i c e )が過成長に伴う骨変形が起こる事が
報告されている(Chusho et al. Proc Natl Acad 
Sci 2001, Yasoda et al. Nat Med 2004)。

③  動物モデルにおいてCNP  は軟骨無形成症
(achondroplasia)の治療薬となりうる事が報
告され、臨床応用に向けてCNP製剤の開発
中である(Yasoda  et  al.  Endocrinology 
2009)。

④  申請者らは、高身長と巨大母趾を呈する
家系において、世界で初めてNPR-Bの機能
獲得型変異(p.Val883Met)を見いだした（論
文投稿中、特許申請中）。本変異を軟骨特
異的に発現するtg miceを作成し、患者で認
められた表現型が再現される事を見いだし
た。また、患者血中のNT-proCNPを測定
し、本経路のnegative  feedback  loopの存在
の可能性を示唆した。

⑤  発端者およびその母に脆弱性骨折をみと
め、tg  miceにおいても骨粗鬆症が疑われる
ことから、本シグナル系が軟骨成長のみな
らず骨代謝にも関わる可能性がある。これ
は、従来報告されていない知見である。

⑥  さらに、韓国から同様な症状を呈する家
系を紹介され、NPR-Bの別の部位に変異を
見いだした（未発表データ）。

⑦  CNP/NPR-Bの下流で働くcGMPは種々の生
物活性を有する重要なセカンドメッセンジ
ャーである。その効果としては、血管拡
張、軟骨・骨伸長、神経伝達などが存在
し、cGMPの分解酵素に対する阻害薬が、
勃起不全・肺高血圧・心不全などの治療薬
として開発されている。しかしながら、
cGMPを増加させるphosphodiesterase阻害薬
には、特異性が低いこと、効果持続が短い
こと、全身性の副作用（低血圧）を示すこ
となどの問題があった(Potter LR. Pharmacol 
Ther 2011)。

⑧  cGMPをセカンドメッセンジャーとする受
容体としてはANP/BNP/CNP受容体群の他、
NO(nitric  oxide)系非膜結合型受容体も知ら
れているが、これら全ての受容体に関し、
機能獲得型変異型受容体の自然発症は知ら
れていない。
２．研究の目的
　これまでのヒトおよびマウスの解析から、

CNP(C型Na利尿ペプチド)-NPR-B(Na利尿ペプ
チド受容体B型)-cGMP(cyclic  GMP)シグナル
系が内軟骨性骨化に重要であることは知られ
ているが、その詳細な分子機序は不明であ
る。ヒトにおいては、NPR-Bの機能喪失型変
異は四肢短縮と低身長を呈する骨系統疾患の
原因となることが報告されていたが、機能獲
得型変異は知られていなかった。申請者ら
は、高身長と巨大母趾を呈する家系を解析
し、世界に先駆けて、NPR-Bの機能獲得型変
異を同定した。本研究はその独創的な成果を
踏まえ、CNP/NPR-B/cGMPシグナル系に焦点
を当てて、小児の成長障害の病態解明を行
い、新規の治療法を開発することを目的とす
る。
３．研究の方法
①  NPR-B変異型を軟骨特異的に発現するtg 
mice の解析
X I型コラーゲンプロモーター /エンハンサー
を用いて、変異型NPR-B  cDNAを軟骨特異的
に発現するtg  miceを作出した。本マウスは、
３系統が作出され、中間的な発現量のtg  mice
を用いて以下の検討を行う。また、野生型の
NPR-Bを発現するtg  miceを作成したので、こ
れを比較対照として解析を行う。
i) 成長軟骨帯の解析
組織学的な評価をH E染色で行い、肥大軟骨
層の重層化をみとめたので、軟骨肥大化にか
かわる因子を検討する。具体的には、  iHH, 
collagen type II, type X, HDACなどの発現を免
疫組織化学、in situ hybridizationなどの手法で
検討する。
FGFR3の機能獲得型変異を有する軟骨無形成
症モデルマウス(achondroplasia  mice)におい
て、CNPの持続投与が成長軟骨の伸長効果が
みられるとの報告があり、a c h o n d r o p l a s i a 
miceと、当該tg  miceの交配を行い、伸長促進
効果がみられるかどうか検討する。
Achondroplasia  miceの受精卵に関しては入手
手続きが終了した。
ii)成長軟骨細胞での遺伝子発現プロファイリ
ング
　 レーザーキャプチャ法で成長軟骨細胞を採
取し、遺伝子発現をマイクロアレイ法により
網羅的に検討する。あるいは、脛骨のex vivo
培養を行い、ウイルスベクターを用いて変異
NPR２を発現させ、成長軟骨帯の組織変化と
遺伝子発現の変化を調べる。アデノウイルス
ベクターを用いた発現ベクターは、作成が完
了している。
iii)骨形態計測
骨形成、骨吸収に関連する各種パラメーター
を用いて検討する。週齢を２つに分けて検討
する。
②CNP/NPR-B/cGMPの下流シグナルの解析
i)  軟骨細胞におけるcGMP下流シグナル分子
群の同定
c G M P以降のシグナルとしては、 c G M P -
dependent kinase II(cGKII)を鍵として、本酵素
によりリン酸化を受ける蛋白質を同定する。



方法としては、cGKII発現ベクターを軟骨株
化細胞(ATDC5)に導入し、２次元電気泳動に
より、リン酸化が誘導される蛋白質を同定す
る。
ii)本シグナル系とFGF,  IGF-1シグナルとのク
ロストーク
ATDC5細胞に、CNP,  bFGF,  IGF-1を添加し、
それぞれの相互作用を検討する。クロストー
クの部位を同定する。
③本家系の症例の解析　
i ) 患者皮膚線維芽細胞から d i r e c t 
reprogrammingによる軟骨細胞の誘導
　 患者皮膚繊維芽細胞から疾患特異的iPS作
成の手順の確認を行い、他疾患で i P S細胞の
作成に成功した。当該患者の、繊維芽細胞を
採取したが、培養中に失われてしまったの
で、再度、採取する予定である。作成した
iPS細胞の分化能および機能を解析する。
ii)骨代謝の評価
易骨折性、骨塩量低値を認めるので、ビスフ
ォスフォネート製剤を投与し、骨塩量は改善
した。投与中止してその後の経過を観察す
る。また、最終身長を確認する。
④NT-proCNP値と成長との関連性
 CNP前駆体のN端部分である血中NT-proCNP
濃度を測定したところ(NT-pro  CNP  EIA  kit; 
BIOMEDICA)、本児ではコントロールと比較
しやや低値、母、母方祖母は正常範囲内であ
った。NT-CNPpro値と身長増加の関連に関
し、低身長、高身長などの症状を有する患児
およびGH治療中の患児においてNT-proCNP
値を測定し、検討する。症例の蓄積により、
NT-proCNPの上昇が、GH治療による身長増
加の予測因子として使用できる可能性がでて
きたので、さらに症例を蓄積して検討する。
⑤骨粗鬆症発症機序の検討
　前述のtg  miceの骨形態計測の結果を踏ま
え、骨量低下が、骨形成抑制によるのか、骨
吸収亢進によるのかを決定する。前者の場合
は骨芽細胞機能を、後者の場合は破骨細胞機
能を検討する。ともに、in  vitroで機能解析を
行う事が可能であり、そのメカニズムも解析
する。
⑥２家系目の解析（韓国症例）
i) NPR-B変異体の機能解析　
別の変異であるが、機能獲得型であることを
確認した。第１家系よりややcGMPの産生活
性は弱い。2種の変異体の酵素学的な特性を
検討する。
ii) 臨床データの採取
症例の担当医のTae-Joon  Cho,  MD,  Professor, 
Division  of  Pediatric  Orthopaedics,  Seoul 
National University Children's Hospital, Koreaと
連絡をとり臨床データを詳細に検討する。大
腿骨頭すべり症が数人でみられたが、本邦家
系では見られていない。必要性があれば、共
同研究の打ち合わせのため、韓国を訪問す
る。
機能喪失型変異症例(acromesomelic  dysplasia 
Maroteaux-type)の家系も4家系あり、in vivo発

現系を用いて、その機能および局在などを検
討する。
iii)tg mice 作出
　２例目の変異NPR-Bを発現するtg  miceを作
出し、表現型を検討する。
⑦NPR-Bを効果的に活性型に変換するsmall 
compoundのscreening　
４．研究成果
①  XI型コラーゲンプロモーター/エンハンサ
ーを用いて、変異型NPR2 cDNA(V883M)を軟
骨特異的に発現するtransgenicマウスを作出し
た。組織学的な評価で、主として肥大化軟骨
層の拡大を認め、CNPシグナルが軟骨分化に
関わることが示唆された。成長軟骨細胞層か
らmRNAを抽出し、col2a1,  col10a1,  ihh, 
aggrecanなど軟骨分化に関わる分子とCNP, 
NPRB,  NPRCなどCNPシグナルに関わる分子
の発現の検討を行っている。ATDC5細胞を分
化誘導培地で培養 4 週および８週後、
10-6MCNPの添加を行った所、cGMPの上昇を
認めた。FGFシグナルなど、他のシグナルと
のクロストークを検討している。初代軟骨培
養の培養条件を検討し、肥大化させることに
ほぼ成功した。現在、CNP添加により、発現
が変化する遺伝子を検討中である。
② 前思春期の特発性低身長患者において、血
清NT-proCNP濃度と年齢は逆相関を示した。
また、軟骨無形成症・低形成症の患者におい
て血清NT-proCNP濃度は、同年齢の低身長の
児と差はなかった。さらに、同疾患の患児に
成長ホルモン治療を行うと、成長速度の増加
より先に血清NT-proCNP濃度が増加した（成
果論文はほぼ完成した）。
③  NPR2の機能獲得型変異の２例目を同定し
た。本患者で見られた変異NPR2(A488P)は機
能獲得型であることを証明し報告した(Miura 
K et al. Am J Med Genet A 2014)。本症例（成
人）は205cmであり、他グループから報告さ
れた同疾患の症例は221cmであり、本症の成
人身長は2 0 0 c mを超える可能性が高い。ま
た、 染色体転座によりCNPが過剰に発現して
いる症例を見いだし報告した(Ko JM et al. Am 
J Med Genet A 2015)。
④  Potter博士との共同研究により、高身長の
１例で認められたV 8 8 3 M変異はg u a n y l y l 
cyclase活性のVmaxを増加させること、不活
化プロセスが障害されていることを見いだし
報告した(Robinson JW et al Bone 2013)。
⑤  In  silicoでV883M変異の立体構造解析を行
った。タンパク立体構造予測サーバーの I -
TASSERを用いて、V883M変異による立体構
造変化を可視化した。さらに、分子モデリン
グシミュレーションソフトウェアである
AutoDock  Vinaと3次元ドッキングできるデー
タベースのZINCを用いて、約270万個の化合
物のなかからV833部位とのaffinityが高い化合
物をスクリーニングした。これらの中から酵
素を活性化させる可能性のある化合物を10選
び出した。



CNPシグナルの過剰が高身長をもたらすこと
はより確実となった。

⑥  まとめとして、NPR2機能獲得変異によ
り、高身長となり母趾が長くなる疾患単位を
確立した。これは、 O M I M にも収載さ
れ,ECDM:  epiphyseal  chondrodysplasia,  Miura 
Type  (#615923)と名付けられた。その機序の
解明は未だ途上であるが、mutNPR2  tg  mice
を確立し、表現型の再現を認め、軟骨細胞の
採取ができているので、in  vitro培養系と組み
合わせることによって、下流シグナルを解明
できると考えている。
　NT-pro  CNPが、低身長診療、GH治療の指
標として良いバイオマーカーとなることを見
いだし、論文発表を行うところである。
　 CNPアナログが、軟骨無形成症の治療薬と
して開発されてきているが、本研究では
N P R 2受容体を活性化できる低分子化合物の
候補を見いだした。今後、その活性を検討
し、薬剤開発につなげていきたいと考えてい
る。
　研究計画がすべて実行できたとは言えない
が、疾患の確立、tgマウスの作成、候補物質
の同定など、必要な成果は上げられたと考え
られる。
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