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研究成果の概要（和文）：fibroblast growth factor receptor (FGFR)1, FGFR2, FGFR3の機能獲得型変異では、Apert
, Crouzon, Pfeiffer, Muenke症候群やThanatophoric dysplasiaのように頭蓋縫合早期癒合を呈する。そして、Apert
症候群とPfeiffer症候群では、合指症（骨性の癒合）等の四肢形成異常を示す。Runx2を頭蓋および四肢に過剰発現さ
せたマウスでは、頭蓋縫合早期癒合と四肢形成異常を呈した。このマウスでは、FGFの発現に異常をきたしており、Run
x2がFGFシグナルの調節に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Gain of function mutations of fibroblast growth factor receptor (FGFR)1, FGFR2, 
FGFR3 cause craniosynostosis such as Apert, Crouzon, Pfeiffer, Muenke syndromes and Thanatophoric 
dysplasia. Further, Apert syndrome and Crouzon syndrome show limb defects. The mice, in which Runx2 was 
overexpressed in carvaria and limbs, showed craniosynostosis and limb defects. In the mice, FGF 
expression in limbs was abnormal, indicating that Runx2 is involved in the regulation of FGF signaling.

研究分野：口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
（１） fibroblast growth factor receptor 
(FGFR)は４つあるが（FGFR1, FGFR2, 
FGFR3, FGFR4）、そのうち FGFR1, FGFR2, 
FGFR3 の機能獲得型変異では、Apert, 
Crouzon, Pfeiffer, Muenke 症 候 群 や
Thanatophoric dysplasia のように頭蓋縫合
早期癒合を呈する。Runx2は骨芽細胞・軟骨
細胞分化に必須な転写因子であるが、FGFR1, 
FGFR2 の機能獲得型変異では、骨芽細胞で
Runx2 の発現が亢進している (Hum. Mol. 
Genet. 9, 2001-2008, 2000; Development. 129, 
3783–3793, 2002; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 
101, 12555–12560, 2004; J. Biol. Chem. 279, 
45926–45934, 2004)。さらに in vitro では、
FGF2による Runx2 mRNAの誘導およびリ
ン酸化を介した Runx2 の転写活性の増強が
報 告 さ れ て い る （ J. Biol. Chem. 277, 
36181-36187, 2002; J. Biol. Chem. 278, 319-326, 
2003）。したがって、FGFシグナルは、Runx2
を誘導、活性化させると考えられる。また、
FGF シグナルは四肢形成においても重要な
役割を果たす。図１に示すように、間葉と上
皮で FGF10と FGF8, 4が相互に発現を維持
し、FGF8, 4が間葉系細胞の増殖を促し、肢
芽が伸張する。そしてApert症候群とPfeiffer
症候群では、合指症（骨性の癒合）等の四肢
形成異常を示す（Am. J. Med. Genet. 112, 
266-278, 2002）。 

一方、FGF2 と FGF18 のノックアウトマウ
スでは骨形成が低下しているが、FGFR1 の
骨芽細胞特異的ノックアウトマウスでは、骨
量が増加している（ J Clin Invest 105, 
1085–1093, 2000; Genes Dev 16, 859–869, 
2002; Genes Dev 16, 870–879, 2002；Dev 
Biol 296, 315–328, 2006）。したがって、FGF
シグナル、特に個々の FGFR の骨芽細胞分
化・増殖に対する機能は明らかになっていな
い。 
（２） 我々が作製した Prrx1プロモーター
を用いて頭蓋と四肢の未分化間葉系細胞に
Runx2を過剰発現したマウスでは、頭蓋縫合
早期癒合と四肢の形成異常を呈する（Bone 
49, 673-682, 2011）（図２）。四肢の形成異常

は Runx2 の発現レベルによって、四肢の形
成不全から、合指症に至るまでの様々な表現
型を示し、発現レベルの低いマウスは、
FGFR1, FGFR2 の機能獲得型変異と類似し
た表現型であった（図３）。したがって、私
はこれまで言われてきた FGF シグナルによ
る Runx2の調節だけでなく、逆に Runx2が
FGFシグナルを調節し、Runx2と FGFシグ
ナルには相互調節機構があるのではないか
と考えた。私は骨格形成機構を解明するため、
Runx2が骨芽細胞・軟骨細胞分化において転
写調節するターゲット遺伝子の探索とター
ゲット遺伝子の機能解析を行ってきた（Dev 
Biol 328: 78, 2009; J Bone Miner Metab 29, 
291-299, 2011）。今回、Prrx1プロモータ
ーRunx2 tg マウスの解析を起点として、
Runx2による FGFシグナル調節機構を検討
することとした。 

 
２．研究の目的 
Runx2 によって転写調節される遺伝子を探
索し、骨格形成過程を解明する全体構想の中
で、本申請では Runx2による FGFシグナル
調節機構を明らかにする。本研究期間中に以
下の３点を解明する。１）Prrx1プロモータ
ー下での肢芽の未分化間葉系細胞における
Runx2の強制発現が、上皮および間葉系細胞
での FGFおよび FGFRの発現をどの様に変
化させるか。２）骨芽細胞分化・増殖におい
て、Runx2が FGFおよび FGFRの発現を制
御しているか。３）FGFR1-3 が、骨芽細胞
分化・増殖にどのような役割を果たしている
か。 



 
３．研究の方法 
（１）Prrx1プロモーターRunx2 tgマウスの
肢芽形成過程の解析 
肢芽の間葉に発現する FGF10 は、上皮に発
現する FGFR2 に結合し、上皮の AER に
FGF4とFGF8の発現を誘導する。一方、AER
に発現誘導された FGF4と FGF8は、間葉に
発現する FGFR1 に結合、間葉に FGF10 の
発現を誘導し、相互に発現を維持する。また、
zone of polarizing activity (ZPA)での Shhと
AERのFGF4、FGF8はお互いに発現を誘導、
維持する（図１）。したがって、これらの発
現を調べることによって、肢芽形成過程で
FGF シグナルが正常に働いているか検討す
る。 
① 胎生 10日および 10.5日の野生型および
Runx2 tg マウスの胎児を用いて、whole 
mount in situ hybridizationにて、FGF10, 
FGF4, FGF8, Shh の発現を比較検討する。
（FGF10は、FGF4, FGF8, Shhより少し早
く発現が始まると考えられるため胎生 10 日
で、FGF4, FGF8, Shhは胎生 10.5日で検出
する）。 
 
② 上記の胎児の切片を用いて、Runx2抗体
を用いた免疫組織染色を行い、Runx2の発現
細胞を特定する。また、FGFシグナルに異常
が認められた場合、AERでのアポトーシスが
亢進すると考えられるので、TUNEL染色に
てAERでのアポトーシスのレベルを調べる。 

 
（２）Runx2 tg マウスのトランスジーン発
現細胞における FGF、FGFRの発現解析 
Runx2 tg マウスでは、green fluorescent 
protein (GFP)と Runx2を結合し、Runx2発
現を GFP でトレースできるようにしてある
（Bone 49, 673-682, 2011）。コントロールと
して用いる Prrx1プロモーターGFP tgマウ
スとRunx2 tgマウスの胎生 10.5日の肢芽の
部分から細胞懸濁液を調整、FACSを用いて、
GFP 陽性細胞を集める。RNA を抽出後
cDNA に逆転写、リアルタイム PCR にて、
FGF10, FGF4, FGF8, FGFR1, FGFR2, 
FGFR3 の発現を調べる。また、アイソフォ
ーム特異的なプライマーを用いて、FGFR1, 
FGFR2, FGFR3それぞれの IIIbと IIIcアイ
ソフォームの発現を調べる。 

 
（３）骨芽細胞における Runx2による FGF
シグナル調節機構の検討 
① 新生児の頭蓋冠をコラゲナーゼ処理し
て集めた骨芽細胞に Runx2 発現アデノウイ
ルスを感染させ、リアルタイム RT-PCRにて、
FGF10, FGF4, FGF8, FGFR1, FGFR2, 
FGFR3 の発現を調べる。また、アイソフォ
ーム特異的なプライマーを用いて、FGFR1, 
FGFR2, FGFR3それぞれの IIIbと IIIcアイ
ソフォームの発現を調べる。 
 

② 上記初代培養骨芽細胞に、Runx2 の
siRNAを導入、上記で誘導された遺伝子が抑
制されるか検討する。 
 
（４）FGFR1, FGFR2, FGFR3による骨芽
細胞分化・増殖調節機構の解析 
① 初代培養骨芽細胞に FGFR1, FGFR2, 
FGFR3 の siRNA を導入、MTTアッセイで
細胞増殖に対する効果を検討する。 
 
② 上記と同様に siRNA を導入、アルカリ
ホスファターゼ染色およびvon Kossa染色に
より骨芽細胞分化に対する効果を検討する。
また、アルカリフォスファターゼ活性および
Ca 量の測定により定量解析する。さらに、
RNA を抽出、骨芽細胞マーカー（Runx2、
Osterix、I型コラーゲン、オステオポンチン、
骨シアロ蛋白、オステオカルシン）の発現を
調べる。 
 
４．研究成果 
（１）Prrx1プロモーターRunx2 tgマウスの
肢芽形成過程の解析 
胎生 10 日および 10.5 日の野生型および
Runx2 tg マウスの胎児を用いて、whole 
mount in situ hybridizationにて、FGF10, 
FGF4, FGF8, Shhの発現を比較検討した。
野生型マウスでは、肢芽の間葉系細胞に
FGF10、AERに FGF4, FGF8, ZPAに Shh
を発現していた。一方、Runx2 tgマウスで
は、肢芽の間葉系細胞に FGF10を発現して
いたが、AERでの FGF4, FGF8の発現、ZPA
での Shh の発現を認めなかった。また、胎
生10.5日の組織切片で、野生型マウスでは、
Runx2は検出されず、AERに FGF8を検出
した。また TUNEL染色で AERに少数の陽
性細胞を検出した。一方、Runx2 tgマウス
では、肢芽全体に Runx2が検出され、AER
には FGF8 を検出しなかった。また、AER
の TUNEL陽性細胞は増加していた。 
 
（２）Runx2 tg マウスのトランスジーン発
現細胞における FGF、FGFRの発現解析 
Prrx1プロモーターGFP tgマウス（コント
ロール）と Runx2 tgマウスの胎生 10.5日の
肢芽の部分から細胞懸濁液を調整、FACSを
用いて、GFP陽性細胞を集めた。RNAを抽
出後 cDNAに逆転写、リアルタイム PCRに
て、FGFR1, FGFR2, FGFR3の発現を調べ
た。Runx2 tgマウスでは、FGFR1b, FGFR1c, 
FGFR2c, FGFR3b, FGFR3c の発現上昇を
認めた。 
 
（３）骨芽細胞における Runx2による FGF
シグナル調節機構の検討 
Runx2の siRNAを頭蓋冠由来初代骨芽細胞
に導入すると、アルカリホスファターゼ、オ
ステオカルシン、I 型コラーゲン、Osterix
の発現低下を認めた。FGFRでは、培養１日
目より FGFR1, FGFR2, FGFR3の発現低下



を認めた。アイソフォームでは、培養１日目
より FGFR1b, FGFR1cの低下を認めた。培
養３日目より FGFR2b の低下、培養１日目
より FGFR2c の低下を認めた。培養６日目
で FGFR3bと FGFR3cの著明な発現低下を
認めた。 
 
（４）FGFR1, FGFR2, FGFR3による骨芽
細胞分化・増殖調節機構の解析 
FGFR1, FGFR2, FGFR3それぞれの siRNA
を頭蓋冠由来初代骨芽細胞に導入後、FGF2
を 1ng/mL, 5ng/mL, 10ng/mL, 50ng/mLの
濃度で加え、細胞増殖をMTTアッセイでコ
ントロールと比較した。FGFR1 siRNAはコ
ントロールと差がなかった。FGFR2 siRNA
と FGFR3 siRNAを導入した細胞では、コン
トロールと比較し、細胞増殖が抑制されてい
た。頭蓋冠由来初代骨芽細胞を用いた骨芽細
胞分化実験では、FGF2を 1ng/mLあるいは
5ng/mL加えた場合、アルカリホスファター
ゼが発現上昇したが、10ng/mL あるいは
50ng/mL加えた場合、その発現を抑制した。
また、これらの濃度では、Runx2, Osterix
の発現も低下した。一方、FGFR1, FGFR2, 
FGFR3の siRNAを３種類とも加えても、骨
芽細胞分化に明確な影響は見られなかった。 
 
したがって、Runx2 が FGFR を調節するこ
とは明らかに出来た。FGFRは、骨芽細胞の
増殖に関与したが、FGFRの骨芽細胞分化に
対する作用は、FGFR の siRNA を改良する
等してさらなる検討が必要である。 
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