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研究成果の概要（和文）：　思春期特発性側彎症（AIS）は思春期に発症する原因不明の疾患である。本研究で
は、全ゲノム相関解析（GWAS）により発見された遺伝子のひとつであるGPR126の脊椎の形成、成長における機能
解析を行い、以下の結果を得た。
1)軟骨様細胞株、iPS細胞等を用い、細胞レベルで、軟骨分化、脊椎発生における脊椎形成関連遺伝子の機能を
明らかにした。2)マウスの成長過程の脊椎におけるGpr126の発現解析を行い、遺伝子発現の部位、時期などを個
体レベルで明らかにした。3)タモキシフェン誘導性遺伝子改変システムを用いて、時期および軟骨特異的に
Gpr126をノックアウトしたcKOマウスを作製した。

研究成果の概要（英文）：　Adolescent Idiopathic Scoliosis（AIS）is a very common disease with a 
prevalence of 2-4% all over the world. Its treatment is a global medical and medico-social problem; 
however, its etiology and pathogenesis remain mostly unclarified. 
In this study, we investigated GPR126（G-protein-coupled receptor 126）, one of the GWAS-identified 
gene in vitro and in vivo. We have clarified the function of genes involved in formation and 
development of the spine at the cell level using iPS cells, etc. We have also clarified special and 
temporal expression profiles of Gpr126 during the development of the spine in mouse. By using a 
tamoxifen-induced system, we have established a Gpr126 conditional knock-out mouse（Sox9-CreERT2;
Gpr126fl/fl）, which would be a good tool of AIS genetic studies.

研究分野： 疾患遺伝学、医学遺伝学、ゲノム医科学

キーワード： 側彎　思春期特発性側弯症　GWAS　GPR126　多因子遺伝病　ゲノム解析　分子病態　ノックアウトマウ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　AISは原因不明の難病で、全世界で、人口の2-4%に発症するcommon diseaseであり、その病因の解明、効果的
な治療法の開発は、世界の医療、医療経済上の大きな課題となっている。しかし、その病因、病態は、ほとんど
不明である。先にGWASによりいくつかの原因遺伝子が同定されたが、AISの分子病態の解明には繋がっていな
い。本研究は、GWASにより発見された遺伝子のひとつであるGPR126を突破口に、脊椎の形成、成長における遺伝
子機能の解析を通じて、AISの分子病態を解明した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

思春期特発性側弯症（Adolescent Idiopathic Scoliosis: AIS）は思春期に発症・進行する原

因不明の疾患である。全世界で、人口の 2-4%に発症する common disease で、その病因の解明、

効果的な治療法の開発は、世界の医療、医療経済上の大きな課題となっている。AIS は遺伝因子

と環境因子の相互作用により発症する多因子疾患と考えられている。これまで、世界中の研究グ

ループがさまざまな手法を用いて AIS の遺伝因子の探索を行ってきたが、明らかな原因遺伝子

（疾患感受性遺伝子）の同定には至らなかった。 

申請者の所属する研究室では、日本全国の側弯症の専門医の集団、日本側弯症臨床学術研究グ

ループと共に収集した約 1,500 例の AIS 患者サンプルを用いて、GWAS を行い、世界に先駆けて

AIS の疾患感受性遺伝子の同定に成功した（Takahashi et al. Nat Genet 2011）。次いで、規模

を拡大した GWAS により G-protein-coupled receptor 126（GPR126）、Basonuclin 2（BNC2）の

同定にも成功している。しかし、その後の機能解析が十分でないため疾患感受性遺伝子から AIS

発症に至るメカニズムは依然として不明であった。 

 

２．研究の目的 

AIS の疾患感受性遺伝子のひとつ、GPR126 の機能を明らかにする。Gpr126 の脊椎の形成、成

長、発達における機能を明らかにし、AIS の分子病態を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞レベルで、軟骨分化における GPR126 の機能を明らかにする。ヒト軟骨細胞様細胞

（OUMS-27 細胞または HCS2/8 細胞）、マウス由来の軟骨前駆細胞（ATDC5 細胞）等の培養細胞

株を用いる。各細胞での発現、分化誘導下の GPR126 発現 profile は確認済み。GPR126 の発現

制御解析により、軟骨における GPR126 の機能を明らかにする。発現ベクターを用いた GPR126

の一過性過剰発現、siRNA による GPR126 の一過性ノックダウン、およびレンチウイルス発現シ

ステムを利用した GPR126 安定発現細胞株・安定的ノックダウン細胞株を作製し、GPR126 の発

現制御による軟骨分化マーカー遺伝子の発現変化をリアルタイム PCR システムで解析する。

GPR126 cDNA のクローニング、GPR126 発現ベクターの作製は完了している。軟骨細胞は遺伝子

導入効率が悪いため、まず導入条件の至適化を行い、導入法を確立する。遺伝子導入法として

は、ポリマーや脂質ベースのトランスフェクション試薬、4D-Nucleofector システム（現有機

器）を用いたエレクトロポレーション法の検討を行う。確立した条件で、GPR126 の強制発現お

よびノックダウンを行い、一過性の発現制御による機能解析を行う。 

 

(2) マウスの成長過程の脊椎における Gpr126 の発現解析を行い、遺伝子発現の部位、時期な

どを個体レベルで明らかにする。AIS は思春期特異的に発症、進展する脊椎疾患である。よっ

て、成長過程における脊椎での発現パターンを理解することが重要である。in situ 

hybridization 法と免疫組織染色法を用いて、新生児期～成人期マウスの脊椎、及びその周辺

組織における発現を解析する。 

 

(3) タモキシフェン誘導性遺伝子改変システムを用いて、時期および軟骨特異的に Gpr126 を

ノックアウトした cKO マウス（Sox9-CreERT2;Gpr126fl/fl マウスおよび Col2a1-CreERT;Gpr126fl/fl

マウス）を作製する。作製した Gpr126 cKO マウスの表現型解析、組織学的解析により、マウ

スの発生・成長過程の脊椎における Gpr126 の機能、側弯の発生メカニズムを明らかにする。

タモキシフェン誘導性 Gpr126 cKO マウスの作製には、変異エストロゲンレセプター（CreERT、

CreERT2 等）を用いた Cre 組換え酵素誘導システムを用いる。本システムは、タモキシフェン

投与下でのみ DNA 組換え酵素 Cre が働き、loxP 配列部位で組換えを起こす特異的な組換え反

応を利用した遺伝子組換えシステムである。既に、Gpr126 遺伝子破壊のターゲティングベクタ

ーを構築した。ES 細胞を用いた相同組換え法による Gpr126 キメラマウスを作製しこれとキメ

ラマウスと野生型マウスを交配し、ヘテロマウスを作製する。 



４．研究成果 

 GPR126 発現レンチウイルスベクター、shRNA 発現レンチウイルスベクターを作製した。作製し
たレンチウイルスベクターをヒト軟骨細胞様細胞株に導入し、GPR126 安定発現細胞株および安
定的ノックダウン細胞株を取得した。取得した各細胞株を用いて、軟骨分化マーカー遺伝子の発
現変化をリアルタイム PCR システムで解析した。 
時期および軟骨特異的に Gpr126 をノックアウトするため、軟骨分化のマスターレギュレータ

ーである Sox9 のトランスジェニックマウス（Sox9-CreERT2マウス）と交配させ、タモキシフェ
ン誘導性 Gpr126 cKO マウス（Sox9-CreERT2;Gpr126fl/flマウス）を作製した。作製した Gpr126 cKO
マウスを用いてタモキシフェンの投与方法に対する予備実験を行い、タモキシフェンの至適投
与条件を決定した。 
 胎 生 期 ～ 思 春 期 に か け て タ モ キ シ フ ェ ン を 投 与 し た Gpr126 cKO マ ウ ス
（Sox9-CreERT2;Gpr126fl/flマウス）を順次作製した。各時期について、表現型の確認や組織学的
解析を行なった。側彎の表現型が見られた Gpr126 cKO マウスに対しては、コントロールマウ
スとともに脊椎から RNA を抽出し、リアルタイム PCR システムを用いて軟骨の分化マーカー遺
伝子（Col2a1、Agc1、Col10a1 等）の発現を比較した。 
 各時期の全身骨格と脊椎の組織切片を作製し、Alcian blue、アリザリンレッド等の染色法

を用いて骨・軟骨形成を検討した。in situ hybridization や免疫組織染色により、脊椎での

AIS 関連遺伝子群の発現を調べた。 
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