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研究成果の概要（和文）：転写因子Runx2は骨芽細胞の運命決定と軟骨細胞の肥大化に必須である。本研究で
は、新生仔マウスのin vivo骨芽細胞・軟骨細胞ゲノムにおいて、Runx2－DNA結合と細胞種特異的なエピジェネ
ティックランドスケープとの統合解析を行った。これにより、骨芽細胞・軟骨細胞特異的なRunx2標的エンハン
サー候補を同定した。さらに、その一部について機能検証を行い、骨形成におけるRunx2を介した転写制御機構
の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Runx2 is an essential transcription factor for both osteoblast specification
 and chondrocyte hypertrophy. In this study, we performed integrative analysis of Runx2-DNA binding 
profile and cell-type distinct epigenetic landscape profile in mouse neonatal osteoblasts and 
chondrocytes. We identified cell-type specific putative enhancers targeted by Runx2 in osteoblasts 
and chondrocytes, and confirmed a biological function of these. Through this study, we identified a 
Runx2-mediated gene regulatory program in skeletal development.

研究分野：骨発生・再生学

キーワード： 転写制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転写因子Runx2は骨を形成する骨芽細胞の分化決定・成熟化を促進する作用と、軟骨組織に存在する軟骨細胞の
分化・肥大化を進める作用を有しており、これらのメカニズム解明は、骨格組織の再生医療法の確立や疾患の分
子病態の理解に必須である。本研究では、Runx2の骨芽細胞と軟骨細胞に対する作用メカニズムの一端を、ゲノ
ムワイドな転写制御機構の観点から明らかにし、骨格再生に向けた基礎的知見を取得した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎え、生活の質（QOL）の高い健康寿命を延ばすことは喫緊の課題である。失わ
れた組織に対する再建法の確立や、疾患に対する分子病態の解明には、転写制御機構の理解が必
要である。過去 20年間にわたるマウス発生工学とヒト遺伝学の発展により、骨形成に必須な転
写因子群が生体レベルで明らかになっている。この中で、Runx2 と Sp7/Osterix は骨形成に必須
であり、（Komori T, et al., Cell 1997; Nakashima K, et al., Cell 2002）、Sox9は軟骨形成に必須である
（Akiyama H, et al.,Genes Dev. 2002）。申請者らは、これらマスター転写因子の中で、Sp7と Sox9
について、その標的遺伝子と作動様式を、in vivo初代細胞を用いてゲノムワイドに解析し、その
研究成果を世界に先駆けて報告してきた（Hojo H, et al, Dev. Cell 2016; Ohba S, He X, Hojo H, et al., 
Cell Rep. 2015; He X, Ohba S, Hojo H, et al., Development 2016）。 
一方、Runx2に関しては、ゲノムワイド解析は in vitro骨芽細胞株を用いたものに限られてお
り、生体レベルでの解析が待たれていた。これまでの研究で、Runx2は骨芽細胞だけでなく、分
化・肥大化した軟骨細胞にも強く発現していること、しかしながら、両細胞における機能は異な
っていることが示唆されており（Takeda S, et al, Genes Dev 2001など）、その複雑な転写制御機構
の存在が予想されていた。 
転写制御機構の理解は、次世代シーケンサーを用いたゲノムワイド解析により大きく発展し
てきた。これまでの研究で、転写には少なくとも３つの階層の制御機構が存在していることが明
らかになってきた（Perino M & Veenstra GJ. Dev. Cell 2016）。１次元的な制御機構：転写因子の
DNA 配列（モチーフ）特異的結合機構。２次元的な制御機構：クロマチンアクセシビリティを
はじめとしたエピゲノム機構。３次元的な制御機構：クロマチンの三次元構造を介したトポロジ
カルドメイン機構。しかしながら骨格形成におけるこれらの制御機構はほとんど理解されてお
らず、その解析が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、骨格形成における Runx2 の作用メカニズムを、階層的転写制御機構の観点から
多角的に解析することで、骨芽細胞・軟骨細胞における特異的・機能的な転写ネットワークの解
明を目指した。これまでの解析でRunx2は骨芽細胞にはたらき骨形成促進作用を発揮する一方、
軟骨細胞の分化・肥大化の促進作用を介して、関節軟骨組織において軟骨破壊を引き起こすこと
が知られていた。そのため、骨・軟骨組織において細胞種特異的に Runx2 のはたらきを制御す
ることができれば、目的に応じた副作用の少ない治療戦略の確立に寄与できるのではと考えた。 
 
３．研究の方法 
(1)骨芽細胞・軟骨細胞における Runx2ゲノム結合部位の同定 

In vivo 骨芽細胞・軟骨細胞における Runx2 クロマチン免疫沈降－シークエンス（ChIP-seq）
解析を行った。In vivo骨芽細胞・軟骨細胞における Runx2 ChIP-seq解析において、特異的抗体
を用いた免疫沈降の効率を最大限高めるため、Runx2遺伝子座にタグ（Biotinと 3xFlagの融合ペ
プチドをコードする遺伝子）をノックインしたマウス（Runx2-BioFLAG）を用いた。 

 
(2)骨発生における in vivoエピゲノム・トランスクリプトーム解析 
各種レポーターマウスを用いて、骨芽細胞と軟骨細胞におけるエピゲノム・トランスクリプト
ームプロファイルを取得した。具体的には、骨芽細胞：Osterix/Sp7-GFP（Rodda SJ et al., Development 
2006）；軟骨細胞：Col2-ECFP（Chokalingam K et al., Tissue Eng Part A 2009）；肥大軟骨細胞：Col10-
mcherry（Maye P et al., Genesis 2011）を用いた。 

 
(3)細胞種特異的・機能的 Runx2標的エンハンサーの探索 
同定した、骨芽細胞・軟骨細胞における Runx2ゲノム結合部位（1次元情報）、エピゲノム・
遺伝子発現プロファイル（2次元情報）に加えて、クロマチン三次元構造 TAD（3次元情報）を
統合して、機能的 Runx2標的エンハンサーを探索した。TADは細胞種間で保存されていると考
えられているため（Dixon JR et al., Nature 2012）、公共データベース上で利用可能な複数の細胞に
おける TADマップ（http://promoter.bx.psu.edu/hi-c/view.php）を活用した。 
 
４．研究成果 
(1)骨芽細胞・軟骨細胞における Runx2ゲノム結合部位の同定 

Runx2-BioFLAGマウス新生仔頭蓋骨および肋軟骨からそれぞれ骨芽細胞・軟骨細胞を単離し、
ChIP-seq解析を行った。得られたシークエンス情報を、東京大学医科学研究所のスーパーコンピ
ュータ SHIROKANE を用いたバイオインフォマティクス解析により、Runx2 ゲノム結合領域を
ピークとして検出した。その結果、骨芽細胞における Runx2ピークとして 10,241箇所、軟骨細
胞における Runx2ピークとして 15,380箇所を同定した。骨芽細胞・軟骨細胞いずれにおいても、
ピーク全体のおよそ 30%が遺伝子の転写開始点（transcription start site; TSS）近傍 500bpに位置し
ており、それより遠位に位置するピークが 70%ほどであった。得られた Runx2 ピークの生物学
的意義を検証するため、Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool（GREAT, Nat Biotechnol 
28, 495–501, 2010）を用いた Gene ontology解析を行った。その結果、骨芽細胞において、TSS近
傍 Runx2ピークは Protein foldingなどの細胞の基本機構に関わる遺伝子群と高い関連が認められ



た一方、遠位 Runx2 ピークは骨格形成に関わる遺伝子群と高い関連が認められた。軟骨細胞に
おいても同様で、TSS近傍 Runx2ピークは細胞の基本機構、遠位 Runx2ピークは軟骨形成に関
わる遺伝子群とそれぞれ高い関連を示した。次に、Runx2ピークにおける de novoモチーフ解析
（Mol Cell 38(4):576-589, 2010）により、ピーク内配列において統計学的に有意に存在する転写
因子結合モチーフを探索したところ、細胞種・TSSからの距離に関わらず Runxのコンセンサス
モチーフが最も有意に存在していた。以上より、Runx2は骨芽細胞・軟骨細胞いずれにおいても、
主に遺伝子から遠位のゲノム領域に Runxモチーフを介して作用し、細胞種特異的な遺伝子発現
に関わることが示唆された。 
 
(2)骨発生における in vivoエピゲノム・トランスクリプトーム解析 
レポーターマウス新生仔頭蓋骨
（ Sp7-GFP）および肋軟骨（Col2-
ECFP、Col10-mcherry）から酵素処理に
より細胞を回収後、蛍光蛋白質を指標
にFACSによりレポーター陽性細胞を
単離し、 ATAC-seq （ an assay for 
transposase-accessible chromatin using 
sequencing; Buenrostro JD et al., Nat 
Methods 2013）および RNA-seqを行っ
た 。 ChIP-seq の 場 合 と 同 様 に
SHIROKANE を用いたバイオインフ
ォマティクス解析により、オープンク
ロマチンプロファイルと遺伝子発現
プロファイルを取得した。まず、得られたデータの妥当性を検証する目的で主成分分析を行った。
その結果、いずれのプロファイルにおいても、細胞種間で異なるオープンクロマチン・遺伝子発
現プロファイルを示した。次に、ゲノムブラウザを用いて、得られたオープンクロマチン領域を
ピークとして可視化した。その結果、骨芽細胞分化マーカーの一つ Col1a1遺伝子近傍では、Sp7-
GFP由来骨芽細胞において複数の ATAC-seqピークが認められたのに対して、Col2-ECFP、Col10-
mcherry 細胞由来軟骨細胞ではほとんどピークは認められなかった（図 1）。このような細胞種
特異的な ATAC-seqピークの分布は、成熟軟骨細胞分化マーカーの一つ Col10a1遺伝子近傍にお
いても同様で、Col10-mcherry 細胞由来軟骨細胞において複数の ATAC-seq ピークが認められた
のに対して、それ以外の細胞種ではほとんど発現が認められなかった。これらのオープンクロマ
チンシグナチャーと相関して、Col1a1および Col10a1の遺伝子発現は、それぞれ骨芽細胞、肥大
軟骨細胞で高いことが確認された。 
 
(3)細胞種特異的・機能的 Runx2標的エンハンサーの探索 
まず、骨芽細胞・軟骨細胞にお
ける Runx2－DNA 結合プロファ
イルとオープンクロマチンプロ
ファイルを統合して、Runx2によ
り制御される細胞種特異的エン
ハンサー領域の同定を目指した。
統合解析の結果、骨芽細胞特異的
Runx2結合領域と軟骨細胞特異的
Runx2結合領域を同定した。得ら
れたエンハンサー候補領域の生
物学的意義を検証するため、
GREATを用いた Gene ontology解
析を行った。その結果、両データ
セットとも骨格形成に関連する遺伝子群と高い相関が確認された(図２)。 
次に、Runx2の機能的エンハンサー候補に対して、in vivoエンハンサー活性を検証した。候補
エンハンサー配列と lacZ::GFPレポーター遺伝子を有する合成遺伝子を発現するレポータートラ
ンスジェニックマウスを作出し、胎生 16日齢マウスにおける whole mount x-gal染色を行った。
その結果、骨格組織特異的なエンハンサー活性が確認された。次に、本レポーターマウスの頭蓋
骨および脛骨を用いた免疫組織学的解析を行った。その結果、検討したいずれの組織においても、
エンハンサー活性が認められ、エンハンサー活性を有する細胞は、Runx2 および Osterix陽性で
あった。さらに、本エンハンサー領域の骨芽細胞分化に対する影響を検討するため、Cas9 恒常
的発現骨芽細胞株に、候補エンハンサー領域の両端を標的とするガイド RNAをレンチウイルス
システムで導入した。クローニングおよびジェノタイピングによりエンハンサー欠損骨芽細胞
株を作製した。本細胞を用いた骨芽細胞分化誘導培地による骨芽細胞分化実験の結果、本欠損細
胞は骨芽細胞分化の指標である ALP 染色の染色性の低下と骨芽細胞分化マーカーの遺伝子発現
の減少が確認された。 

 図1. オープンクロマチンと遺伝子発現プロファイル
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図２．骨芽細胞・軟骨細胞特異的Runx2結合領域を用いたGREAT解析



以上より、本解析を通して、骨格発生における Runx2-DNA結合プロファイル、エピゲノム・
トランスクリプトームプロファイルを取得し、骨格発生における Runx2 を介した転写制御ネッ
トワークの一端が明らかになった。 
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