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研究成果の概要（和文）：脊柱靭帯骨化症の病態に関与する後天的素因の解析を目的として、エピジェネティク
ス修飾について検討した。後縦靭帯骨化（OPLL）由来の培養細胞を実験対象とし、網羅的DNAメチル化解析を行
った結果、対照群と比較してOPLL群では468,119のプローブが抽出され、648プローブ（0.14 %）が有意であっ
た。これらは60.5 %が過剰メチル化、39.5 %が脱メチル化を生じていた。染色体別の解析では、1-22染色体の
各々においてプローブの有意な発現差は認めなかった。これらの結果から、OPLL/OLFの病態にエピジェネティク
ス修飾であるDNAメチル化が関与していることが示された。

研究成果の概要（英文）：Ossification of the posterior longitudinal ligament (OPLL) can cause serious
 complications in the spinal cord. Therefore, a new approach is required for preventing ossification
 because the available treatments are limited. To clarify the roles of epigenetics in pathogenesis 
of OPLL, we examined the DNA methylation array in cultured cells derived from harvested tissues 
during surgery. DNA methylation array revealed 468,119 probes, and 648 probes were significant with 
p<0.01 and methylation differentiation>25%. These methylated probes, including positive methylation 
of 392 and negative methylation of 256, targeted the genes of collagen, proteoglycans, cytokines, or
 transcriptional factors associated with the progression of the ossified plaque or variation of 
ossified formation. These results suggested that DNA methylation impact the diversity of 
ossification and play an important role in cell differentiation in the OPLL.

研究分野：整形外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊柱靱帯骨化症は進行性かつ重篤な脊髄症状を生じうる疾患であるが、現在有効な治療法は神経症状を緩和・改
善させる投薬、リハビリテーション、脊髄の圧迫を除去する外科的治療といった対症療法に限られている。エピ
ジェネティクス修飾は、環境刺激により変化した遺伝情報の活性状態を記録、伝達、維持するための染色体領域
の構造適応として定義され、DNAの1次構造に影響を与えずに遺伝子発現を変化させるものであり、さまざまな環
境要因により後天的に引き起こされる。疾患の成立に後天的素因が関与すると考えられる本症において、本研究
の結果はエピジェネティクス修飾を標的とした新しい治療法の開発に有用な知見をもたらすと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 
脊柱靭帯骨化症（後縦靭帯骨化症: OPLL、黄色靭帯骨化症: OLF）は脊柱管内に占拠性の異所
性骨化を形成するため、進行性かつ重篤な脊髄症を生じうる疾患である。本症の病態には加齢に
よる退行性変化、代謝異常、生活環境素因など種々の因子が関与しており、特にコラーゲン遺伝
子の発現異常 1) や発症に関連するゲノム領域の SNP の存在 2) といった遺伝的素因は重要な役割
を果たすことが報告されている。しかし、骨化巣の抑制、縮小をもたらすような革新的治療法の
開発には至っていないのが現状であり、さらなる基礎研究の充実と知見の蓄積が重要と考えら
れる。 
脊柱靭帯骨化の骨化形式は病理学的に内軟骨性骨化に準じており、骨化巣に近接して線維軟
骨層、石灰化前線、石灰化軟骨層、骨層からなる層状構造の骨化前線が存在する。我々のこれま
での研究において、ヒト OPLL/OLF の骨化前線は骨化の拡大に応じて、靭帯基質は弾性線維が断
裂、消失して広範な線維化を生じ、石灰化前線の周囲には軟骨細胞が集簇し、さらには新生血管
形成とそれに伴う間葉系細胞の流入が生じることを観察した 3)。この結果から、骨化前線におけ
る細胞分化の調節構造は本症の病態に関わる重要な Key point と考えられる（図 1, 2）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
平成 22-23 年度（若手研究 B）、平成 25-26 年度（若手研究 B）の科研費では、OPLL/OLF 由来
の培養細胞を用いて実験を行い、この培養細胞は基盤として Runx signaling、Wnt signaling に
代表される骨芽細胞分化を誘導するシグナルの発現が高値であり、さらに培養細胞に力学的負
荷を加えると、これらのシグナルが過剰発現することが観察できた 4)。このことは細胞分化の恒
常性を破綻させ、骨芽細胞の分化を促進することが考えられた。また、平成 27-29 年度（基盤研
究 C）、平成 30-32 年度（基盤研究 C）ではサイトカイン解析、網羅的 microRNA（miRNA）解析お
よびプロテオミクス解析を行った。網羅的サイトカイン解析の結果、OPLL 由来培養細胞ではサ
イトカインの発現プロファイルに変化がみられ、特に IL-6 の発現が高値となっていた（図 3）。
IL-6 を培養細胞に負荷することで、Runx2、Sox9 といった転写因子の発現が亢進したことから、
炎症性サイトカインが OPLL の病態に関与することを示すことができた。また、網羅的 miRNA 解
析では 12 種の miRNA が OPLL に有意に発現しており、miRNA が標的とするタンパク質の発現を骨
化靭帯基質において観察することができた。このことから、OPLL の内在性幹細胞は骨形成能が
基盤として高く、細胞分化のシグナル制御機構として miRNA が関与することが考えられた 5, 6)。
プロテオミクスからは 4353 種のタンパク質が抽出され、骨化進展および骨化形態に関与するタ
ンパク質を示すことができ、これらのタンパク質の多くは OPLL に特異的な miRNA の標的因子と
なっていたが、他方では miRNA とタンパク質発現の相関性が不明なものも存在していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの研究結果は OPLL の病態解析に重要な知見と考えるが、未だに骨化前線の細胞分化機
構には多くの不明な点が残されている。OPLL には糖尿病、脂質異常といった代謝異常や、肥満、
喫煙などの環境因子も病態に関与することが指摘されており、特有のエピジェネティクス修飾
が存在する可能性がある。本研究は、特に OPLL の骨化形態や局在性といった個体差に関する新
たな知見をもたらすと考えている。 
 
 



２．研究の目的 
本研究の目的は、脊柱靭帯骨化に特異的なエピジェネティクス修飾を同定し、その標的遺伝子
の発現プロファイルの変化を捉えることであり、エピジェネティクス修飾を治療標的とした新
しい”骨化抑制療法”の開発に有用な知見をもたらすことが期待できる。 
エピジェネティクスは、環境刺激により変化した遺伝情報の活性状態を記録、伝達、維持する
ための染色体領域の構造適応として定義され、DNA の 1 次構造に影響を与えずに遺伝子発現を変
化させるものであり、さまざまな環境要因により後天的に引き起こされる。広義のエピジェネテ
ィクス修飾には DNA メチル化、ヒストン修飾、miRNA による遺伝子発現制御が含まれ、発生、細
胞死、細胞増殖など様々な生物学的プロセスに関与しており、組織・細胞特異性と時空特異性を
有することが大きな特徴である。なかでも DNA メチル化は中心的な役割を果たしており、各個体
は組織特異的な DNA メチル化プロファイルを持ち、メチル化・脱メチル化による遺伝子転写の調
整機構によって、長期的かつ安定的な細胞表現型の記憶装置として機能している。近年の研究に
おいてがん、代謝性疾患、神経疾患、免疫疾患など様々な後天的疾患にエピジェネティクス修飾
が関与することが明らかとなり、新しい治療標的として非常に注目されている領域である。 
OPLL には遺伝的背景が存在するが、発症が中高年以降であること、喫煙、肥満、糖尿病が危
険因子であることなど後天的身体素因が疾患形成に深く関与しており、エピジェネティクス修
飾という新しい観点から OPLL における骨化メカニズムを解明しようとする点が本研究の独自性
であり、さらには骨増殖性疾患や骨代謝性疾患といった他研究領域に対しても、骨芽細胞分化の
制御機構に対するエピジェネティクス修飾に関する知見は、病態解析や治療標的の開発に有用
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験対象 
脊柱靱帯骨化症（OPLL 群: n=20, OLF 群: n=20）、非靱帯骨化疾患（頚椎症性脊髄症（CSM 群）: 
n=10）の手術時に採取した靭帯組織を対象とする。採取組織は FBS 添加 DMEM 培地下に Explant
法にて遊走させて培養細胞を作成する(図 4, 5)。また組織の一部は 0.05N EDTA にて脱灰後に薄
切標本を作製し、組織学的、免疫組織化学的検討に用いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 実験方法 
・組織学的検討 
EDTA にて脱灰した組織標本に対して、HE、Elastica van Gieson、Safranin O 染色による組織
学的観察を行う。ABC 法による免疫組織化学染色により、対象因子の発現局在を観察する。 
 
・DNA メチル化解析 
培養細胞から DNA を抽出、バイサルファイト処理を行った後に DNA の全ゲノム増幅と断片化
処理を行う。EPIC ビーズアレイとのハイブリダイゼーションを行い、ポリメラーゼ伸長反応に
よる蛍光標識ヌクレオチドを付加する。iScan によりスキャング、データ解析を行う。 
 
・網羅的 miRNA プロファイリング 
培養靭帯細胞から total RNA を抽出し、total RNA 1μg と Hy3/Hy5 ラベリングを混合し、
hybridization、scanning したのち、dChip によるデータ解析をおこなう。現在、miRBase に登
録されているヒト miRNA は約 1500 個であり、data base を参考にデータ解析を行う。網羅的に
発現が亢進もしくは抑制されている miRNA を半定量的に計測し、false discovery rate (FDR) 
<0.05 を満たすものを統計学的有意な miRNA とする。 
 
・網羅的プロテオーム解析（プロテオミクス） 
ホモジナイズ、超音波処理にてタンパク質を抽出し、SDS-PAGE、2 次元電気泳動によりタンパ
ク質を分離する。分離した各タンパク質のスポットを切り出し、ペプチド断片を作成する。質量
分析計にてペプチド断片の分子量を測定し、ゲノムデータとの比較にてタンパク質を同定する。 
 
 



(3) 倫理的配慮 
本研究は臨床検体および臨床情報などの個人情報を扱う。そのため本研究は世界医師会によ
る「ヘルシンキ宣言」および文部科学省・厚生労働省による「人を対象とする医学系研究に関す
る倫理指針」に準拠して行う。また、先行研究を含めて滋賀医科大学倫理審査委員会の承認を得
た上で研究を行っている。研究内容の変更に際しては、必要に応じて再審査、承認を得たうえで
研究を遂行する予定である。また本研究に伴う遺伝子組み換え実験に関しては委員会に諮り承
認を得ており、法令等を遵守して実施する。 
脊椎手術（頚椎、胸椎）を受ける患者及びその家族に対し、本研究の目的を十分に説明し書面
での同意を得られた場合にのみサンプルとして組織を使用する。本研究は手術時に採取した、通
常であれば破棄となる組織を使用するものであり、研究協力者に身体的苦痛や不利益を生じる
ものではないことを含め、研究の目的、内容についてわかりやすく説明を行う。個人データは外
部ネットワークに接続していない PC にて取り扱い、全て暗号、匿名化し、パスワード設定を行
った外部記憶装置に保管する。個人情報を使用する際には使用記録を作成し、データ解析には暗
号化ならびに匿名化を行った後のデータを使用し、個人情報と突合可能なデータは別途保管と
する。 
 
４．研究成果 
 培養細胞に対するサスペンションアレイの結果、OPLL は 8 種、OLF は 9 種の有意なサイトカ
インが挙げられ、両者に共通するのは IL-1、IL-6、FGF basic、TNF-の 4 種であった（図 6）。
また、網羅的 miRNA 解析の結果では、対照群と OPLL 群の比較において p<0.05 を満たす有意な
miRNA が 11 種挙げられた。Target Scan (https://www.targetscan.org/) を用いて標的遺伝子
について解析すると、IL-1 (miR-151a-5p, miR-23b-3p, miR-29c-3p, miR-137, miR-382-5p)、
IL-6 (miR-1260b, miR-152-3p, miR-23b-3p, miR-34a-5p) がそれぞれ相関していた（表 1）。
IL-1、IL-6 に代表される炎症性サイトカインは、靭帯基質のコラーゲン発現分布を変化させる
ことや、微小炎症反応は OPLL の疾患形成に関与することが指摘されている 7)。我々の研究の結
果では、OPLL 由来の培養細胞では IL-6 の発現が高値であり、さらに培養細胞に IL-6 を負荷す
ると骨芽細胞分化を誘導する転写因子の発現が有意に亢進していた 8)。炎症性サイトカインは、
靭帯基質の変性や骨芽細胞分化といった点で、脊柱靭帯の骨化過程に関与すると考えられ、サイ
トカインの発現には広義のエピジェネティクス修飾である miRNA が調節機構として作用してい
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
１次抗体として anti 5-hydroxy-methylated-cytosin（5-hmC）を用いた免疫組織化学染色の
結果、5-hmC の発現は線維軟骨層および石灰化軟骨層に存在する間葉系細胞、および細胞分化過
程にある未成熟な軟骨細胞に強陽性であった。これに対して、骨層に存在する骨芽細胞では 5-
hmC の発現は陰性であった。比較対照である CSM 群では、靱帯基質の変性を生じた部位の線維芽
細胞に弱陽性であった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 網羅的 DNA メチル化解析の結果、対照群と比較して OPLL 群では 468,119 のプローブが抽出さ
れ、p<0.01, methylation diff>25%を cut line とすると 648 プローブ（0.14%）が挙げられた。
これらは 60.5%が過剰メチル化、39.5%が脱メチル化を生じていた。同様に、OLF 群では 468,413
のプローブが抽出され、p<0.01, methylation diff>25%では 6853 プローブ（1.41%）が挙げら
れ、74.6%が過剰メチル化、25.4%が脱メチル化を生じていた(図 8)。染色体別の解析では、1-22
染色体の各々においてプローブの有意な発現差は認めなかった。 
これらの結果から、OPLL/OLF の病態にエピジェネティクス修飾である DNA メチル化が関与し
ていることが示された。組織学的な局在をみると、骨化前線の石灰化前線周囲の軟骨細胞、間葉
系細胞に発現が高く、細胞分化の活性が高い部位であることが示唆された。網羅的解析より、有
意なプローブの標的遺伝子には miRNA、サイトカイン、骨芽細胞分化誘導因子などが挙げられ、
これらの標的因子の発現変化や、染色体別にみた DNA メチル化の共通点、相違点について解析を
進めている。 
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