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研究成果の概要（和文）：ヒト多能性幹細胞から骨芽細胞、骨格系細胞を誘導する手法を開発し、ヒト多能性幹
細胞由来の軟骨内骨化様組織において、遺伝子発現プロファイリングおよびオープンクロマチンプロファイリン
グを行うことで、骨芽細胞を含む各骨格系細胞集団に特徴的な遺伝子発現とオープンクロマチン領域が明らかと
なった。一連のデータはヒト骨格発生過程におけるエピゲノム動態、さらには骨芽細胞形成を司るエンハンサー
領域を提示するものと考えらえる。引き続き、種間での保存性なども考慮した統合的な解析を行うことで、部位
特異的エピゲノム編集による骨再生法の治療標的となるエンハンサー領域の同定につながるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we first developed methods for generating skeletal cells, 
including osteoblasts, from human pluripotent stem cells (hPSCs). Gene expression profiling and open
 chromatin profiling in hPSC-derived endochondral bone tissues further identified cell-type-distinct
 gene expression profiles and open chromatin regions. Our datasets provide not only epigenome 
dynamics, but also enhancer regions that govern osteoblast differentiation during human skeletal 
development. Integrative analyses of the datasets, including cross-species analysis for conservation
 of target regions, will lead to identification of target enhancer regions for epigenome 
editing-mediated bone regeneration.  

研究分野：骨軟骨生物学、幹細胞生物学

キーワード： 再生医学　骨　エピゲノム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、「部位特異的エピゲノム編集による骨再生」という新しいアプローチに向けた基礎的知見の集積を
目指したものである。マウス初代細胞における解析に加え、ヒト多能性幹細胞の骨芽細胞分化系を用いた解析を
併用することで、ヒトの骨芽細胞分化におけるエピゲノム動態を、その遺伝子発現動態との関連も含めて明らか
にした。取得されたエピゲノムデータは骨芽細胞分化を司るエンハンサー領域に関する情報を含んでいる。した
がって、これらの領域は「部位特異的エピゲノム編集による骨再生」のための標的となりうると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

細胞運命の決定と細胞の分化・成熟によって器官形成は進行する。遺伝子の転写が一連の過程

の根幹にあるといっても過言ではなく、遺伝子の発現時期と量が厳密に制御されることで細胞

の活動・性質が決められる。研究代表者らは、骨格発生過程における細胞運命決定・分化・成熟

のメカニズムを遺伝子転写機構の観点から理解し、骨再生へ応用することを目指して研究を進

めてきた。特に、次世代シーケンサーを用いたクロマチン免疫沈降シーケンス法（ChIP-seq）と

RNAシーケンス法（RNA-seq）を駆使して、マウス胚性幹細胞の多能性維持機構[1]や骨格形成の

中期から後期におけるマスター転写因子群（Sp7, Sox9, AP-1）の作動様式を明らかにした[2-

8]。一連の知見により、骨格発生過程における遺伝子転写機構が明らかにされつつある。 

DNAは通常、クロマチン構造をとって核内で凝縮・収納されているため、転写因子が結合しづ

らい状態にあり、転写抵抗性を有する。ヒストンのメチル化・アセチル化に伴うクロマチン構造

の変化により、転写因子の DNA へのアクセシビリティーが部位特異的に付与されることで転写

は開始される。このように、DNAの塩基配列の変化を伴わずに遺伝子発現を制御する機構をエピ

ジェネティクス、その情報の集まりをエピゲノムと呼ぶ。つまり、エピゲノムが遺伝子発現のメ

インスイッチであり、塩基配列依存性にゲノムへ結合する転写因子は、発現量を調節するボリュ

ームとして働くと考えられる。エピゲノムが遺伝子発現のメインスイッチであるならば、細胞運

命決定に関わる遺伝子の発現制御領域（エンハンサー）のエピゲノムを特異的に調節・編集する

ことで、エンハンサー活性をコントロールし、分化のメインスイッチをオンにできると考えられ

る。これにより一連の分化カスケードを開始させられれば、母細胞の分化段階や由来に依存しな

い組織再生法、さらには体細胞のダイレクトリプログラミングの高効率化につながる可能性が

ある。 

古くからエピゲノム操作に使用されてきた DNA メチル基転移酵素阻害剤やヒストン脱アセチ

ル化酵素阻害剤は部位選択性を持たない。しかし、CRISPR-Cas9 システムを利用した部位選択的

なエピゲノム編集法が報告された[9]。本法は、ヌクレアーゼ活性を除去した Cas9 とヒストンア

セチル基転移酵素（HAT）活性や脱メチル化酵素活性を有する蛋白質断片の融合蛋白質を、目的

とするエンハンサー部位に相補的なガイド RNA と共に細胞内に導入することで、その部位のア

セチル化や脱メチル化を誘導し、標的遺伝子の転写活性化を達成する。本法は、前述のエピゲノ

ム編集による分化誘導を達成する強力なツールとなりうると考えられた。しかし、骨再生を考え

たとき、骨芽細胞分化過程におけるエピゲノム動態は完全には解明されておらず、治療標的とな

るエンハンサー領域とそのヒストン修飾の候補は未だ明らかではなかった。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は、「部位特異的エピゲノム編集による骨再生法」を開発するための基盤的知見の集積

を目的に、多能性幹細胞の骨格系細胞分化システムおよびマウスから分取した初代骨格系細胞

における遺伝子発現プロファイリング、オープンクロマチン領域プロファイリングに基づいて、

骨芽細胞分化過程におけるエピゲノム動態・遺伝子発現制御機構の理解を目指した。 

 

 

３．研究の方法 

（1）ヒト多能性幹細胞の高効率骨芽細胞分化系の最適化 

研究代表者らの知見に基づいて[1,10,11]、低分子化合物のみを用いた definedな条件（無

血清）で、中胚葉分化を経由して多能性幹細胞から骨芽細胞を形成する手法をすでに開発し

ていた[12]。そこで、ヒト骨芽細胞分化過程におけるエピゲノム解析のために、本分化系の

さらなる最適化を行った。多能性幹細胞（胚性幹細胞、人工多能性幹細胞）を in vitro で培

養し、各種シグナル経路の活性を調節する低分子化合物を分化誘導因子として用い、その処

理濃度・期間を検討した。定量的 RT-PCR 法による骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現解析、

免疫染色・フローサイトメトリーによるマーカー蛋白質の発現解析、及び von Kossa染色に

よる石灰化の検証を行った。 

また、研究代表者らが開発した骨芽細胞特異的に活性化する I 型コラーゲンプロモーター

2.3 kb 断片（Col2.3）の制御下に蛍光蛋白質を発現するトランスジーン[13]を応用し、

Col2.3GFP あるいは Col2.3Cherryを safe harbor locusに有する hESCあるいは hiPSC[14]



において蛍光発現を利用した分化判定も行った。 

 

（2）マウス・ヒト骨芽細胞分化過程におけるエピゲノム動態、遺伝子発現動態の解析 

① マウス初代骨芽細胞系における解析 

マウス新生仔の頭蓋骨より、SP7 陽性骨芽細胞（運命決定期～幼弱骨芽細胞）をそれぞ

れ採取し、ATAC-seq を行った。研究代表者らがこれまでに使用してきた Sp7-EGFP マウス

[4]を利用し、GFPを指標にしたセルソーティングにより各細胞集団を特異的に取得した。 

② ヒト骨芽細胞分化系における解析 

（1）で確立した分化誘導系において、各タイムポイントにおいて各種マーカー遺伝子

の遺伝子発現、および遺伝子発現プロファイリング（RNA-seq）あるいはオープンクロマ

チン領域プロファイリング（ATAC-seq）を行った。また、単一細胞レベルで、同一細胞に

おける RNA-seq と ATAC-seq を行うシングルセル・マルチオーム解析を行った。シングル

セル解析については、10xGenomics社の Chromium プラットフォームを用いた。 

 

（3）エピゲノムデータに基づいた骨芽細胞分化に関わるエンハンサー領域の同定と検証 

シークエンスデータを通法によって処理し、発現遺伝子（RNA-seq）およびオープンクロマ

チン領域を同定した。続いて、バイオインフォマティクス的手法を用いて、エピゲノムデー

タ解析及び遺伝子発現データとの統合的解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

（1）ヒト多能性幹細胞の高効率骨芽細胞分化系の最適化 

① 多能性幹細胞による三次元骨様組織誘導法の開発（Zujur et al. Sci Adv, 2017）[15] 

研究代表者らがすでに確立した骨芽細胞分化系[12]をアテロコラーゲンスポンジによる

三次元培養系に応用し、分化が誘導されるか検証した。マウス胚性幹細胞（ES 細胞）を用

いたところ、興味深いことに、培養皿を用いた従来の二次元培養系とは異なり、三次元培養

系では多能性維持因子（低分子化合物）非存在下でもマウス ES細胞の多能性を維持できる

ことを見出した。続いて三次元培養系で骨芽細胞分化を誘導したところ、中胚葉系細胞を介

して骨芽細胞様細胞および骨細胞様細胞が形成され、石灰化が誘導された。Col2.3GFP-マウ

ス ES 細胞における蛍光発現も確認した。また、この三次元骨様組織にマウス初代破骨細胞

前駆細胞を加えると、組織内に破骨細胞が誘導された。 

以上より、本法は骨芽細胞分化におけるエピゲノム解析のみならず、骨芽細胞と破骨細胞

によって調節される骨代謝を in vitro で再現する手法に発展させることで、骨代謝機構の

解析に貢献することが期待された。 

② ヒト多能性幹細胞の骨芽細胞分化誘導法の開発（Zujur et al. Regen Ther, 2020）[16] 

前述の骨芽細胞分化系では、ヒト多能性幹細胞における分化誘導効率はそれほど高くな

かった。そこで、分化誘導条件の最適化を試みた。その結果、Essential 8システムによる

維持培養に続いて、4 つのステップにより、異種成分と未知な因子を含まない培養条件で

（zeno-free, defined）、骨芽細胞を誘導できることを見出した。4つのステップは次の通

り：CHIR99021とサイクロパミンによる 3 日間の中胚葉誘導→ヘッジホッグシグナル活性化

剤 SAG と骨形成性低分子 TH（へリオキサンチン類縁体）による 7 日間の骨芽細胞前駆細胞

誘導→CHIR99021と TH による 4日間の骨芽細胞誘導→7 日間の成熟骨芽細胞誘導。 

本法によって、段階的な分化マーカーの発現と石灰化が誘導された。本法で培養した

Col2.3Cherry-ヒト iPS 細胞をフローサイトメトリーで解析した結果、約 20%の細胞が

Cherryを発現し、50-70%の細胞が RUNX2（骨芽細胞のマスター制御因子）を発現することを

確認した。また、本法は三次元培養系にも応用可能であった。 

③ ヒト多能性幹細胞による軟骨内骨化再現系の開発（Tani et al. 投稿中） 

単一細胞種への分化に加えて、複数の骨格系細胞種により構成される３次元骨組織の誘

導を目指し、ヒト多能性幹細胞から発生過程を模倣しながら軟骨内骨化を再現する誘導系

の開発に取り組んだ。まず、体幹の骨格要素の多く（軸骨格）が、沿軸中胚葉から体節を経

て形成される椎板に由来することから、in vitro でヒト多能性幹細胞から段階的に椎板を

誘導する手法の開発に取り組んだ。発生学的に重要なシグナル経路の活性を調節する低分

子化合物でヒト多能性幹細胞を段階的に処理することで、原始線条、沿軸中胚葉、体節、椎

板の各マーカー遺伝子を発現する細胞が段階的に形成された。 



続いて、誘導した椎板細胞による組織形成を誘導するために、免疫不全マウスの腎被膜下

へ移植した。μCT で経時的に観察すると、移植後 6 週より x 線不透過像が認められ、観察

期間中その領域は増大した。組織学的解析により、形成された組織は、軟骨のカラム構造、

骨殻および骨髄からなる軟骨内骨化様の骨組織構造を有しており、細胞種特異的な分化マ

ーカーの発現を示した。さらに、Col2.3GFP-ヒト ES細胞に本法を適用すると、誘導された

軟骨内骨化組織の一次骨化中心および骨殻領域における GFP 陽性細胞（＝骨芽細胞）の存

在も確認した。 

以上より、本法は、ヒト多能性幹細胞から軟骨内骨化を再現するシステムであり、ヒト骨

格発生の研究に寄与するものと考えられた。 

 

（2）ヒト・マウス骨芽細胞分化過程におけるエピゲノム動態、遺伝子発現動態の解析 

（3）エピゲノムデータに基づいた骨芽細胞分化に関わるエンハンサー領域の同定と検証 

 一連の検討項目となるため、以下にまとめて記載する。 

① マウス初代骨芽細胞系におけるエピゲノム・遺伝子発現動態解析（Hojo et al. 投稿

中； http://dx.doi.org/10.2139/ssrn.3988393） 

生後１日の Sp7-EGFP マウス頭蓋骨より GFP 陽性細胞を取得し、通法に従って ATAC-seq

解析に供した。本 GFP 陽性細胞は Sp7 陽性の運命決定期から初期の骨芽細胞であると想定

される。Sp7-GFP 陽性細胞の遺伝子発現プロファイリング（RNA-seq）データについては、

先行研究においてすでに取得していた[4]。また、比較のための増殖軟骨細胞および肥大軟

骨細胞のデータとして、Col2a1-ECFP（増殖軟骨細胞）および Col10a1-mCherry（肥大軟骨

細胞）よりそれぞれ ECFPあるいは mCherry 陽性肋軟骨細胞を採取し、ATAC-seqおよび RNA-

seqに供した。 

principal component analysis（PCA）より、Sp7-GFP陽性骨芽細胞のオープンクロマチ

ン領域のプロファイル（ATAC-seq）、遺伝子発現プロファイル（RNA-seq）ともに、軟骨細胞

のものとは大きく異なっており、細胞種特異的なパターンを示すことが明らかとなった。

gene ontology解析から、この Sp7-GFP陽性骨芽細胞特異的なオープンクロマチン領域は、

骨格発生や骨化に関わる遺伝子の転写を制御している可能性が考えらえれた。つづいて、de 

novo motif解析によりオープンクロマチン領域に存在する転写因子モチーフを検索したと

ころ、Sp7-GFP陽性骨芽細胞特異的なオープンクロマチン領域には、骨芽細胞のマスター制

御因子である Runx2 および Sp7 のモチーフが有意に濃縮していることが明らかとなった。

さらに、Sp7-GFP 陽性骨芽細胞特異的なオープンクロマチン領域において、骨芽細胞の分化

に重要と思われるエンハンサーを同定した。 

以上より、マウス骨芽細胞におけるエピゲノム状態、それらの生理的意義・妥当性、さら

には骨芽細胞分化に関わるエンハンサー領域の一部が明らかとなった。 

② ヒト骨芽細胞分化系におけるエピゲノム・遺伝子発現動態解析（Tani et al. 投稿中） 

(1)－③で開発した軟骨内骨化再現系において、エピゲノム・遺伝子発現動態解析を試み

た。まず、RNA-seq 解析によって、ヒト多能性幹細胞から原始線条、沿軸中胚葉（未分節中

胚葉）、体節、椎板それぞれを特徴づける遺伝子発現プロファイルの推移が確認された。さ

らに、シングルセル RNA-seq 解析から、誘導された椎板を構成する細胞の構成と性質が明

らかとなった。 

 次に、誘導された軟骨内骨化組織において、遺伝子発現（RNA-seq）とオープンクロマチ

ン領域（ATAC-seq）を同一細胞で検出する単一細胞多層解析を行った。その結果、組織内に

存在する細胞はその遺伝子発現プロファイルとオープンクロマチンプロファイルから複数

の細胞集団（クラスター）に分類された。クラスターは、前駆細胞様の集団、複数の分化段

階を示す軟骨細胞および骨芽細胞の集団を反映すると考えられた。系譜解析によって、前駆

細胞様の手段から、軟骨細胞と骨芽細胞の集団それぞれへと向かう 2 つの分化系譜が予測

された。それぞれの細胞集団を特徴づけるマーカー遺伝子の発現上昇とそれらの遺伝子近

傍におけるオープンクロマチンの形成が確認された。この所見は、骨格系細胞の分化を規定

するエピゲノム状態の遷移を反映していること、さらに一連のオープンクロマチン領域に

骨格系細胞の分化を司るエンハンサー領域が含まれていると考えられた。そこで、オープン

クロマチン領域に濃縮している転写因子モチーフを検索し、遺伝子発現データと統合する

ことで、各細胞集団で特徴的な転写因子から構成される細胞種特異的な遺伝子制御ネット

ワークを予測した。 

 



（4）まとめ 

本研究を通じて、ヒト多能性幹細胞から骨芽細胞、骨格系細胞を誘導する手法を開発した。続

いて、マウス初代骨芽細胞およびヒト多能性幹細胞由来の軟骨内骨化様組織において、遺伝子発

現プロファイリングおよびオープンクロマチンプロファイリングを行い、骨芽細胞を含む各骨

格系細胞集団に特徴的な遺伝子発現とオープンクロマチン領域を同定した。さらに、ヒト軟骨内

骨化様組織において取得されたデータを統合的に解析することで、細胞種特異的な遺伝子制御

ネットワークを予測した。一連のデータはヒト骨芽細胞分化過程におけるエピゲノム動態、さら

には骨格系細胞の分化を司るエンハンサー領域を提示するものと考えらえる。引き続き、種間で

の保存性なども考慮した統合的な解析を行うことで、部位特異的エピゲノム編集による骨再生

法の治療標的となるエンハンサー領域の同定につながるものと期待される。 
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Runx2は骨格発生において細胞種特異的な転写制御領域に作用する.

Local administration of soluble Frizzled2 accelerate bony callus formation during bone fracture repair process in a mouse
model.

Cell-type disctinct Runx2 regulatory action underlies its distinct functions in osteoblast and chondrocytes.

Exploring the gene regulatory landscape in skeletal cells.
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骨再生療法・基礎的観点から

多能性幹細胞の分化システムとChIP-seqを駆使して骨芽細胞分化における転写制御を理解する

次世代シークエンサーを用いた骨格系細胞における遺伝子発現制御機構の解析
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Identification of a chondrocyte-specific Indian hedgehog enhancer and Sox9-mediated mechanisms of the enhancer activation

軟骨細胞特異的なIndian hedgehogのエンハンサーの同定とSox9による活性化機構

Modeling of bone remodeling by three-dimensional co-culture of mouse embryonic stem cell-derived osteoblasts and osteoclast
precursors.
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In vivo bone formation by osteoblasts generated from human induced pluripotent stem cells under fully defined xeno-free
conditions.

Genome-scale understanding of gene regulatory landscape in skeletal cells.

骨格形成における遺伝子発現機構をゲノムスケールで理解する.
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