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Abstract:Apertsyndromeexhibitsthespecificclinicalfeaturesincludingabnormalprematurefusionofcalvarial

suturesandsyndactyly,whichareknowntobecausedbymisssensemutationsofSer252TrporPro253Argon

Fl'bmbJGStgTlDWtA/GctDTZleCePtW2(FGFRageneresponsibleforabnormalactivationofthetyrosinkinaseand

osteoblastdi鮎rentiation.Ontheo也er血and,prematureboユlyfusionofcranialbasesyncbondrosesareanother

majorskeletalabnormalities,howeverthemutantFGFR2signalinginthecranialcartilageisstillremaintobe

elucidated.Purposeofthisstudyistoclarifymolecularmechanism ofthecraniofacialendochondralgrowth

affectedbyabnormalFGFR2signaling.

TransgenicmicebearingtheAperttypemutantFgfr2genelFdT:cmcP-P55R) drivenbypromoter/enhancerof

Cojyalgenewereusedtoanalyzetheeffectofcartilagespecificexpression.ElevatedexpressionlevelofRunEfV

Cblal,JDdl'aD17edgehog働17)andMatnkmetanopl10telbase13(Mmp-13)suggestedacceleratedchondrocytes

differentiationwiththeexogenousFbdT2mCnBDr･珊 geneexpressionincranialbasecartilage.Takentogetherwith

histologicalfindingsshowingreducedsizeofcranialI)asecartilageandacceleratedboneformations,activated

FGFR2signalingnegativelyregulatethegrowthofcranialbasethroughmodulatingtheendochondralgrowth

prOCeSS.

抄録 :Apert症候群は流産冠縫合早期異常癒合や合指症など特徴的な病態を里 し,El'bl･ObJastgmwtblactw

lleCePtOZ･2 (FGFR2)遺伝子のセl)ン252トリプトファンあるいはプロリン253アルギニンなどのレセプター活性

化型ミスセンスが頭蓋冠縫合部の骨芽細胞の分化を先進することが原因とされている｡一方でApert症候群におい

て軟骨縫合の早期異常閉鎖がもう一つの主要な骨格異常であるにも関わらず,軟骨内における変異型FGFR2シグ

ナリングの役割は定義されていない｡この研究では,FGFR2の活性化が頭蓋顔面の軟骨性成長におよぼす影響につ

いて分子機構の一端を解明することを目的とした｡

実験動物にはApert症候群型変異EdT:2遺伝子 (Fdz:2mcP25aR) を2塑コラゲンのプロモーターによって軟骨組織

特異的に発現するトランスジェニックマウス (Tgマウス)を用いた｡変異EdT2mピ 筑肝遺伝子導入に伴いRunj或′/

Cblal,ZDdl'aD加dgeAog伽 ), MatTlkmetauopmte血ase13(Mmp-13)遺伝子の検出レベル上昇が軟骨組織に観

察され,FGFR2シグナリング活性化が軟骨分化に変化をもたらしたことが示唆された｡組織所見における頭蓋底軟

骨縫合の縮小と骨化克進を考え合わせると,FGFR2シグナリングが軟骨性成長の抑制を通じて頭蓋底の成長を抑制

的に調節すると考えられた｡総じて,FGFR2シグナリングは骨芽細胞系と軟骨細胞系の細胞分イヒに対する統合的な

調節作用を通じて頭蓋顔面の形態形成と発育に重要な役割を果たすことが示唆された｡
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緒 看

近年,FGFR2遺伝子上のエクソン7,8,9に生 じた

変異が頭蓋顔面や四肢の形態異常を伴うさまざまな症候

群の原因であることが明らかになった 1-5)｡そのひとつ

であるApert症候群は胎生期から出世後の成長過程に

存在する頭蓋縫合および軟骨縫合の早期癒合症,尖頭症,

上顎と頭蓋底前方部の劣成長,浅い眼蘭による眼球突

出,合指症,四肢関節異常,頚椎癒合など骨格系の異常

による特徴的な病態を里する｡ Apert症候群の原因とな

る遺伝子異常としてセリン2521､リブトフアン(S252W)

とプロリン253アルギニン (P253R)変異が主なものと

してあげられ6),これらの遺伝子変異により引き起こさ

れるFGFR2レセプターの機能異常が高親和性ライガン

ドであるFGF分子との親和性あるいは特異性に変化を

引き起こすことが報告されている7･8)｡胎生期の形態形

成から出世後の成長過程にあるさまざまな組織 ･器官に

おいて,特徴的な発現パターンを有するFGFファミリー

ライガンド群との機能的相互関係に破綻をきたした結果

引き起こされる異時的あるいは異所的なFGFR2チロシ

ンキナーゼ異常活性化が四肢や骨格を構成するさまざま

な細胞群の増殖,分化に影響を及ぼすことが病因として

示唆されている9~11)｡ しかしながら,その複雑な症状を

引き起こす分子メカニズムの具体的な理解はいまだ十分

とは言い難い｡

FGFR2変異により引き起こされるすべての症候群の

間に共通することは,FGFR2レセプターのチロシンキ

ナーゼの異常機能克進に起因することである｡ これまで

FGFR2機能克進が骨芽細胞系の分化を促進することに

より頭蓋を構成する冠状縫合の異常早期癒合が引き起こ

された結果,頭蓋顔面の形態異常につながるという病態

形成のメカニズムが一般に支持されている｡ しかしその

一方で,Apert症候群患者の頭蓋底軟骨縫合の早期癒合,

頭蓋底の前後的な発育抑制が重要な要因であることが臨

床的に提示されている12)｡この考えと一致 して,最近

のマウスFd 2遺伝子のgenetargeting実験の結果から

は頭蓋冠縫合における骨芽細胞の骨形成克進と共に,戟

骨細胞の増殖,分化,その後の軟骨内骨化に伴う発育異

常も今後検討を要する分野であると考えられている13~15)｡

私たちはこれまでにApert症候群型変異Fgfl･2mcRm W

を軟骨細胞に特異的に発現するTgマウスを作成し,軟

骨組織に生ずる変化を観察してきた｡これまでの観察の

結果,軟骨組織特異的なFgfT2mcF255yF発現は頭蓋底の

前後発育の抑制を引き起こし, しかもその変化がヒ ト

Apert症候群患者に見られるのと同様に頭蓋底軟骨縫合

の早期異常骨癒合を伴うことが観察された｡これらの ト

ランスジェニックマウス胎仔における頭蓋底の形態的特

徴は軟骨内化骨過程の克進を示唆するものであったこと

から,私たちは ｢FGFR2レセプター活性化が軟骨内化

骨過程において促進的作用を有する｣と仮説した｡本研

究では組織学的形態観察と酵素組織化学的染色による軟

骨組織分化過程の観察を行うとともに,形態的には捉え

難い軟骨細胞の分化過程の機能的変化を,レーザーマイ

クロダイセクション (Lasermicrodissection:LMD)と

定量的リアルタイムRT-PCR (qRT-PCR)の併用によ

る軟骨分化マーカーの発現定量によって検出することを

試みた｡その結果では形態学的には頭蓋底の軟骨縫合を

構成する軟骨細胞の減少と骨化開始の促進所見,遺伝子

発現定量では頭蓋底軟骨におけるFgfT2mCR2DrJRの発現が

軟骨細胞の肥大化,骨化に関わるいくつかの分子の遺伝

子発現克進が明らかになった｡本研究ではヒトの疾患あ

るいは正常発生 ･発育においてFGFR2が骨芽細胞系だ

けでなく軟骨細胞系の分化調節を介して形態形成を統合

的に制御する役割について考察した｡

材料と方法

1.実験動物

トランスジェニックマウス : 実験動物 としてApert

症候群型変異FgfT2遺伝子 (FgfT2mcF25iW) 導入Tg

マウスを用いた｡ このマ ウスはNationalInstitutes

ofHealth,NationalInstitutesofArthritisand

MusculoskeletalandSkinDiseasesより分与された｡2

型コラゲンのプロモーター/エンハンサーによって全身

の軟骨特異的にFgf12mcFZiZHを発現 し,前頭部の突出,

上顎の劣成長,口蓋裂など頭蓋顔面に特徴的な形態異常

を生ずる (図1)｡

TM TKI TK2 HA-tag

＼ p25̂3R

'猫 prom千 二謡(1032bp)
Fgfr2(IHc)P253R
(2665bp)

Col2α7
enhancer

slte(203bp) (640bp)

･図1

導入Fglz:ZFZflW遺伝子とトランスジェニックマウスの頭蓋顔面
変形｡A:導入遺伝子の構造を示す｡ BとC:頭蓋顔面の所見

では額部から頭頂の突出と短い上顎の形態が明らかである｡D

とE:頭蓋の軟エックス線写真所見では著しい上顎と頬骨の前

後的短縮,頭蓋底軟骨縫合の消失,脳頭蓋の変形が目立つ｡
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関 雪絵

Tgマウスの雌雄を20:00か ら翌朝 8:00まで交配

し腰栓 を確認 した日の 0:00を 0日とし,胎齢 15日

(E15)および 16日 (E16)胎仔頭部をリン酸緩衝生理

食塩水 (PBS,pH7.4)浸潰下で形態を観察 した｡頭部

は下顎を除去後,口蓋裂の有無を確認 した｡口蓋裂を

有する個体 は後述の genotypingによって,導入遺伝

子陽性の確認を行い, これ らの頭部をTgマウスとし

て観察に用いた｡また,口蓋裂の無い個体 については

genotypingで導入遺伝子陰性のものを野生型 (Wt)と

して実験に用いた｡なお,本研究における動物実験は｢新 一

潟大学動物実験指針および新潟大学動物実験規則｣に基

づいて行われた｡

Genotypimg: E15またはE16の胎仔尾約 2mmを

切断し,組織溶解液 (150mM NaCl,10mM Tris-HCl

(pH8.0),10mMEDTA,0.1% SDS)に液量の1/loo豪

のProteinase冗 (MERCKCo.,Darmstadt,Germany)

を加えた組織溶解液にて55℃で撹拝 しなが ら12時間組

織を溶解させた後,適法に従いフェノール,クロロホル

ム処理,エタノール沈殿でDNAを抽出した｡続いて1

サンプルにつき,10mMTriS-HCl(pH8.3),50mMKCl,

1.5mM MgC12,0.2mM dNTPmix,lunitのAmpliTaq

GoldTM(AppliedBiosystems,FosterCity,CA,USA)

に検体のgenomicDNAと導入遺伝子検出用プライマー

を加え,全量25FLRとし,95℃-9分 に続 き,94℃ -1

免 釦℃-1分,72℃-1分を30サイクル後に72℃-lo介

行って反応を終了した (GeneAmp⑧PCRSystem9700

(AppliedBiosystems))0 PCR産物を1%アガロースゲ

ルにて電気泳動 し,導入Fgfz:2mcPCifR遺伝子の増幅産物

を検出により遺伝型を決定した｡導入遺伝子を特異的に

検出する変異FglT2mclmRのプライマーを以下に示す｡

Forward,5'-CCACATTCAAGCAGTTGGTCG-3';

backward,5I-GATATCCGGTACGTCATATGG-3'｡

2.組織学的観察

パラフィン包埋標本 : E15とE16のWtまたはTgマ

ウスの頭部を,それぞれ4%パラホルムアルデヒドにて

4℃下で 12時間浸潰固定した｡E16の標本に対しては,

10%EDTA (pH7.4)にて4℃下で24時間浸潰 し,硬

組織の脱灰を行った｡続いて,適法によるパラフィン包

塩を行い,5〟m切片 を作製,ヘマ トキシリンエオジ

ン (H-E)艶色を施 した｡

ポリアクリルアミドゲル包埋凍結標本 : E15のWtま

たはTgマウス胎仔を4%パラホルムアルデヒドにて潅

流固定後,下顎を除去 した頭部を剖出し,4℃下で2

時間浸潰固定 したのち,標本を5%,10%,15%,20%

スクロースに順次置換 した｡次にアクリルアミドモノ

ほか 41

マ-溶液に12時間浸潰 した (アクリルアミド,和光)｡

アクリルアミドモノマー溶液の組成は,20%スクロー

ス,5%アクリルア ミド,0.5%N',N'-メチレンビス

アクリルアミド,0.087%N,N',N'-テ トラメチルジア

ミン,0.05M トリス塩酸生理食塩水 (PHS.0)溶液とし

た｡ 次に,標本を浸潰 したアクリルア ミドモノマー溶

液にペルオキソ二硫酸アンモニウムを0.033%添加する

ことで重合させた｡全ての挽作は4℃下で行った｡重合

開始か ら12時間後,標本周囲のポリアクリルアミドゲ

ルを取 り除き,適法に従いOCTコンパウンド (Tissue-

Tek,SAKURA,東京)にて凍結包塩を行った｡その後,

クリオスタット (MICROM HM505N,ミクロ トーム社 ,

Germany)で5jJm凍結切片を作製し,H-E艶色およ

びアルカリホスファターゼ (ALP)酵素組織化学染色

を施し,光学顕微鏡観察 を用いて頭蓋底の軟骨 と骨化

の過程 を観察 した｡ ALP酵素組織化学染色では0.1%

フアズ トレッドTR塩 (SIGMAF8764),0,02%ナフトー

ルAS-MXリン酸 (SIGMAN4875),0.1M トリス塩酸

(pH8.5)溶液を発色に周い,Methylgreenで対比染色

した｡

3.胎仔頭蓋底軟骨の遺伝子発現定量解析

レーザーマイクロダイセクション (LMD): E15の

WtまたはTgマウスの無固定涙部をOCTコンパウン

ドに包捜 した0 7FLmで凍結切片を作製, フォイル付

きスライ ドガラス (90FOILSL25,松浪硝子工数 大

阪)に貼付 した｡これ らの切片はHistoGeneTMLCM

FrozenSectionStainingKit(ARCTURUS,Mountain

View,CA)で染色後,LeicaASLaserMicrodissection

System(LeicaMicrosystems,Wetzlar,Germany)によ

り,頭蓋底軟骨を形態学的所見に基づ き,静止層,舵

大化層の各分化段階の軟骨細胞を選択的に採取した｡こ

れらか らPicoPureTMRNAIsolationKit(ARCTURUS)

で totalRNAを抽 出 し, 得 られ た RNAの 品 質 を

Agilent2100Bioanalyzer(RNA6000PicoLabChipkit;

AgilentTechnologies,PaloAlto,CA,USA)にて検定

した｡RNA量は分光光度計 (BeckmanCou且ter,Inc.,

Fullerton,CA,USA)にて測定し定量 した｡

リアルタイム PCRによる遺伝子発現解析 : 得 られ

た300ngのtotalRNAより逆転写酵素 (SuperScript

Ⅲ,Invitrogen,Carlsbad,CA,USA)を用いてcDNA

を合成 した｡cDNA600ngを鋳型 とし,Wt,Tgそれ

ぞれの静止軟骨細胞,肥大化軟骨細胞について, 1サ

ンプルにつきTaqMan⑧ universalPCRMasterMix

(AppliedBiosystemsN4304437),TaqMan⑧ Gene

ExpressionAssays(Applied王∋iosystems),DNase

RNasefreeH20を加 え全量 25pRとし,realtime
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PCR (SmartCycler⑧,Cepheid,Sunnyvale,CA,USA)

を用いて軟骨細胞の分化に関連する遺伝子群の相対的

定量検出を行った｡PCR反応はABI社標準プロ トコー

ル (95℃,600秒,95℃ /15秒,60℃ /60秒 ×45サ

イクル)で行 った｡PCR反応およびリアルタイムモ

ニタリングは,TaqMan⑧ GeneExpressionAssays

(AppliedBiosystems)によって以下のプライマー

/ プロー ブを用 いて行 った｡Fglz:2 (MmOO438941m

1);1ul(MmOO439613ml);Mmp-13(MmOO439491m

1);RuDx2/Cbfal (MmOO501578ml);CoJ221

(MmOO491889ml) ,Ajp(MmOO475831ml).

各プローブについてあらかじめ,正常マウス新生仔四

肢の軟骨から抽出したtotalRNAより合成 した cDNA

を鋳型 として 5段階 (1:10:100:1000:10000)の希釈系

列を作成 し,各濃度のサンプルについてリアルタイム

PCRを行い,増幅が指数関数的に起こる領域で一定の

増幅産物量になるサイクル数 (thresholdcycle;Ct値)

を横軸に,初発の cDNA希釈倍率を縦軸にプロットし,

検量線を作成した｡LMDより得た未知濃度のサンプル

についても同じ条件下で反応を行い,Ct値を求め,こ

の値 と検量線からサンプル中の目的のcDNA量を希釈

倍率として算出し,比較 した｡ 1遺伝子につき3回ずつ

反応を行い,その平均値と標準偏差を求めた｡

また,導入遺伝子FbdT:2mcJ現 好の発現の特異的検出は

TaKaRaExTaqTMR-PCRVersion2.1(TaKaRa,Siga,

Japan)と5'一ccACATTCAAGCAGTTGGTCG-3'5'

-GATATCCGGTACGTCATATGG-3' プライマーに

よって95℃-60秒,95℃-5秒,68℃-20秒 ×45サイク

ル行い,SYBR⑧ GreenI (TaKaRa)でモニターした｡

結 果

1.頭蓋底の組織所見

胎齢 16日胎仔頭部の横断切片において Tgマウスで

は蝶形骨休部の骨化領域の前後径に縮小が認められた

(図2 A,B)｡ それとともにTgマウスの媒形 一後頭軟

骨縫合 (S-0軟骨縫合)には中央付近で静止軟骨層の消

失を伴う前後幅の縮小が確認された｡この部位ではS-0

軟骨縫合の厚みも減少 し肥大化から骨化の前線が軟骨縫

合中央線に沿って進入する所見があった｡ これは周産期

に観察されるS-0軟骨縫合の早期異常骨癒合に進展す

ると考えられた｡その時か,図では示されていないが,

本来繊維性組織が介在する耳胞 (Oticvesicle)とS-0

軟骨縫合組織の間に軟骨性の異常癒合が観察された｡こ

れは軟骨周囲の軟骨膜の軟骨細胞-の分化傾向にも促

進傾向が存在することを示唆 してお り,同様に将来この

部位の早期異常骨性癒合につながることが予想された｡

TgマウスのS-0軟骨縫合における静止軟骨細胞の縮小

以外に増殖軟骨細胞層,前肥大化軟骨細胞層と肥大化軟

骨細胞層に喪失や顕著な配列の乱れは認められなかっ

た｡ しかし,それぞれの軟骨細胞層の配列を詳細に比較

すると,Tgマウスにおいては増殖軟骨細胞層領域の軽

度拡大,前肥大化軟骨細胞の減少,個々の肥大化軟骨細

胞の大きさの拡大とコラム配列の乱れが観察された (図

2C,D)｡

㍉

｣
∵

轟

図2.胎齢 16日頭蓋底の横断切片所見

A,C:野生型マウス(Wt),B.D:トランスジェニックマウス(Tg)0

Tgマウスでは蝶形骨体部 (S)の骨化中心と周囲の肥大化軟骨
細胞の前後径がWtに比べて短い (黒両頭矢印)0Tgマウスの

煤形一後頭軟骨縫合 (S-0)中央線付近においては静止軟骨細

胞層が消失し蝶形骨体部 (S)と後頭骨体部 (0)から,それぞ

れ肥大化軟骨細胞とbonecollarに相当する骨質の侵入 (双自失

印)が見られる｡

CおよびD:AおよびBの拡大像を示す｡Tgマウスでは増殖

軟骨細胞層 (P)の範囲の拡大と前肥大化軟骨細胞層 (PH)の

圧縮が観察された｡Wtマウスの肥大化軟骨細胞層 (H)は比較

的規則的でcolumn形成が見られるのに対し,Tgマウスでは軟

骨細胞を入れる軟骨小腔の形と配列が不ぞろいで,かつ一般に

肥大化傾向が強かった｡R,静止軟骨細胞層には明らかな形態の

変化はなかった｡

一方,それより1日早い胎齢 15日の蝶形骨頭蓋底部

と後頭骨部頭蓋底部の骨化開始領域では,広範囲で軟

骨細胞肥大化とその周囲にbonecollarの形成が開始さ

れる｡この時点で頭蓋底の前後径にはWtとTgの間で

後で見 られるような明瞭な差は認められなかった (図3

A,B)｡しかし,Tgマウスの頭蓋底組織は全般に上下的

な厚みが少なく,下垂体との相対的位置において蝶形骨

部骨化開始部位の後方位,後頭骨 bonecollar骨化開始

部位の前方位 (図3C,D)が特徴として観察された｡こ

れらの所見はTgマウスの胎仔頭蓋底を構成する要素の

媛小化が軟骨頭蓋の化骨開始以後に加速的に進行する事

を示唆している｡ 軟骨周囲に沿って起こる骨芽細胞分化

の開始はWtとTgで同じく増殖軟骨細胞層表面にエオ

ジン好染性細胞の集積 として観察され (図3C,D),こ
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れ らにアルカリフォスフアタ-ゼ (ALP)酵素活性が

確認 された (図4A,B)｡しか し,後頭骨領域の bone

collar形成はTgマウスにおいて進行 してお り (図3B,

D),骨化にいたる軟骨最終分化か ら骨芽細胞の分化過

程は導入FdT2W cF23rJR 発現により加速されることを示 し

ていた｡このようにFgfT2m cJqEiWの発現がない骨芽細胞

にみ られる分化促進は軟骨細胞に引き起こされた分化克

進に随伴 した2次的なものであると考えられた｡

壷墓 ≡ ≡ 三

':蛋 一･鴨 痢届蒜≡

㌦ P ~̀ しノ

図3.胎齢 15日Wtマウス胎仔 (AおよびC),Tgマウス

胎仔 (BおよびD)の頭蓋底矢状断切片｡

CおよびDにそれぞれAおよびBの後頭骨前部 (0)の拡大像

を示す｡全般にTgマウスの頭蓋底骨格はWtのそれに比べて

厚みが少ない｡Tgマウスの蝶形一後頭軟骨縫合 (S-0)は増殖
軟骨細胞層においてややくびれ.その表面よりエオジン好性の

骨芽細胞の増生が認められた (D,黒矢印)｡Tgマウス胎仔後

頭骨 (0)領域では肥大化軟骨細胞の外表層にWtマウスに比

べて進行した骨基質形成と血管の侵入からなるbonecollarの形

成が確認できる (D,黒矢演)｡Pi:下垂体,S:蝶形骨領域｡

亡､..'さ､､:.､･･◆ヽ11_､L-._･
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図4.胎齢15日頭蓋底矢状断切片のアルカリフォスフアタ-

ゼ (ALP)酵素組織染色｡

下垂体 (Pi)との相対的位置関係においてTgマウス (B)にお

けるALP活性陽性細胞の出現は前位にあるが,ALP陽性細胞

群の出現とその下にある軟骨細胞の分化段階の位置関係はWt
マウスとTgマウス間に明確な違いは見出せなかった｡

Pi:下垂体,S-0:蝶形 -後頭軟骨縫合,0:後頭骨領域｡

2.レーザ-マイクロダイセクション (LMD)

胎仔の頭蓋底軟骨は静止軟骨細胞層,増殖軟骨細胞層,

肥大化軟骨細胞層の境界が出生後の軟骨に比べて不明瞭

である (図5A,B)｡ 特に増殖軟骨細胞層は正確な境界

の設定は難 しい場合があった｡そこでLMDによる選択
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的切出しは識別が容易な静止軟骨細胞層 と肥大化軟骨細

胞層で行った (図5C,D)｡LMDの形態学的判断基準 と

して,密に配列 した領域を静止軟骨細胞層, トルイジン

ブルー染色で異染性を示す肥大 した細胞領域を肥大化軟

骨細胞層 として採取 した｡低品質の RNAの使用を避け

るため二つの軟骨分化層か ら抽出したtotalRNAはキヤ

ピラリー電気泳動を用いて質的な検定を行った｡抽出し

たtotalRNAはいずれの場合 も28S-ribosomalRNAの

ピークに軽度低下を生 じたが,28Sと18Sの明瞭な2つ

のピークが確認できるtotalRNAを用いた (図5E)0

｢√ ｢~~ --

HypertrophjczoneL
ーこ._

図5.レーザーマイクロダイセクション (LMD)による軟

骨細胞切 り出しの所見を示す｡

AとC:静止軟骨細胞のLMD所見,BとD:肥大化軟骨細胞の

LMD時所見｡

E:それぞれ静止軟骨細胞,肥大化軟骨細胞から抽出したtotal
RNAのキヤピラリー電気泳動所見｡18S.28Sはそれぞれ18Sお

よび28S-ribosomalRNAのピークを示している｡

3.定量的 リアルタイム PCR(qRT-PCR)による遺伝

子発現解析

採取 された細胞集団の均一性 と得 られたcDNAの品

質を確認するために,type2collagen(Coj231) の遺伝

子発現を定量 した｡軟骨器質を構成するCoj221は,形

態的に静止軟骨細胞 としてLMDされた細胞群に発現 し

てお り,一方で肥大化軟骨細胞 としてLMDされた細胞

群においてはわずかな発現が検出されるのみだった (図

6A)｡逆にAlp遺伝子の発現は肥大化軟骨細胞層で認

め られ,静止軟骨細胞 においては軽微 な発現が検出さ

れたのみだった (図 7D)｡これらの遺伝子はWtとTg

マウスにおいて発現のレベルは同等の レベルであった｡

マーカー遺伝子の明確な発現の分離は形態学的所見に基

づ く軟骨細胞分化層のLMDが的確に行われたことを分

子マーカーレベルで示唆 した｡

マウス胎仔骨格における内因性FgfT2遺伝子発現は従

来のⅠnsituhybridizationによる観察で,軟骨膜から比

較的未分化な軟骨細胞,強い発現は骨芽細胞において検
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出される｡本研究では導入遺伝子の発現様相を正確に把

適 し,実験結果の意義を正確に解釈するため,内因性と

導入Fd 2m c慨 貯遺伝子をあわせたEdT2遺伝子全転写

物の検札 加えて導入Fd7:2m cP劫貯遺伝子のみの特異的

検出をqRT-PCRで行った｡Wtマウスの内因性 Fgfr2

遺伝子発現は静止軟骨細胞層,肥大化軟骨細胞層の両方

で,それぞれおよそ2:1の比で検出された (図613)0

同様にTgマウスにおいては静止軟骨細胞層,肥大化軟

骨細胞層のいずれにおいてもWtの約3倍量のFgfT2遺

伝子発現が検出された｡これは内因性EdT:2遺伝子発現

に比べて2倍程度の外因性FgfT2m c雌 好の付加的発現

が遺伝子導入によりもたらされたことを示唆している｡

Co戯 1プロモーター/エンハンサーにより制御された

外因性導入FgfT2m cR拡肝 転写産物を特異的に定量検出し

た結果では,図6Bの全FgfT:2発現定量結果で予想され

たことに一致し,静止軟骨細胞と肥大化軟骨細胞におい

ておよそ2:1の割合でFgfz:2W c慨 好発現検出された(図

6C)｡これらの解析から,外因性のFgln2m cP-'EfRの軟

骨組織内での発現が量的には内因性のFgfr2の2倍程度
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図6.LMD/qRT-PCR遺伝子発現定量結果｡

A:Canal, B:内因性および外因性のFgfr2両者の給体とし

ての発現レベルを表す｡静止および肥大化軟骨細胞の両者でTg
マウスがWtの約3倍の発現レベルを示した.C:導入Fgfz:2m
c月綻肝遺伝子発現を特異的に検出するプライマーで導入遺伝子発

現のみを選択的に定量検出した｡したがってWtマウスでは検

出されない｡導入Egfn2mc戯 肝遺伝子の静止および肥大化軟骨

細胞間の発現比率はCに示されたWtにおける内因性FgIL2の
それに類似していた｡エラーバー:1SD.

あり,軟骨組織内での発現パターンも内因性のそれに近

似していることが示された｡

RuDXfMCb{al遺伝子発現はWtマウスの頭蓋底では主

に肥大化軟骨細胞に検出され,静止軟骨細胞においては

低いレベルで発現が検出されたO外因性の変異Fgfz:2W

cp･955Rの付加的な発現を伴うTgマウス頭蓋底において,

静止軟骨細胞と肥大化軟骨細胞の両者にRunx2/Cbfal

遺伝子発現の検出レベルに増加傾向が認められた (図7

A)0

ID血 血dgehog伽 )は軟骨細胞の分化後期に関与

し軟骨細胞の肥大化前期に限局して発現することから,

分化過程での肥大化のマーカーとして用いることができ

る. Wtマウスにおいては肥大化軟骨細胞にLhj5発琴が

検出されたが,静止軟骨細胞では発現はほとんど検出さ

れなかったoTgマウスにおけるZAA発現には明らかな

検出レベルの上昇が認められた｡Tgマウスの肥大化軟
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図7.LMD/qRT-PCR遺伝子発現定量結果｡

A:Cblal/RunxZ, B:1u, C:Mmp-13, D:A/P. いず

れも肥大化軟骨細胞層において主な検出が認められ,A/Pを除

きTgマウスの頭蓋底軟骨でより強い発現が認められた｡エラー
バーはlSDを示す｡
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骨細胞層ではWtに対 し約 2.5倍の検出量を示 し,静止

軟骨細胞でも低レベルであるがnlJ5の上昇が検出された

(図7B)0

MatTlkmetanopITOtelhase13 (Mmpl13) は軟骨内化

骨の過程において軟骨基質分解に関与し,軟骨の肥大化

から骨化に向かう軟骨細胞の分子マーカーとして捉える

ことができる｡ Mmp-13は肥大化層に限局した発現を示

し,Tgマウス肥大化軟骨細胞において明瞭な検出レベ

ル上昇が認められた (図7C)｡

アルカリフォスフアクーゼ (AJp) は骨芽細胞のマー

カーとして用いられるが,骨化に先立つ肥大化軟骨細胞

においても酵素活性が認められる｡A/P遺伝子発現解析

では,WtとTgマウスの肥大化軟骨細胞において発現

が検出されたが,外因性のFgfT2mcP-95JR遺伝子発現に伴

う発現傾向の変化は認められなかった (図7D)｡

考 察

この研究で,私たちはFGFR2シグナリングが胎仔頭

蓋底の軟骨細胞の分化と骨形成に与える影響について

形態学的観察と共にマーカー遺伝子の発現レベル解析を

行った｡ 変異FgfT2mcP255R遺伝子導入による軟骨細胞内

のFGFR2シグナリング活性化はRuDx2yCbfalの転写

量に促進的に作用 した｡それに伴い,Runx2/Cbfal発

現レベルにより発現に変動を生ずることが知られている

Ihh16)とMmpl1317)遺伝子に明確な発現上昇が確認され

た｡軟骨量の減少と内軟骨性骨化の加速を示した組織学

的所見とともに考えると,FGFR2シグナリングが軟骨

性成長の抑制と内軟骨性骨化の克進を通じて,内軟骨性

の骨格形成に依存する頭蓋底の成長に抑制的な調節作用

を有することが示唆された (図8)0

⊂=E
Hypertrophiczone Restingzone

FGFR2activation

Runx2 T

的わ iLi

Mmpl13 II

AIp .

Runx2 T

J仙 †
CoJ2∂7ー

図8.FGFR2シグナリング活性化がもたらす遺伝子発現の

変化
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組織学的所見はFgTr:2mcP253f7発現に伴う内軟骨性化骨

過程の促進傾向を示唆 している :組織学的観察では胎

齢 16日胎仔頭蓋の蝶形骨体部および後頭骨の骨化開始

領域がTgマウスでは明らかに小さく,この時点で頭蓋

底の骨格構成要素に壊小傾向がすでに存在することが示

された｡さらに骨化の進行と並行して進む頭蓋底の内軟

骨性成長の源である蝶形骨間,蝶形一後頭骨間などの軟

骨縫合において静止軟骨細胞層の縮小とともに内軟骨性

骨化の克進所見が観察された｡これら一連の軟骨の発生

および成長の変化は軟骨細胞自体の増殖活性の低下,あ

るいは軟骨分化の加速による軟骨成長領域の縮小に起因

することが考えられる｡●S-0縫合正中領域にみられる静

止軟骨細胞の退縮がいずれに起因しているかを確定する

ことは難しいが,同腹のWtに比べてTgマウス胎仔の

S-0縫合の静止軟骨細胞層が矢状断切片像ですでに上下

的に薄い事実は軟骨細胞の増殖活性自体の低下を支持

する所見である｡ 実際に,Fgf12mcのgain-of-function

mutation(C342Y)を用いたgenetargetingの結果で

は,胎齢 14.5日の胎仔 S-0軟骨縫合において軟骨細胞

のBrdU標識数の顕著な減少が示されている 14)0 Tgマ

ウス胎仔において観察された増殖軟骨細胞層の拡大傾向

は静止軟骨細胞層からの分化勾配の急化が静止軟骨細胞

減少の一因である可能性を示している｡ 隣接する前肥大

化軟骨細胞層はWtマウスにおいては2から3細胞層で

あるのに対しTgマウスでは1から2細胞層へ圧縮傾向

がみとめられた｡それに続く肥大化軟骨細胞層の幅自体

に明確な違いを指摘できなが,Tgマウスの肥大化軟骨

細胞層の単位面積あたりの細胞数はWtマウス胎仔にく

らべて平均 26%の減少が見られた｡これらの組織像所

見に加えて,内軟骨性化骨の開始以降に頭蓋底の接小化

が顕著化する事実は軟骨細胞肥大化と骨化の過程にも変

異FgfT2mcP251R遺伝子発現が促進的な調節作用を及ぼす

可能性を示している｡

骨化開始時の蝶形骨領域の縮小について,その他に考

えられる原因としてFGFR2シグナリングによる軟骨細

胞の細胞死の増加による細胞数の減少があげられる｡し

かし私たちが行ったTUNEL標識では胎齢 15日胎仔の

頭蓋底軟骨細胞のアポ トーシスはWt,Tgマウスとも

にほとんど検出されなかった (データ非表示)｡これら

を勘案すると,組織学的所見からFgfT2mCR2Dr5〝発現によ

るFGFR2シグナリング活性化は頭蓋底軟骨剥朋包の増殖

と分化の両面において,それぞれ抑制的と促進的な作用

を有することが考えられる｡

遺伝子発現解析はFglr2mcF253j7遺伝子発現による軟骨

細胞分化促進を示唆 した :FGFR2のS252W あるいは

P253R変異はレセプター分子のライガンドに対する親和

性と特異性に変化をもたらす 8･18)｡発生や成長過程にお
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いては精敵に制御されたFGF分子 とそのレセプター分

子の組織内発現パターンが重要な調節的役割を果たすと

考えられている｡それらの発現パターンや親和性の変化

によって引き起こされるライガンドー受容体間の相互関

係の乱れは,発生および成長過程におけるFGFR2シグ

ナリングの活性化に強度的,時間的あるいは位置的異常

をもたらし,これが Apert症候群などの患者に見られる

骨格その他の複雑な異常を生ずると考えられる11)｡これ

までおもに骨芽細胞系におけるFGFR2シグナリングの

作用が着 日され研究がなされてきた｡しかし,FGFR2

遺伝子変異に起因する早期頭蓋縫合癒合症候群において

は臨床的に無視できない主に頭蓋の内軟骨性発生と成長

の異常が存在している12･19㌔ 近年のFgfz:2遺伝子 gene

targetingによる分子機能解析においではFGFR2シグ

ナリングが骨芽細胞の増殖と分化に促進的に作用するこ

とが示されている｡同時にこれらの研究において,顔

蓋底軟骨縫合の早期癒合を含む軟骨組織の異常につい

ても指摘がなされた 13-15)｡従来のⅠnsituhybridization

(ISH)による検出において骨格系では骨芽細胞 と未分

化な軟骨系細胞にFdz:2の発現が主に認められ,分化 し

た軟骨細胞では微少な発現のみが提示されている｡しか

し,私たちのLMD/qRT-PCR解析では内因性Fglz:2発

現が軟骨内で安定して検出されたことに加えて,いくつ

かのFdT2genetargeting実験において示された軟骨組

織の異常と考え合わせると,軟骨性の発生と発育に依存

する頭蓋底においてFGFR2シグナリング異常活性化が

Apert症候群の病態形成に重要な役割を有する可能性を

想起できるであろう｡

本研究では骨,軟骨系細胞で機能するいくつかの遺伝

子発現の変動の局面から導入したFdTCDcFBE}R発現によ

るFGFR2シグナリング活性化が頭蓋底軟骨に及ぼす影

響を検討 した｡RLZDEL/Cbfalは末分イヒな骨芽細胞およ

び軟骨細胞の分化に対して促進的作用を有し,骨格の形

成において基本的な転写因子である｡ その軟骨細胞にお

ける機能は軟骨細胞の肥大化から軟骨内化骨に及ぶプロ

セスに関与しているとされる20-22)｡ 骨芽細胞に比べ軟骨

細胞では発現が微弱であるが,LMD/qRT-PCR解析に

よると静止軟骨細胞,肥大化軟骨細胞の両者で脚

cjLPL7IRW発現に伴うRuDEかCbfal発現の変化を明確に検出

することができた｡RU17x2/Cbf31は軟骨組織内では肥

大化軟骨細胞での発現が主であるが,FGFR2シグナリ

ングの活性化に伴い静止軟骨細胞層においても発現の増

加が誘発 された｡WtおよびTgマウスの頭蓋底の軟骨

と内軟骨性骨化の変化および遺伝子発現レベルの推移か

ら,Tgマウスの頭蓋底軟骨細胞は肥大化に向かう分化

勾配の急化を内包することが予想される｡組織学的所見

で示されたTgマウスにおける静止軟骨細胞層の退縮と

骨化の克進所見がこれを反映するといえるであろう｡ 過

まのgenetargetingによるFdz:2mcのloss-of-function

あるいはgain-of-functionmutationによって,骨芽細胞

を含む骨組織のRunx2yCbfal発現がそれぞれ減少と増

加を結束することが確認されている 13･14)｡これらの結果

と一致 して,私たちのデータはFGFR2シグナリング活

性化が軟骨細胞においてもRuDE2/Cbfal発現克進に作

用することを示すものである｡

JjZJ5は主に前肥大化層において発現 し,PTHrPを介

して軟骨細胞の肥大化を抑制する｡ このIhhによる分化

制御は増殖能を有する肥大化前の分化段階にある細胞の

維持と供給にかかわると考えられている23･24).IAA遺伝

子上の制御領域には複数のRunx結合部位が予測され,

invitro系のプロモーター解析によってもRuDEfMCblal

発現による顕著な戯 発現の先進が確認されている｡同

様にGenetargeting実験においてもRunxファミリー

遺伝子発現によるノ冶A発現の誘導が示 されてお り,軟

骨細胞の増殖と成熟におけるこれ らの分子間の機能に

よる制御が予想 されている16)｡本研究においてFgfT2

mc雌 肝発現に伴い Tgマウス頭蓋底軟骨に検出された

RuDx2/Cbfal発現の克進とIAA遺伝子発現量の増加が

同一の相互作用に起因する可能性がある｡Tgマウスに

おいて観察された頭蓋底軟骨の組織像所見と共に考え合

わせると,戯 遺伝子発現の検出量増加はRunx2̂Cb(a)

機能克進によって肥大化-向かう軟骨細胞の分化勾配の

急化に伴うIAA発現細胞数の割合の増加によるもの,あ

るいはRuD滋乙/m falによるIAA遺伝子に付する直接的

な転写誘導作用を反映しているものとも考えられる｡

軟骨発生過程においてMmp-13は軟骨細胞肥大化に

伴い発現が観察される｡MMP-13は軟骨細胞肥大化に

際してMMP-2による活性化を経ることによって軟骨基

質の分解 とそれに続 く骨化過程において役割を有する

と考えられている25)0Mmp-13プロモーター上のCbfa

結合モチーフへの Cbfalの直接的作用が骨芽細胞 と軟

骨細胞においてMMP-13の誘導に関わることがinvitro

解析系で示されている. さらにCbfal~/~マウス胎仔の

軟骨肥大化に伴 うMmp-13発現の消失 と共に,成熟 し

た骨芽細胞の分化が阻害される事実はRuDx2/Cbfalが

Mmp-13発現を介して内軟骨性の骨組織形成過程に影響

することの証である17)｡一方でFGF2添加による軟骨系あ

るいは骨芽細胞系の細胞におけるMmp-13の顕著な発現誘

導についてもいくつかの研究で示されている26･27)｡これら

のことを考え合わせると,本研究の遺伝子発現解析の

結果で示されたTgマウスの軟骨組織におけるRuDg2/′

CblalおよびMmp-13遺伝子発現 レベル先進はFgfT2M

c既 訳発現によるFGFR2シグナリング活性化がRuD∬£//

CbfBlを介 して軟骨最終分化の過程におけるMMP-13

の機能に促進的な変化をもたらしたことを示 していると

考えられる｡
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関 雪絵 ほか

結語

導入FglT2m cFIP53R発現によりもたらされる胎仔頭蓋

軟骨内におけるFGFR2シグナリングの活性化は軟骨細

胞の分化秩序を破綻させるまでにいたらなかったが,そ

の過程を修飾することによって頭蓋顔面の発育に比較

的顕著な形態異常をもたらした｡これらの所見は軟骨

細胞におけるFGFR2シグナリング活性化が軟骨細胞の

分化過程に決定的な影響を及ぼすものでなく,軟骨分化

過程への比較的穏やかな修飾を通 じて骨組織形成,特

に頭蓋の形態形成と発育に症状としては顕著な影響を及

ぼすことを示している｡ 今回,Fglz:2mc悠 肝 発現により

検出された分子機能の変化のなかでもっとも上流に位置

するものと考えられるRunEfVCbfalの発現レベル変動

は静止軟骨細胞層と肥大化軟骨細胞層の両者で観察さ

れ,FGFR2シグナリングが軟骨細胞の広い分化段階で

RLm滋シでbf31の機能を介 して影響を及ぼす可能性が提

示された｡結論として,従来の研究で示されてきた骨芽

細胞に対する作用と共に考えあわせると,FGFR2シグ

ナリングが骨芽細胞系 と軟骨細胞系の分化を統合的に調

節することによって,骨格形成,なかでも頭蓋顔面の形

態形成と発育において重要な役割を担っていることが示

唆された｡
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