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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞が辿る運命過程を遺伝子発現の変化から追い求め，運命決定の鍵となる制御
機構を見出すことを目的として，個々の骨芽細胞からトランスクリプトームを取得した。機械学習による解析か
ら，骨芽細胞の不均一性を見出すとともに，骨芽細胞から幼若骨細胞への分化に伴う遺伝子発現プロファイルを
明らかにした。また，幹細胞・前駆細胞の性質を保持または再獲得したと考えられる骨芽細胞を見出した。以上
の結果から，骨芽細胞の不均一性は，骨芽細胞の機能と発生運命の多様性の根底にあるものと示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transcriptomes were obtained from single osteoblasts in order to follow the 
fluctuations in gene expression during osteoblast differentiation and to identify key regulatory 
mechanisms that determine the fate of osteoblasts. Machine learning analysis revealed heterogeneity 
of osteoblasts, and gene expression profiles during differentiation of osteoblasts into young 
osteocytes. We also found osteoblasts that may have retained or reacquired stem/progenitor cell 
characteristics. Taken together, the heterogeneity of osteoblasts may underlie the diversity of 
their function and developmental fate.

研究分野： 骨代謝

キーワード： 骨芽細胞　単一細胞解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により明らかとなった「骨芽細胞の分化に伴う遺伝子発現プロファイル」は，骨芽細胞の次なる運命を決
定する制御機構の解明に向けた分子基盤となる。近年，遺伝子の発現をコントロールできる小分子化合物が見出
され，転写制御からアプローチする創薬が注目されている。同様の原理に基づき，「骨芽細胞の運命を制御する
ことにより骨代謝を改善し，骨形成を促進できる」と考えている。本研究により得られた知見が，骨の再生およ
び骨関連疾患への臨床応用を見越したゲノム創薬や分子標的療法への足がかりとなる。

※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 
（1）骨代謝研究の重要性とその意義 

 超高齢化社会を迎えた日本では，医療・介護に依存しない自立した生活を送り，健康寿命を延

伸することが重要な社会的課題となっている。特にロコモティブシンドロームと呼ばれる骨・筋

肉・関節などの運動器障害は健康寿命に大きく影響する因子であり，骨粗鬆症や歯周病といった

骨関連疾患の予防・治療法の確立が期待される。 

 

（2）骨芽細胞の分化とその多様性 

 間葉系幹細胞から分化した骨芽細胞は骨基質を合成・分泌し，骨形成を担ったのち，骨代謝の

維持に重要な細胞へとさらに分化していく。骨芽細胞の約半数はアポトーシスにより死滅する

が，一部は自ら形成した骨基質の中に埋め込まれて骨細胞となるほか，約 10%程度は骨表面にと

どまり休止期骨芽細胞となる。また，加齢や病態に伴って脂肪細胞へと分化転換する例が報告さ

れている。骨細胞は機械的刺激に応答して骨質の維持に働き，休止期骨芽細胞は破骨細胞の働き

により出来た骨吸収窩を清掃し，骨形成の再開を促す働きがあると考えられている。つまり，骨

芽細胞の分化が適切に進行し，適切に骨細胞・休止期骨芽細胞へと分化すること，また脂肪細胞

への分化転換を抑制することが，正常で健康な骨を維持する上で重要な鍵となっている。しかし，

間葉系幹細胞から骨芽細胞へと分化する機構は詳細に解明されているにも関わらず，骨芽細胞

の次なる運命を決定し，さらに分化していく過程にどのような分子機構が存在するのか不明な

点が多い。 

 
２．研究の目的 
骨芽細胞は骨形成を担った後，アポトーシスにより死滅するほか，骨表面にとどまり休止期骨芽

細胞となる，あるいは骨基質に埋もれて骨細胞へと最終分化する。また，加齢や病態に伴い脂肪

細胞へと分化転換する例も報告されている。本研究では，骨芽細胞が辿る運命過程を遺伝子発現

ネットワークの変化から追い求め，運命決定の鍵となる制御機構を見出し，骨形成を促進するゲ

ノム創薬の基盤とする。具体的には，以下の 3点について解明することを目的とする。 

• 骨芽細胞の分化に伴う遺伝子発現プロファイルを構築する 

• 骨芽細胞の運命を制御する主要な分子を見出す 

• 骨形成を促進するゲノム創薬や分子標的療法に向けた分子基盤を創出する 

 
３．研究の方法 
(1) 骨芽細胞の可視化を目的としたレポーターマウスの樹立 

 2.3 kb I 型コラーゲンプロモーターの制御下で Cre リコンビナーゼを発現するトランスジェ

ニックマウス(Col1a1-Cre)と R26R-Lyn-Venus マウス(RIKEN Center for Life Science 

Technologies, CDB0219K)を交配させ，骨芽細胞特異的に黄色蛍光タンパク質 Venus を発現する

レポーターマウス（Col1a1-Cre; R26R-Lyn-Venus)を樹立した。 

 

(2) フローサイトメトリーによる Venus 陽性骨芽細胞の分離 

 2～4 日齢の Col1a1-Cre; R26R-Lyn-Venus 新生仔マウスから頭蓋冠を無菌的に回収し,コラゲ

ナーゼおよび EDTA による連続消化を行い，頭蓋冠細胞を採取した。頭蓋冠細胞を BD FACSAria 

II フローサイトメーターでソーティングし，Venus 陽性の骨芽細胞を回収した。 



 

(3) 骨芽細胞のシングルセル RNA シーケンス（RNA-seq） 

 回収した骨芽細胞を C1システム（フリューダイム社）にて 1細胞ごとに単離し，シングルセ

ルRNA-seqライブラリーを構築した。計285個のシングルセルRNA-seqライブラリーは，Illumina 

HiSeq 2500 または NovaSeq 6000 にて配列決定した。これらの配列データは，DDBJ Sequence Read 

Archive にアクセッション番号 DRA011310 および DRA011348 で登録された。シングルセル RNA-

seq データの品質指標は以下の通りである（リード数が非常に少なかった 2 つの細胞を除く）：

細胞あたりの平均リード数，396 万リード/細胞；ゲノムにマッピングされたリードの割合，平

均 80.43％；検出された全遺伝子，16408 遺伝子；細胞あたりの平均検出遺伝子，3854.13 遺伝

子/細胞。 

 

(4) シングルセル RNA-seq データの解析 

 UCSC Mus musculus transcriptome (mm10) へのリードのアライメント，およびリードカウン

トと fragments per kilobase of exon per million reads mapped (FPKM) の算出は，BaseSpace 

RNA-seq Alignment v1.1.1 を使用して行った。クラスタリングと発現差異解析は Seurat R 

package v3.0.0 を用いて行った。擬似時間解析には Monocle R パッケージ v2.10.0 を用いた。

加重遺伝子共発現ネットワーク解析（Weighted gene correlation network analysis; WGCNA）

は WGCNA R package を用いて行った。Gene Ontology (GO)解析は PANTHER classification 

system を用いて行った。 

 

４．研究成果 

(1) 骨芽細胞の遺伝子発現プロファイルのクラスタリング解析 

 計 283 個の骨芽細胞のトランスクリプトームを取得し，骨芽細胞の特徴づけを行った。機械学

習による分析から，骨芽細胞は 4つのクラスターに分けられた。各クラスターで特異的に高発現

する遺伝子を探索し，GO 解析を行った。クラスター1は細胞分化の制御に関与する遺伝子群，ク

ラスター2は骨形成に関与する遺伝子群，クラスター3 は軟骨細胞分化，バイオミネラル組織形

成に関与する遺伝子群，クラスター4は細胞接着，細胞外マトリックスに関与する遺伝子群が高

発現していた。 

 

(2) 骨芽細胞の分化経路の推定 

 Monocle を用いた擬似時間軸の解析から，分化経路を推定し，確立された骨髄間葉系幹細胞，

骨芽細胞，骨細胞のマーカー遺伝子の発現プロファイルと照らし合わせた。骨芽細胞マーカー遺

伝子 Col1a1，Col1a2，Sparc および Spp1 は，解析したすべての細胞で発現していた。 一方，間

葉系幹細胞や骨芽細胞前駆細胞に発現する Cd34 と Cxcl12 遺伝子は，クラスター4でのみ観察さ

れた。クラスター1〜3 は骨芽細胞系譜マーカーと類似した発現プロファイルを示すが，これら

のクラスター間で合計 909 遺伝子が異なって発現し，いくつかの異なる特徴が明らかであった。

骨芽細胞前駆細胞のマーカーである Dlx5，Sp7 および Satb2 はクラスター2 で高い発現を示し

た。成熟骨芽細胞マーカーである Bglap と Bglap2 は，クラスター1，2に比べてクラスター3で

は低い発現を示した。骨芽細胞から骨細胞への移行を示すマーカーPdpn，Dmp1，Phex は，クラ

スター3 で最も高い発現を示した。以上の結果から，クラスター2の細胞は比較的成熟度の低い

発現プロファイルを示し，次いでクラスター1の細胞，そしてクラスター3 の細胞の順に分化が

進行すると考えられ，骨芽細胞の限られた時間枠内の分化に伴う遺伝子発現プロファイルの挙



動が明らかとなった。また，Monocle によりクラスター1 からクラスター4 への分化が推測され

たことから，クラスター4は，骨芽細胞から骨細胞への分化が反転し，幹細胞や前駆細胞の性質

を再獲得したと考えられた。 

 

(3) 骨芽細胞トランスクリプトームのネットワーク解析 

 WGCNA を用いて共発現ネットワークを構築し，11 個の異なる共発現モジュール（M1〜M11）を

抽出した。これらのモジュールのうち，M1(タンパク質合成に働く遺伝子群)と M2（ER からゴル

ジ体への輸送，ゴルジ体から ER への逆行性輸送に働く遺伝子群）がクラスター2 で最も高い相

関を示し，クラスター1，クラスター3と続き，クラスター4で最も低い相関を示した。一方，M3

（細胞内輸送，細胞基質の接着，Ras タンパク質のシグナル伝達に関わる遺伝子群），M4（リン

脂質の代謝，液胞やエンドソームの輸送に関与する遺伝子群），そして M5（DNA 複製，細胞周期

に関与する遺伝子群）のモジュールは，クラスター4と正の相関を示した。このように，クラス

ター4 の細胞は，クラスタ 1〜3 の細胞よりも多くの共発現モジュールと相関性があり，クラス

ター4 の細胞は潜在的な多機能性を有する状態であるのに対し，クラスター1〜3 の細胞はタン

パク質合成と輸送を中心とした機能的に均一な状態であることが示唆された。 
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