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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、骨形成不全症（OI)の分子学的背景の全容解明と新しい分子標的治
療法の確立である。日本人OI患者の80%にCOL1A1遺伝子、COL1A2遺伝子変異を同定し、遺伝学的背景と表現型の
検討を行った（Junko Kanno :Journal of Bone and Mineral Metabolism, 2017 印刷中）。引き続いて、COL1A1
遺伝子、COL1A2遺伝子に変異を見いだされなかった患者を対象としてエクソーム解析を行った。エクソーム解析
で1名の患者に本邦初のPPIB変異を同定した。患者の臨床像は過去の報告と同様であった。現在、機能解析の準
備中である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is the whole aspect elucidation of the molecular 
background of osteogenesis imperfecta (OI) and the establishment of a new molecular target 
treatment. COL1A1 and COL1A2 mutations were detected in 79% of Japanese patients with OI in this 
study. (Junko Kanno: Journal of Bone and Mineral Metabolism, 2017 in press). We performed exome 
analysis for the patients that mutation was not found continuously by COL1A1 gene, COL1A2 gene. We 
identified this country first PPIB variation in exome analysis to one patient. The clinical 
phenotype of the patient was similar to some previous reports. We are preparing for the functional 
analysis now.

研究分野：小児内分泌学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（ １ ） 骨 形 成 不 全 症 (Osteogenesis 
imperfecta;OI)は易骨折性と骨変形を特徴
とする遺伝性骨粗鬆症で、全身の結合組織の
Ⅰ型コラーゲン分子の形成あるいは修飾の
異常による。重症例は致死性である。Ⅰ型コ
ラーゲンは、α1 鎖と α2 鎖によるらせん構
造をとり、α1 鎖、α2 鎖は COL1A1、COL1A2
にコードされる。OI の原因は COL1A1 と
COL1A2 変異によるコラーゲン形成の異常に
よるものが最多であるが、近年、コラーゲン
の修飾の異常としてα1鎖のプロリンの水酸
化に関与する複合体を構成する CRTAP、
LEPRE1、PPIB の変異が報告された。以降、シ
ャペロン形成に関わる SERPINH1、FKBP10、骨
芽細胞分化に関わる SP7、骨の鉱化に関わる
SERPINF1、C-propeptide開裂に関わるBMP1、
骨の成熟に関わる IFITM5、カチオンチャネル
に関わる TMEM38B など新規の責任遺伝子が
次々と同定されている。 
（２）欧米では、OI 患者の COL1A1 と COL1A2
の解析で約 90%で変異陽性と報告されてい
るが (Marlowe 2002）、日本での大規模な報
告は DHPLC 法による COL1A1、COL1A2 解析の
みで(Kataoka 2007)、変異検出率は 41%と
低く、DHPLC 法で検出されない変異や他の
遺伝子が原因である事が示唆される。多数
の原因遺伝子があり、従来法の sanger 法の
みでは解析労力が多大であり、分子学的背
景の全容解明には、次世代シークエンス法
などを用いた網羅的な解析が必要とされる。 
（３）2013 年、早期発症で重度の骨変形の
他、知的障害や神経症状も呈する OI の原因
遺伝子として新たに WNT1 が同定された
(Chritine M 2013)。Wnt1 は、Frizzled(Fzd)
を受容体、LRP5/6 を共受容体とするβ
-catenin 依存性のリガンドで、骨形成のシ
グナル伝達経路の主要分子の一つである。
In vitro では、異常型 Wnt1 タンパクによ
り Wnt シグナル伝達が障害されていること
が示されている。また Wnt1 は骨髄での発現
も示され、骨髄の造血幹細胞発育環境にお
いて正常な造血に必須の造血系細胞と骨芽
系細胞間のクロストークには Wnt シグナル
が重要な役割を担っているとされる。OI で
は、このクロストークに変化が生じている
とされ、骨形成における造血細胞の役割を
支持するものである。これらの機序より、
Wntシグナル経路はOIの治療標的となりう
る。 
（４）一方、OI の治療には破骨細胞のアポ
トーシスを誘導し、骨吸収を抑制して骨密
度を増加させるビスホスホネート製剤がこ
れまで投与されてきたが、本剤はカップリ
ング作用により骨形成も同時に抑制し、ま
た、顎骨壊死などの副作用も報告されてい
る。カップリングの影響を受けない新たな
分子標的治療として Sema3A や抗 Sema4D 抗
体が期待される。Sema3A は Semaphorin フ
ァミリーに属する分子で、軸索伸長のガイ

ダンス因子であるが、近年、骨における重
要な役割が同定されてきた。Sema3A 欠損マ
ウスでは骨芽細胞分化や骨形成が低下して
おり、Sema3A が Wnt シグナルを増強するこ
とが明らかになった。骨粗鬆症モデルマウ
スへの Sema3A の投与は破骨細胞の分化抑
制と骨芽細胞の分化促進を伴った有意な骨
量増加を認めた(Hayashi 2012)。また、
Sema4D は骨芽細胞の分化抑制能を有し、
Sema4D 欠損マウスは骨量が増加しており、
骨粗鬆症マウスへの抗 Sema4D 抗体の投与
では骨形成が有意に促進するとされる。さ
らに骨細胞に特異的に発現している
sclerostinはWntの受容体への結合を阻害
する作用を有し、抗 sclerostin 抗体は他の
臓器での Wnt/β-catenin シグナルを促進
することなく骨形成促進作用を発揮する
(Ominsky 2010)。 
２．研究の目的 
本研究の目的は骨形成不全症（Osteogen
esis imperfecta,OI）の分子学的背景の全
容解明と新しい分子標的治療法の確立であ
る。近年、OIの原因遺伝子が次々と見出さ
れ、従来法による多数の遺伝子解析は困難
であり、早期診断と分子学的背景の全容解
明のためには、次世代シークエンス法など
による網羅的な解析が必要である。一方、
最近新たに原因遺伝子として同定されたWN
T1は骨形成のシグナル伝達経路の主要分子
の一つで骨髄でも発現しており、OIでは骨
髄造血系細胞と骨芽細胞間のクロストーク
に変化が生じているとされる。本研究ではW
ntシグナルがこのクロストークに重要な役
割を担っている点に着目、Wnt経路のシグナ
ルを増強する抗sema4D抗体やSema3A、Wnt
受容体への結合を阻害するsclerostinに対
する抗体を用いた新たな分子標的治療を確
立する。 
 
３．研究の方法 
（1） OI患者の遺伝子解析 
 
①対象患者の確保 
 平成21年科学研究費補助金（基盤研究（C
）、研究代表者、菅野潤子）、「日本人OI患者
の遺伝的背景に関わる研究」に参加した東
北大学病院小児科通院中のOIの患者とその
家族20名の他、その後に当院で加療を開始
した患者に対し、本研究への協力を依頼し
、同意を取得する。また、国内の他施設に
通院中のOI患者には、各施設の主治医に研
究の協力を依頼し、同意の取得、検体の送
付を依頼する。計100名の日本人OI患者の解
析を行う。小児内分泌学会、骨系統疾患コ
ンソーシウム、小児代謝性骨疾患研究会な



どにおいて、研究への参加を依頼する。 
 
②OIの遺伝子検査 
 
a) OI患者の末梢血白血球からゲノムDNA
を抽出、OIの既知の責任遺伝子（COL1A1、C
OL1A2、CRTAP、LEPRE1、PPIB、SERPINH1、S
ERPINF1、FKBP10、SP7、IFITM5、BMP1、TM
EM38B 、WNT1）の変異解析を直接シークエ
ンス法および、次世代シークエンサーを用
いて行う。エクソンキャプチャーは、Sure 
SelectHuman All Exon kit (Agilent)を用
い、エクソンライブラリはIllumina Hiseq 
2000でシークエンスした。得られたシーク
エンスデータはUCSC hg19を標準ゲノム配
列としてBWAによってマッピングおよび変
異リスト化する。変異リストをフィルタリ
ングし、候補遺伝子を限定する。  
 
b) 上記にていずれかの遺伝子に変異を認
めた場合、キャピラリーシークエンス法に
より、患者ゲノムDNAにおける遺伝子変異を
確認する。 
 
c) エクソーム解析において、既知の原因
遺伝子の一方の変異のみ検出された患者、
及び全く変異が検出されなかった患者に対
しては、アレイCGH、MLPA法等を用いて欠失
や重複などコピー数の異常の検出を行う。
アレイCGHは、Affymetrix社のcytoscanHD
アレイを用いてゲノムコピー数の解析を行
う。アレイCGHで同定が困難なゲノムコピー
数の異常の検出については、既知の遺伝子
に対してのみ、MLPAを行う。MLPAは、各遺
伝子において、各エクソンンに対する上流
プローブと下流プローブを設計し、ハイブ
リダイゼーション、ライゲーション、mult
iplex PCRの後に、自動蛍光シークエンサー
によるPCR産物の定量を行い、ゲノムコピー
数の異常を検出する。  
③機能解析：HEK293T細胞に野生型WNT1と変
異WNT1を導入し、MC3T3-E1細胞との共培養
システムによりWnt/βcateninシグナル伝
達系及び骨芽細胞分化の差違を検討。 
遺伝子解析で新規の変異が同定された場合
は、以下の機能解析実験を行う。 
A.野生型及び変異WNT1導入HEK293細胞の作
成（例：WNT1変異が同定された場合） 
a) ベクターpBI-CMV2（Clontech）とQuik
Change（Stratagene）を用いて、野生型及
び変異WNT1をHEK293細胞に導入する（HEK2
93-WNT1WT細胞及びHEK293-Wnt1Mut細胞）。 

b) 上記HEK293-Wnt1細胞を10cmシャーレ
に培養し、near-confluentとなった段階でT
rizolにてRNAを抽出、RT-PCRにて野生型及
び変異WNT1のmRNA発現を確認する（β-act
inを対照とする）。また抗Wnt1抗体（Abcam
）を用いて、Western blotにてWnt1蛋白発
現も確認する（β-actin対照）。 
B.HEK293-Wnt1細胞と骨芽細胞様MC3T3-E1
細胞（E1細胞）との共培養システムの確立 
a) 6穴プレートにE1細胞、インサートにHE
K293-Wnt1細胞をそれぞれ播き、共培養を行
う。培地には、骨芽細胞の分化を促すため5
00μMアスコルビン酸と10mMβglicerophos
phateを添加する。このシステムにより、H
EK293-Wnt1WT細胞からは野生型Wnt1が、HEK
293-Wnt1Mut細胞からは変異Wnt1がそれぞれ
分泌され、E1細胞に作用することが期待さ
れる。 
b) 共培養開始後3日目に抽出キットを用い
てE1細胞の核分画、細胞質分画それぞれを
抽出し、Western blotにてβ-cateninの発
現量を測定し、野生型群と変異群とで比較
する（核分画はLaminB、細胞質分画はβ-a
ctinをそれぞれ対照とする）。 
c) 共培養開始後3日、7日、10日、14日、2
1日にそれぞれ培地及びE1細胞融解分画を
採取、ELISAキットを用いてアルカリフォス
ファターゼ活性を測定する。 
d)c)と同様、共培養開始後3日、7日、10日
、14日、21日にそれぞれE1細胞からキット
を用いてRNAを抽出し定量的RT-PCRを行う。
また、Wnt/β-catenin系の下流産物であるA
xin2とLef1、及び骨芽細胞の分化の指標と
なるオステオカルシンのmRNA発現を各々野
生型群と変異群とで比較する。 
e) 共培養開始後14日のウェルにアリザリ
ンレッド染色を行い、E1細胞の石灰化を野
生型群と変異群とで比較する。 
HEK293-Wnt1細胞−E1細胞共培養システムに
おける、sema3タンパク、抗Sema4D抗体及び
抗sclerostin抗体の影響を検討。 
 上記Bに示した共培養システムに、sema3
、抗Sema4D抗体、抗sclerostin抗体を、そ
れぞれ濃度を変えて投与し、②b)～e)と同
様の実験を行う。 
 
④分子標的治療の検討：上記共培養システ
ムにsema3タンパク、抗Sema4D抗体、抗scl
erostin抗体を投与し、治療効果としての骨
芽細胞分化、細胞内シグナル伝達の変化を
検討する。 
 



４．研究成果 
直接シークエンス法にて、日本人 OI 患者の
COL1A1 遺伝子、COL1A2 遺伝子解析を行い、
遺伝学的背景と表現型の検討を行った
（Junko Kanno :Journal of Bone and Mineral 
Metabolism, 2017 印刷中）。COL1A1 遺伝子、
COL1A2 遺伝子の変異陽性率は約 80% で、過
去の報告の日本人の陽性率(41%)より高く、
欧米の報告による陽性率(90%)より低かった。 
殆どが同一地域の患者であったが、異なる家
系間で同一の変異は検出されず、one and 
Mineral Metabolism, 2017 印刷中）。COL1A1
遺伝子、COL1A2 遺伝子の変異は異質性に富ん
でいた。表現型はⅢ型で重症、病因遺伝子に
よる差は認めなかった。Gly から Ser への変
異が COL1A1 遺伝子、COL1A2 遺伝子とも最多
（7 家系/14 家系）で過去の報告と一致し、
この変異陽性の患者は重症であった。パミド
ロネート治療効果は全例で認められたが、治
療効果と病型、原因遺伝子、遺伝子型との相
関は認めなかった。COL1A2 遺伝 Exon 44 に
変異を認めた患者で、脳出血の合併を認めた。 
こ の 患 者 の plasminogen activator 
inhibitor-1(PAI-1)活性は測定感度以下で
あった。OI と脳内出血の合併の報告は散見さ
れ、過去の報告で遺伝子変異が判明している
ものは COL1A2 遺伝子 Exon 49 に変異を認め
る(Faqeih E.Am J Med Genet A. 2009 )。過
去の脳出血合併のOIの患者において， PAI-1
欠損症の合併を認めた（Goddeau PP. Arch 
Neutoi.2010)。 PAI-1 欠損症の責任遺伝子
SERPINE1（7q22.1)と COL1A2(7q21.3)は，局
在が近接しており，関連が示唆される。 
引き続いて、COL1A1 遺伝子、COL1A2 遺伝子
に変異を見いだされなかった患者を対象と
してエクソーム解析を行った。エクソーム解
析で 1 名の患者に本邦初の PPIB 変異を同定
した。患者は重症の OI で、新生児期より骨
折を繰り返していた。重度の骨変形で介助な
しには歩行できなった。 
青色強膜はごく軽度，歯牙形成不全は認めず、
骨密度は著明低値で 6歳から pamidronate 治
療を行った。治療反応性は良好であった。エ
クソーム解析で新規の PPIB ミスセンス変異
E126G をホモ接合性に検出した。検出された
変異は、SNP のデータベースに報告なく、 
PolyPhen-2 の機能予測で probably damaging
であった。患児において、他の既知の OI 遺
伝子の変異は検出されなかった。エクソーム
で検出された変異をサンガー法でも確認し
た。両親はこの変異のヘテロ接合体であった。 
患者の臨床像は過去の報告と同様であった。
1 型コラーゲンの合成にはα1 鎖の 986 番目
のプロリン残基の水酸化が3重螺旋の形成に
必須でこのプロリン残基のみを特異的に水
酸化する複合体 P3H1・CRTAP・CyPB の何れか
の異常で重症の OI を発症する。正常ではこ
の３つがコンプレックスを形成してコラー
ゲンに結合し、P3H1 活性を示す。P3H1 がな
いと、当然ながら酵素活性は発揮できなくな

りま、cyclophilinBやCRTAPがなくとも、P3H1
はコラーゲンに結合することはできるがそ
の活性は低くなる。またCypBはP3H1かCRTAP
のいずれかがないと、コラーゲンへの結合が
できなくなる。CyPB をコードする PPIB の異
常は、これまでに血族婚の家系の重症の OI
患者で報告されている。これまでの報告のＰ
ＰＩＢ変異は全てのエクソンに存在し全て
プライベート変異である。トランケーション
変異が比較的重症例に多く、1 家系を除き患
者は血族婚の家系のホモ接合体であった。 
これまで8家系の報告があるが本邦での報告
はない。中等症から重症が多く、１家系で II
型 と さ れ て い る が 、 妊 娠 中 期 で の
termination 例であり致死性かどうか判断で
きない。ＤＩや青色強膜は軽度またはなく、
知的発達は正常、治療反応性は良好な例が多
い。本症例は血族婚ではないが、同地区の出
身で血縁があることも示唆された。 
現在、機能解析の準備中である。 
Wnt の介する pathway に変異が見いだされた
患者はいなかった。 
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