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研究成果の概要（和文）：先天性側弯症（以下、CS）は脊椎の椎体の形成異常に起因する脊柱側弯症である。一
方、脊椎肋骨異形成症（以下、SCDO）は極めて稀な骨系統疾患で、肋骨や脊柱にCSよりもはるかに重篤な形成異
常を引き起こす。共同研究グループは、CS 196例、SCDO 4例の日本人患者においてTBX6遺伝子の異常を調べた結
果、TBX6を含む16番染色体の16p11.2の欠失例を5例、スプライスサイト変異を1例、ミスセンス変異を5例に同定
した。さらに78例のCSに対して全エクソン解析を行い、78例中1例にLFNG遺伝子にミスセンス変異を発見し、CS
の新規原因遺伝子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the novel causal genes of congenital scoliosis (CS) and 
spondylocostal dysostosis (SCDO) in 200 patients by next generation sequencing. We identified null 
mutations in TBX6 in 18 CS and one SCDO patients and novel missense mutations in LFNG in one CS 
patient. In vitro functional assays revealed that not only deleterious mutations (deletion, 
frame-shift and nonsense mutations) but also missense mutations had loss of function by decreased 
transcriptional activities, enzyme activities or mis-localization of proteins. Bi-allelic loss of 
function mutations in TBX6 and LFNG caused a spectrum of malformation of spine and rib including CS 
and SCDO according to the severity of the loss of function. 

研究分野：整形外科 (脊椎外科)

キーワード： 先天性側弯症　脊椎肋骨異形成症　全エクソン解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原因遺伝子とその遺伝様式が解明されれば、妊娠前の発症予測、出生後の進行予測が可能になる可能性がある。
進行が予測される場合には、軽度の側弯症の段階で進行予防の低侵襲手術が可能になる。妊娠前の予測が可能に
なると、発症の可能性がない場合は、精神衛生上の問題も解決される。またCS発症進行予測モデル (キット) の
製品化の可能性がある。本モデルは日本人だけでなく、中国人、アジア人、欧米人に対して適応できる可能性が
高いため、製品はそれらの国々で使用される可能性がある。さらに、発症遺伝子の解明、進行遺伝子の同定によ
り発症のメカニズムが解明されれば、創薬の開発等も現実になる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 
先天性側弯症 (以下 CS) 低年齢で発症し、重症度の高い側弯へと進行する可能性が高い側弯
症である。特に新生児、乳幼児期に高度の側弯症を発症すると、胸郭変形も高度になり、胸郭容
量の減少により肺成長が阻害されて呼吸機能が著しく低下し、いわゆる胸郭不全症候群の病態
を呈し QOL や生命予後を低下させる可能性があるため早期に診断し、集学的治療が必要な疾患
である。本疾患は 10歳以下の小児において 2000 人以下の発症頻度であること、発病の機構が不
明であること、効果的な治療方法が未確立であることが判明しており、指定難病となっている。
申請者らは、日本人 CS 196症例、SCD 4症例に対して遺伝子解析を行い、日本人 CSの約 10%
が TBX6 遺伝子の変異によって起こることを明らかにした。しかし、未だ CS の約 10-15%程度
しか原因が分かっておらず未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では全エクソンレベルでの網羅的解析 (エクソーム解析) と被験者の健常な両親から
採取したサンプルも使うトリオ解析により、より効率的に原因遺伝子が同定を行うことである。
さらに、この解析で特定された遺伝子に関して Big dataを用いた in silico解析および in vitro/vivo
機能解析することにより、病態解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
難治性疾患実用化研究事業『脊柱変形由来の胸郭不全症候群の実態調査とその診断・治療方針の
検討』(研究代表者：川上紀明) および、申請者の教室が中心となり日本全国 18の側弯症の専門
治療施設で構成される Japan Early Onset Scoliosis Research Group (JEOSRG) の協力体制により、
網羅的な DNAサンプルを収集する。収集した被験者および健常な両親のトリオ DNAサンプル
に対して、全エクソンレベルでの網羅的解析を行うことにより、様々な遺伝形式を想定しての解
析が可能となり候補遺伝子を効率的に絞り込む。得られた結果は、国際 Consortium (ICSG：
International Consortium for Scoliosis Genetics) において validationが可能であり、日本人だけでな
く多人種に共通する疾患感受性遺伝子の同定をより迅速に正確に行うことが可能である。同定
した遺伝子変異に対し、タンパク質構造予測データベースを用いた変異タンパク質の機能予測、
あるいは変異タンパク質を用いた機能解析を行う。同定した遺伝子が発現調節に関わる場合に
は、ルシフェラーゼアッセイやゲルシフト法を用いた転写調節機構の解明を行い、疾患発症のメ
カニズムを明らかにする。また骨芽細胞や in vitro 軟骨多段階分化モデル細胞 (ATDC5 細胞)、
CS/SCD患者由来の iPS細胞などを用いて、同定した遺伝子の骨形成過程における発現変化を検
討する。 また、これらの細胞株を用いた疾患感受性遺伝子のノックダウンあるいは高発現解析
を行い、疾患感受性遺伝子の骨形成における役割を解明する。 
 
４．研究成果 
先行研究でわれわれは、日本人 CS196 症例、SCD 4 症例に対して遺伝子解析を行い、日本人 CS
の約 10%が TBX6 遺伝子の変異によって起こることを明らかにした (Compound Heterozygosity 
for Null Mutations and a Common Hypomorphic Risk Haplotype in TBX6 Causes Congenital 
Scoliosis. Takeda et al. Hum Mut. 2017; 38(3): 317-23)。そして、中国の研究グループと
我々のコホートの結果を統合し、解析した。その結果、TBX6 関連 CSは半椎が胸腰椎移行部に有
意に集積し、腎奇形が有意に多く合併しているなど、TBX6 関連 CS の特異的な臨床所見を明らか
にした(TBX6-associated congenital scoliosis (TACS) as a clinically distinguishable 
subtype of congenital scoliosis: further evidence supporting the compound inheritance 
and TBX6 gene dosage model. Liu et al, Genet Med. 2019; 21(7): 1548-1558.)。また、
nonsense mutation や frameshift mutation といった null mutation だけではなく、missense 
variant の病原性を、変異予測プログラムを用いた in silico 解析および機能解析で評価した。
機能解析の結果、機能喪失を来す missense mutation と risk haplotype のヘテロ接合性でも CS
を発症する事を、明らかにした (Compound Heterozygosity for Null Mutations and a Common 
Hypomorphic Risk Haplotype in TBX6 Causes Congenital Scoliosis. Takeda et al. Hum Mut. 
2017; 38(3): 317-23)。さらに機能解析を進め、この機能喪失を来す機序には転写活性の喪失と
TBX6 タンパク質の細胞内局在異常の 2 種類が存在し、後者が機能喪失を来す主な病因である事
を明らかにした。そして、両アレルに TBX6 タンパク質細胞内局在異常を来す missense mutation
を持つ、自験例の SCD 患者の iPS 細胞を確立し、TBX6 タンパク質細胞内局在異常が iPS 細胞で
も再現されるか否か確認した。先の研究で、TBX6 は発生期体節形成期に最も強く発現している
事が報告されている。われわれは、TBX6 が最も発現している体節形成期まで誘導し、TBX6 タン
パク質細胞内局在の有無を確認した。すると、当該例の TBX6 細胞内局在異常を iPS 細胞でも確
認する事ができた (図)。更に、体節形成期の TBX6 の発現を確認すると、TBX6 およびその下流
の遺伝子の発現が低下している事が明らかになった。最後に表現型と遺伝型の関係を検討する
と、両アレルに機能喪失を来す変異を有すると、より重症な表現型を呈する SCD を発症する事を
明らかにした。以上より、TBX6 において、今まで全く異なる疾患と考えられていた両疾患は、
一連の疾患群であり、表現型は変異の重症度に依存しているが明らかになった (Bi-allelic 
loss of function variants of TBX6 causes a spectrum of malformation of spine and rib 
including congenital scoliosis and spondylocostal dysostosis. Otomo et al. J Med Genet. 



2019; 56(9): 622-8)。そして、
機 能 喪 失 を 来 す missense 
mutation を加味した TBX6 遺伝
子関連 CS の頻度は 10％以上で
あった。  
さらにわれわれは、別の DNA サ
ンプルを用いてCSに対する全エ
クソン解析を行い、CS の新規原
因遺伝子の探索を行った。明ら
かな併存症を有していない日本
人 CS 78 例に対し、全エクソン
解析を行い、in silico 解析 (変
異予測プログラム (SIFT、
PolyPhen2、Mutation Taster) 
を用いた変異の有害性の検討) 
及び in vitro機能解析 (酵素活
性実験) を行った。78例中 1例
に LFNG 遺 伝 子 に missense 
mutation (c.467T>G: p.L156R、c.856C>T: p.R286W) のヘテロ接合性を認めた。in silico 解析
および in vitro 機能解析の結果、LFNG 遺伝子は、CSの新規原因遺伝子であることを明らかにし
た。LFNG 遺伝子は、体節形成において非常に重要な遺伝子として知られている。先の研究で、
同遺伝子の常染色体優性遺伝型および常染色体劣勢遺伝型の SCD 症例も報告されており、本研
究により、LFNG でも CSと SCD が同一疾患である事を証明した (Screening of known disease 
genes in congenital scoliosis. Takeda et al. Mol Genet Genomic Med. 2018; 6(6): 966-
74, Identification of novel LFNG mutations in spondylocostal dysostosis. Otomo et al, 
J Hum Genet 2019; 64(3): 261-264 )。 
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