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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨修復過程における骨芽細胞前駆細胞の遊走・補充の制御因子を同定
し、それを活性化する化合物を用いることで、最小限の介入による骨再生医療の確立を目指した。エピゲノムプ
ロファイルと遺伝子発現プロファイルおよび遺伝子オントロジーデータセットの統合解析を行い、有望因子を絞
り込んだ。さらに、有望因子の転写制御領域を同定し、本領域を組み込んだレポーターアッセイによる化合物ス
クリーニングを行った。その結果、骨芽細胞前駆細胞の遊走・補充を活性化させる化合物候補が見いだされた。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a therapeutic strategy of bone regeneration by minimal
 intervention, this study aimed at identification of regulatory factors which contribute to 
migration or recruitment of osteoblast progenitors in bone repair processes. By integrating 
epigenetic profile, gene expression profile and gene ontology database, we obtained a set of 
candidate genes that may regulate migration or recruitment of osteoblast progenitors. We further 
identified gene regulatory elements of a candidate gene and used the element in reporter assay for 
drug screening. Through these analysis, we obtained candidates of small compound which may enhance 
migration or recruitment of osteoblast progenitors.  

研究分野：骨再生

キーワード： 細胞遊走
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨組織修復過程において、骨格系前駆細胞を骨修復部位に積極的に動員させるための制御因子はほとんど分かっ
ていませんでした。本研究では、その制御因子とその因子の発現を高める化合物の同定を目指しました。将来的
に本研究がさらに進めば、骨修復を早める治療薬の開発に寄与する可能性を秘めています。

※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 
様々な原因で生ずる組織欠損に対する治療は焦眉の課題であり、その治療法として組織再生
療法が注目を浴びて久しい。組織再生療法とはホストの自然治癒能力を効率的に引き出すアプ
ローチであると位置づけられる。口腔外科領域においては、歯周疾患や炎症・外傷により破壊さ
れた歯槽骨の再建が大きな治療ニーズである。研究代表者らは、効率的な骨再生法の開発を目指
して、基礎研究と応用研究を両輪として研究開発を進めてきた。以下の通り、骨格形成に関する
基礎的知見に基づいて同定された遺伝子や低分子化合物を用いることで、細胞を移植すること
なく骨再生を誘導できるプラットフォームが開発された。 
1. ヘッジホッグシグナル、bone morphogenetic protein（BMP）シグナルによる骨格系細胞運
命決定と分化機構の解析：マウス遺伝学と分子生物学的手法を用いて、上記二つのシグナルが骨
格形成の一連の過程において、細胞運命決定とそのあとの分化促進に段階的に作用することを
明らかにした（Ohba et al. Dev Cell, 2008; Hojo et al, J Biol Chem, 2012; J Biol Chem, 2013）。 
2. 骨形成性遺伝子・低分子化合物による骨再生法：骨形成性シグナルの最適化を通じて、BMP
受容体 IB と転写因子 Runx2 の過剰発現により、線維芽細胞から骨形成性細胞への direct 
reprogrammingが可能であることを世界に先駆けて見出した（FASEB J, 2007）。さらに、高分
子ナノミセルによる遺伝子送達、mRNA 送達が骨格組織再生・修復を誘導できることを報告し
た（Itaka, Ohba et al. Mol Ther, 2007; Aini et al. Sci Rep, 2016）。また、骨芽細胞の後期分化
を促進する低分子化合物を同定し（Ohba et al. Biochem Biophys Res Commun, 2007）、この
化合物をリン酸カルシウム人工骨に搭載させることで骨形成性薬剤溶出型人工骨を開発した
（Maeda, Hojo et al. Biomaterials, 2013）。 
 研究代表者らは、組織修復過程における最も重要なイベントを、分子レベルで特異的にコント
ロールできれば、最小限の介入で生体の自然治癒能力を最大化し、骨再生効率を飛躍的に高める
ことが可能となると考えた。前述の通り、これまでの研究により、発生過程における骨格系細胞
の運命決定や細胞分化機構の理解が進み、組織修復部位の局所において骨格系細胞の分化を制
御できる可能性が示唆されてきた。そこで本研究では、これまでその制御方法が十分に理解され
ていなかった、骨修復過程における「骨芽細胞前駆細胞の遊走・補充」に焦点を絞り、その制御
因子の同定と、それを活性化する基盤技術の開発を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、骨修復過程における「骨芽細胞前駆細胞の遊走・補充」のマスター制御因子を同
定し、それを活性化する方法を検討することで、最小限の介入による骨再生医療（bone 
regeneration by minimal intervention）の基盤技術の開発を目指すこととした。具体的には以
下の２点を目的とした： 
(1) ゲノムワイドアプローチによる骨芽細胞前駆細胞の遊走・補充促進因子の同定 
骨発生過程において転写制御因子 Sp7/Osterix 陽性の骨芽細胞前駆細胞は遊走能を有し、骨
髄形成に寄与することから、Sp7標的遺伝子が細胞遊走に関与すると考えられた。そこで本研究
では、次世代シーケンサーを用いて取得したビッグデータとバイオインフォマティクス解析を
駆使して、骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子の同定を目指した。 
 
(2) エピゲノムデータ、遺伝子発現データに基づく、骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子の発
現を誘導する生理活性物質の同定と骨再生効果の検証 
 ゲノムワイドなエピゲノムプロファイルの取得とその解析を通して、(1)で同定した骨芽細胞
前駆細胞遊走・補充促進因子の転写制御領域（エンハンサー領域）の同定を目指した。さらに候
補エンハンサー領域を用いた細胞センサーを作製し、低分子化合物ライブラリーを用いた薬剤
スクリーニングを行うことで、骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子の発現を誘導する生理活性
物質の同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノムワイドアプローチによる骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子の同定 
 Sp7標的遺伝子の同定のため、研究代表者らが以前取得した骨芽細胞における Sp7 ChIP-seqデ
ータと Sp7陽性骨芽細胞における RNA-seqデータ（Hojo, Ohba et al. Dev Cell, 2016）を活用した。
Sp7ゲノム結合領域から標的遺伝子の推定にはGREAT: Genomic Regions Enrichment of Annotations 
Toolを用いた。得られた有望遺伝子に対する機能喪失実験には、Crispr/Cas9システムを用いた。
具体的には、標的遺伝子の第一エクソン周辺にガイド RNAを設計し、ガイド RNAオリゴ DNA
をレンチウイルス型の Cas9-ガイド RNA カセットベクターに組み込んだ。本ウイルスベクター
を 293T細胞に導入し、ウイルスを産生させた後、骨芽細胞株 MC3T3E1に感染させた。薬剤セ
レクションの後、サンガーシークエンスおよび RT-qPCR により、標的ゲノム領域の欠失と遺伝
子発現の減少を確認した。細胞遊走アッセイには、2D Gap Closure アッセイ法および Boyden 
Chamberアッセイ法を用いた。 
 
 (2) エピゲノムデータに基づく、骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子の発現を誘導する生理
活性物質の同定と骨再生効果の検証 
 骨芽細胞におけるエピゲノム情報を得るため、オープンクロマチン領域を同定する ATAC-seq



（an assay for transposase-accessible chromatin using sequencing; Buenrostro JD et al., Nat Methods 
2013）を行った。既報のプロトコール通り実験を行い、ライブラリーを作製した後、illumina
社の次世代シーケンサー（Hiseq）で DNA 配列を取得した。得られたデータを基に、東大医科学
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を行った。
ゲノム配列のマッピングには bowtie, ピークコーリングには Cisgenome のパッケージを利用し
た。次に、(1)で同定した骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進遺伝子候補の周囲 100 kb にわたっ
て、この遺伝子の転写活性化に関わるエンハンサー候補領域を検索した。エンハンサー候補の転
写活性化の確認のため、候補エンハンサー領域とプロモーター領域の下流にルシフェラーゼを
つなげたレポータ DNA を作製した。エンハンサー領域欠損マウスの作出のため、エンハンサーの
両端にガイド RNA を設計し、CRISPR/Cas9 システムを用いた。有望エンハンサーに対しては、上
記ルシフェラーゼレポーター遺伝子を骨格系細胞に導入した後、低分子化合物ライブラリーの
スクリーニングを行った。 
 
４．研究成果 
(1) ゲノムワイドアプローチによる骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子の同定 
 骨芽細胞前駆細胞における Sp7 ゲノム結
合領域プロファイルを ChIP-seq 解析によ
り、Sp7 陽性骨芽細胞前駆細胞の転写産物プ
ロファイルを RNA-seq 解析により取得し、遺
伝子オントロジーデータベースとの統合解
析を行った。細胞遊走に関連する遺伝子オン
トロジーリスト、Sp7 の標的遺伝子候補およ
び、骨芽細胞において高発現(FPKM5 以上)遺
伝子リストを統合し、その全てを満たす遺伝
子群を同定した（図１）。さらに、創薬への展
開を想定し、本遺伝子リストの中から、シグ
ナルパスウェイのリガンド、受容体、転写因
子を抽出し、さらに文献検索から有望な候補
を絞り込んだ。 
同定した候補の中で、シグナル関連因子に関しては、既にそのリガンドが組み換えタンパク質
として入手可能であったため、細胞遊走への関与を検討した。転写因子に関しては、Crispr 法
を用いた機能喪失実験を検討したものの、ゲノム編集効率は低く、遺伝子発現の減少も十分でな
かった。そのため、クローニングすることで、遺伝子欠損細胞のみを選別し実験を行うこととし
た。現在その準備を進めている。 
 
(2) エピゲノムデータに基づく、骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子の発現を誘導する生理活
性物質の同定と骨再生効果の検証 
 Sp7 陽性骨芽細胞において ATAC-
seq 解析を行い、骨芽細胞におい
て、ゲノムワイドな転写制御領域を
同定した。次に(1)で同定した骨芽
細胞前駆細胞遊走・補充促進候補遺
伝子の転写制御領域の同定を検討
した。候補遺伝子の周囲 100 kb に
わたって、上記エピゲノムマーカー
の分布を指標に、骨芽細胞前駆細胞
遊走・補充促進候補遺伝子の転写活
性化に関わるエンハンサー候補領
域を検索した（図２）。得られた候
補領域に対して、その DNA 領域とルシフェラーゼ遺伝子を有するレポータ遺伝子を合成し、骨格
系細胞に導入した。その結果、線維芽細胞に比較して、骨格系細胞において高い転写活性化を有
していることが確認された。同定したエンハンサー候補領域の in vivo 骨形成に対する効果を
検証するため、エンハンサーノックアウトマウスの作製に着手した。 
 次に、候補遺伝子の転写を誘導する低分子化合物を同定するため、上記ルシフェラーゼレポー
ター遺伝子を骨格系細胞に導入して化合物スクリーニングを検討した。レポータ細胞を 96 
well プレートに播種し、観察することで、有望な低分子化合物の同定を目指した。化合物の毒
性により細胞が死滅した場合は、化合物濃度を10分の1に希釈し同様の実験を行うこととした。
これまでの解析の結果、レポータを活性化させる化合物が複数見つかっており、現在その検証実
験を開始している。 
 以上、本研究では、ゲノムワイドなアプローチにより、骨芽細胞前駆細胞遊走・補充促進因子
の候補因子を複数同定し、その一部についてその転写制御領域の同定と薬剤スクリーニングの
検討を行い、有望な化合物を複数見出した。今後、さらなる解析により有望な化合物を選別し、
in vivo骨再生における検証に進みたい。 
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