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研究成果の概要（和文）：軟骨形成性腫瘍疾患の病態解明に向けて、全身性の多発性病変を有するMaffucci症候群患者
に着目し、両親を含めたエクソーム解析を行った。その結果、病態関連遺伝子の候補として機能未知の遺伝子（Z遺伝
子と仮称）を同定した。これまでの他の軟骨形成性腫瘍を用いた解析ではZ遺伝子の変異は検出されていない。機能解
析のために患者由来iPS細胞を作製し、軟骨分化能を検討したところ、変異Z遺伝子を有するiPS細胞は明らかに異常な
軟骨分化像を呈し、Z遺伝子の軟骨形成性腫瘍への関与を示唆する結果が得られた。更なる機能解析のために現在、結
合蛋白を同定中である。

研究成果の概要（英文）：To investigate the pathomechanism of cartilage-forming tumors, we have focused on 
one patient with Maffucci syndrome, in whom multiple enchondromas and hemangiomas developed in almost 
entire body. Exome analyses of patient’s and her parents’ blood cells identified a mutation in a 
function-unknown gene (Gene Z). No mutations of Gene Z have been found in other cartilage-forming tumors 
so far. To investigate the significance of mutant Z protein, we have established iPS cells from the 
patient and induced chondrogenic differentiation. The results clearly indicated that cells with mutant Z 
have abnormal chondrogenic property, suggesting the involvement of mutant Z in cartilage-forming tumor. 
For further investigation, we are now trying to identify the binding protein.

研究分野： 整形外科学、分子腫瘍学、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
内軟骨腫及び軟骨肉腫はともに軟骨組織

を形成する腫瘍であり、それぞれ良性及び悪
性腫瘍に分類されているが組織学的な連続
性が指摘されている．しかしながらこれまで
両者のゲノム変異の共通性に関しては明ら
かではなかった.一方、内軟骨腫の多発を特
徴とする Ollier 病、更に多発性血管腫を合
併する Maffucci 症候群は、その臨床病態よ
り、体細胞性モザイクであると想定されてお
り、遺伝性因子は同定されていなかった.本
課題申請の発端となった Maffucci 症候群患
者は、全身性に内軟骨腫及び血管腫が発生し
ており、経配偶子性変異の存在を強く示唆す
る病態を呈した患者であった. 
２．研究の目的 

軟骨形成性腫瘍疾患の病態解明に向けて、
多発性病態(Ollier 病及び Maffucci 症候群)
罹患者の体細胞のエクソーム解析を行い、病
態関連候補遺伝子を同定する．そして孤発性
腫瘍における変異解析を行うことで、軟骨形
成性腫瘍の発生への関与を明らかにする．次
に軟骨肉腫細胞株を用いた遺伝子発現抑制
実験や間葉系幹細胞を用いた遺伝子導入実
験、更に変異遺伝子を導入した遺伝子改変マ
ウスの解析等により、その病態関連遺伝子の
機能を解明し、治療法の開発につながる知見
を得ることを目的とする． 
３．研究の方法 
（１）病態関連候補遺伝子の同定 

広範な病変を有する Maffucci 症候群本人
及び両親よりインフォームドコンセントを
取得後、体細胞を採取し、次世代シーケンサ
ーを用いて全エクソンの配列を解析(以下、
エクソーム解析)する．そして両親のゲノム
に存在せず、罹患者のゲノムにのみ存在する
配列を同定する． 
（２）病態関連候補遺伝子としての検討 

同定された病態関連候補遺伝子の変異を、
他の Ollier 病及び Maffucci 症候群患者の体
細胞及び腫瘍組織、孤発性の軟骨形成性腫瘍、
及び軟骨形成性腫瘍以外の骨軟部腫瘍のサ
ンプルに用いて解析する． 

siRNA 等を用いた発現阻害実験、及び発現
ベクターを用いた強制発現実験により、候補
遺伝子の生物学的作用を解析する．同時に抑
制前後で網羅的遺伝子発現解析を行い、関連
する遺伝子群を同定する．これらの結果を統
合し、その関連するシグナル系を同定する． 

タグ付き遺伝子の強制発現系を用いて、免
疫沈降法及び LC MS/MS を用いて結合蛋白を
同定する．  

病態関連候補遺伝子の変異が同定された
体細胞を用いて iPS 細胞を作製し、三次元培
養法により軟骨細胞を分化誘導、その行程及
び作製された軟骨様組織内の細胞を、正常
iPS 細胞を用いたものと比較し、相違点を探
索する．また作製した変異陽性 iPS 細胞にお
ける変異部位を正常配列に置換した rescued 
iPS 細胞を作製、表現型も rescue されたかを
検討し、病態関連候補遺伝子の変異が表現型
に関与していることを実証する． 

マウス ES 細胞の病態関連候補遺伝子のマ
ウスホモログ遺伝子に、ヒトで検出されもの
と同等の変異を、相同組み換えにより導入し、
変異陽性 ES 細胞を作製し、通常の方法によ
りキメラマウスを作製する． 
４．研究成果 
（１）病態関連候補遺伝子の同定 

Maffucci 症候群の候補遺伝子の一つをエ
クソーム解析より同定した.同定した遺伝子
は機能未知の遺伝子（Z 遺伝子と仮称）であ
るが、DNA 結合部位を有しており、転写制御
に作用する可能性を示唆する蛋白であった.
同定された部位を含めて、他の軟骨腫瘍にお
ける Z遺伝子の塩基配列を解析したが、これ
までのところ明確に変異と考えられるもの
は検出されていない. 
（２）病態関連候補遺伝子としての検討 

機能解析のための手がかりとして、結合蛋
白の同定を目指して、タグを付けた正常及び
変異 Z 遺伝子を Hela 細胞に導入した強制発
現系を作製した．現在、免疫沈降及びLC MS/MS
を用いて結合蛋白を同定中である． 

Z 遺伝子の変異を有する Maffucci 患者の
体細胞より、iPS 細胞を作製した．作製した
iPS 細胞を、我々が開発した軟骨細胞への分
化誘導法を用いて、軟骨細胞へと分化誘導し、
標準的iPS細胞を用いた結果と比較検討した
ところ、遺伝子発現及び基質形成能の点から
軟骨分化能が亢進していることが判明した．
この機能の相違が、原因遺伝子によるもので
あることを明確にするために、siRNA 等を用
いた発現阻害実験を行っている．更に他の遺
伝情報の影響を除外するために、変異陽性
iPS 細胞における変異部位を正常配列に置換
した rescued iPS 細胞をゲノム編集技術を用
いて作製中である． 

本課題が開始された後に Maffucci 症候群
の原因遺伝子の一つとして単離されたIDH遺
伝子と Z 遺伝子との関係を解析するために、
誘導型発現ベクターに変異型IDH遺伝子を組
み込み、これを標準的 iPS 細胞に導入した．
現在、この iPS 細胞を用いて三次元培養法に



より軟骨細胞を分化誘導、その行程及び作製
された軟骨様組織内の細胞を解析し、変異
IDH 遺伝子の作用及び Z 遺伝子の発現に対す
る影響を解析している． 
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