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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでに脊椎後縦靭帯骨化症（OPLL）のゲノムワイド関連解析（GWAS）を
行い、OPLLの発症と関連する14個のゲノム領域を発見している。本研究では、GWASで発見した領域の一つから
OPLL発症に関わる遺伝子CCDC91を同定した。そして、CCDC91遺伝子の組織特異的な転写産物が、靭帯で非翻訳
RNAとして働き、マイクロRNAの一つであるMIR890と結合することで、骨形成に関係する遺伝子を制御しているこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have previously performed a genome-wide association study (GWAS) of 
ossification of the posterior longitudinal ligament of the spine (OPLL) and identified 14 genomic 
regions associated with the pathogenesis of OPLL. In this study, we identified CCDC91, a gene 
involved in the pathogenesis of OPLL, from one of the regions determined by GWAS. We then showed 
that the tissue-specific transcript of CCDC91 acts as a non-coding RNA in the ligament and binds to 
a microRNA called MIR890, which regulates genes related to bone formation.

研究分野：ゲノム医科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
OPLLは遺伝要因と環境要因の相互作用により発症する多因子遺伝病であると考えられているが、その成因、遺伝
要因には不明の点が多く、その解明は医学上の大きな課題となっている。今回の結果は、靭帯細胞に特異的に発
現する非翻訳RNAのネットワークが、骨形成の制御を通じて、OPLLの発症・進展に重要な役割を担うことを示し
ている。今後、CCDC91-MIR890経路の骨形成における役割を詳しく調べることで、OPLLの病態の理解が進み、新
しいタイプの治療薬が開発されると期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
脊椎後縦靭帯骨化症（ossification of the posterior longitudinal ligament of the spine: 
OPLL）は、脊椎の後面を縦走する後縦靭帯が骨化する原因不明の疾患である。骨化によって肥大
した靭帯は脊髄や神経根を圧迫し、感覚障害や運動障害、膀胱・直腸障害を起こして、日常生活
に不自由をもたらす。OPLL は日本人をはじめとするアジア人に好発し、日本での頻度は人口の
約 3％である。OPLL は遺伝要因と環境要因の相互作用により発症する多因子遺伝病であると考
えられているが、その成因、遺伝要因には不明の点が多く、その解明は医学上の大きな課題とな
っている。OPLL の発症メカニズムの理解と治療法の開発に重要な OPLL の遺伝要因（疾患感受性
遺伝子）の探索はわが国を中心に行われてきた。しかし、いずれの研究もサンプル数が少ないた
め、再現性に乏しく、信頼性が低いものばかりであった。 
我々は、2014 年に厚生労働省の難病研究班「脊柱靭帯骨化症に関する調査研究班」および文
部科学省バイオバンク・ジャパンなどで収集した日本人の OPLL 患者および非患者、計 8,000 人
のゲノム DNA について、全ゲノム関連解析（genome-wide association study: GWAS）を行い、
6つのゲノム領域（6p21.1、8q23.1、8q23.3、12p11.22、12p12.2、20p12.3）の一塩基多型（SNP）
が OPLL の発症と有意に関連している（P値＝10-13〜10-8）ことを明らかにした（Nakajima et al. 
Nat Genet 2014）。この GWAS で見いだされた 6つのゲノム領域内の遺伝子は、OPLL や骨・軟骨
代謝との関係が未知のものばかりであった。申請者らは、データベース解析や in vitro の骨・
軟骨細胞分化系での発現解析により、GWAS で見いだされた 6 つのゲノム領域から疾患感受性候
補遺伝子を絞り込み、絞り込んだ疾患感受性候補遺伝子について内軟骨骨化に対する影響など
の機能解析を行うことにより、1 つのゲノム領域から疾患感受性遺伝子として R-spondin 2
（RSPO2）を同定した（Nakajima et al. Am J Hum Genet 2016）。 
これまで様々な疾患で GWAS が行われ、疾患に関連する多くのゲノム領域が発見されている
が、その後に続くべき疾患感受性遺伝子の同定に成功した例は少ない。また、上記の６つの OPLL
関連ゲノム領域のなかには、遺伝子多型が存在するゲノム上に既知の遺伝子が存在しないもの
もあり、これらの遺伝子多型がどの遺伝子に影響を与えて OPLL の発症、進展に関与しているか
予測困難であった。しかし近年、エピゲノムやトランスクリプトームに関するデータベースが充
実し、これら多様なデータベースを利用したビッグデータ解析により、上述の RSPO2 のように遺
伝子多型が影響を及ぼす疾患感受性遺伝子を推定し、機能解析により証明することが可能とな
りつつある。本研究は、上記のようなゲノム医科学研究、OPLL 研究の背景のもと、RSPO2 に続く
OPLL の疾患感受性遺伝子の同定を目指すものである。 
 
２．研究の目的 
OPLL の発症に関与する疾患感受性遺伝子を同定し、同定した遺伝子の機能解析研究を突破口に、
OPLL の病態を分子レベルで解明する。 
 
３．研究の方法 
OPLL の疾患感受性遺伝子とその発現量を制御する疾患感受性遺伝子多型を同定するため、OPLL
の発症と関連する 14個の GWAS 領域の遺伝子多型とその近傍 100 kb の FANTOM5 CAGE タグの発
現量との関係について、機械学習を応用した in silico mutagenesis (Koido et al. Nat. Biomed. 
Eng. 2022) による予測を行った。CAGE タグ p4@CCDC91 を転写開始点とする CCDC91 の新しいス
プライスアイソフォームの全長配列は、RT-PCR および 3’-RACE 法により同定した。新しいアイ
ソフォームの転写への rs35098487 の影響を調べるため、luciferase assay、electrophoretic 
mobility shift assay および allele-specific qPCR を行った。新しいアイソフォームの骨化に
対する影響を調べるため、間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell: MSC）で、新しいアイソフォ
ームをノックダウンあるいは過剰発現させ、骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現量を qPCR で解
析した。また、アルカリフォスファターゼ活性および石灰化を染色法により解析した。新しいア
イソフォームに結合する microRNA を RNA22 V2、microRNA のターゲット遺伝子を miRDB により
予測した。MIR890と新しいアイソフォームおよび RUNX2の 3'-UTR との結合は、luciferase assay
により評価した。 
 
４．研究成果 
in silico mutagenesis の結果、MSC、骨芽細胞や軟骨細胞といった OPLL に関係する細胞におい
て、12番染色体の遺伝子多型（rs35098487）が CCDC91 の一つの CAGE タグ（p4@CCDC91）の発現
と関連するという予測を得た。この CAGE タグを転写開始点とする転写物はゲノムデータベース
に登録されていなかったため、RT-PCR や 3'-RACE を行い、CCDC91 の新たな転写物（スプライス
アイソフォーム）を同定した。この新しいアイソフォームは、CCDC91 の既知のアイソフォーム
と翻訳領域を共有するが、翻訳領域の途中でポリアデニル化が起こり、停止コドンが存在しない
non-stop mRNA であることがわかった。一般に、non-stop mRNA は non-stop decay により分解
されるが、新しいアイソフォームは腱や靭帯などの組織で発現していた。rs35098487 のリスク



アレルは、非リスクアレルに比べてより強く核内タンパク質と結合し、強い転写活性を示した。
新しいアイソフォームの組織や細胞での発現様式から骨芽細胞分化への関与が考えられた。MSC
を骨芽細胞に分化誘導すると、新しいアイソフォームはアルカリフォスファターゼやオステオ
カルシンなどの骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現に先立って上昇した。MSC や骨芽細胞株 MG-
63 で、新しいアイソフォームをノックダウンすると、骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現およ
び石灰化は抑制された（図１）。一方、新しいアイソフォームを過剰発現させると、骨芽細胞分
化マーカーの発現および石灰化は促進された。このことから、新しいアイソフォームは骨芽細胞
分化を促進することで OPLL の骨化に関与することが示唆された。新しいアイソフォームに結合
する microRNA を in silico 予測したところ、骨芽細胞分化に関わる遺伝子をターゲットとする
microRNA がいくつか見つかった。その中でも MIR890 は、骨芽細胞分化に必須な転写因子である
RUNX2 をターゲットとすると予測された。MIR890 と新しいアイソフォームおよび RUNX2 の 3'-
UTR は直接結合した。以上の結果から、新しいアイソフォームは MIR890 と結合し、MIR890 の
RUNX2 抑制活性を調節する competing endogenous RNA としての機能を持つことが示唆された。 
 

 
 
図１ CCDC91 の新しいアイソフォームは、MSC の石灰化を促進する 
CCDC91 の新しいアイソフォームのノックダウンまたは過剰発現が、MSC の骨芽細胞分化におけ
るミネラル化に及ぼす影響。アリザリンレッド染色。スケールバーの長さは 0.2 mm。 
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