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研究成果の概要（和文）：本研究は、胎生期骨発生において必須となる転写因子Runt-related transcription 
factor 2 (Runx2)とヘッジホッグシグナルの骨折治癒過程での働きに関してそのメカニズムの解明を目的に行わ
れた。CAGCre-ERTM; Runx2fl/fl; R26RTomatoマウスを作製し、骨折治癒過程における骨修復に関わる因子の解
明を目指した。また、Runx2+/-マウスの骨折モデルを作製し、Runx2の骨折治癒における役割について探究をお
こなった。さらにシングルセル解析によりRunx２陽性の細胞集団が骨格系前駆細胞から成熟骨芽細胞まで連続的
に発現していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanism of the 
transcription factor Runt-related transcription factor 2 (Runx2), which is essential for embryonic 
bone development, and the function of hedgehog signaling in the fracture healing process. We created
 CAGCre-ERTM; Runx2fl / fl; R26RTomato mice and aimed to elucidate the factors involved in bone 
repair during the fracture healing. We also created a fracture model of Runx2 +/- mice and 
investigated the role of Runx2 in fracture healing. Furthermore, single cell analysis confirmed that
 the Runx2-positive cell population was continuously expressed from skeletal progenitor cells to 
mature osteoblasts.

研究分野： 外科系歯学

キーワード： Runx2　骨折治癒　骨疾患　シングルセル解析
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会を迎えた日本にとって、骨折などを含む骨疾患は社会的に取り組むべき大きな課題と考えられる。し
かしながら、骨折治癒のメカニズムや治療法に関しては明らかとなっていない点も多数存在する。そこで、本研
究による、骨折治癒のメカニズム（HhシグナルやRunx2の役割）が明らかとなれば、将来的な骨折を含む骨疾患
の治療法に大きな進歩をもたらすと考えられる。

※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 
これまでに遺伝子改変マウス等を用いた遺伝学的な解析から、骨芽細胞分化の各段階に必須

の因子が明らかとなってきた（Nature 423:332-355, 2003; Development 133:3231-3244, 2006）。四肢・

体幹の多くの骨が形成される軟骨内骨化においては、骨芽細胞と軟骨細胞は共通の Sox9 陽性の

前駆細胞（骨軟骨前駆細胞）から生じるとされている。Runx2 欠失マウスでは全身の骨形成が消

失することから、Runx2 は骨芽細胞分化のマスター制御因子とされている。骨芽細胞への運命決

定プロセスにおいては、ヘッジホッグ（Hh）シグナルが Runx2 陽性骨芽細胞前駆細胞の形成に

必須である。また、Hh 刺激を受けられずに Runx2 の発現を獲得しなかった軟骨膜細胞は、骨芽

細胞に分化することなく、Sox9 陽性の軟骨細胞に分化することが知られている（Development, 
131:1309-1318, 2004）。一連のデータは、①骨軟骨前駆細胞から骨形成性細胞－骨芽細胞への運命

決定プロセスには Runx2 の獲得が鍵であること、②この Runx2 の獲得には Hh シグナルが関与

すること、の 2 点を示している。 
 胎生期の骨発生に加え、成体における骨折治癒過程においても軟骨内骨化が認められる。した

がって、骨折治癒過程においても、骨軟骨前駆細胞が主要な役割を果たしており、その根幹に上

記の Runx2 を鍵とした骨芽細胞への運命決定プロセスが存在すると考えられる。このプロセス

のメカニズムを細胞レベル・分子レベルで正確に理解することは、骨修復機構のさらなる理解の

みならず、新しい骨疾患治療・骨再生医療の開発へとつながる。しかしながら、上で述べた 2 点

（Runx2 獲得の意義と Runx2 獲得における Hh シグナルの関与）が、骨折治癒における骨芽細胞

への運命決定においても成立するか否かについては不明なままである。 
 近年、医学・生物学において、細胞運命や遺伝子発現プロファイルを一細胞レベルで検索する

Single Cell 解析が注目されている。一見均質に見える細胞集団の多様性を明らかにし、組織の発

生や修復における遺伝子や細胞内シグナルの機能を、一細胞レベルで、より緻密に理解すること

が可能となる。Single Cell 解析の手法を、骨折治癒における骨芽細胞への運命決定プロセスの解

析に応用することができれば、そのメカニズムの理解を飛躍的に高めるものと期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、Runx2 獲得の意義と Runx2 獲得における Hh シグナルの関与に焦点を絞り、骨折治

癒における骨芽細胞への運命決定プロセスに関わる基本原理の一部を明らかにすることで、骨

再生療法・骨疾患治療へと展開する基礎的知見の収集を目的とする。まず、Runx2 獲得の意義を

検討するため、成獣マウスの骨折治癒過程において時期特異的に Runx2 を欠失させ、Runx2 欠

失細胞の細胞運命を in vivo で追跡するとともに、遺伝子発現プロファイルを一細胞レベルで明

らかにする。次に、Runx2 獲得における Hh シグナルの関与（Hh-Runx2 連関）を明らかにするた

め、骨折治癒過程において Hh シグナルを外因性に活性化させた状態で、上記と同様の追跡を行

う。 
これまで骨折治癒過程における Runx2 の機能解析に関する報告はあるが、本研究のように in 

vivo lineage tracing に基づいた検討はこれまでになされてこなかった。さらに、骨折治癒過程に

関わる細胞集団の性状と挙動を、一細胞レベルで取得した遺伝子発現プロファイルに基づいて

理解することは、過去のバルク細胞による研究と比較し、単細胞をターゲットとした創薬や疾患

治療法、骨再生療法へとつながる新たな知見となり得る。 
 
３．研究の方法 
（1）CAGCre-ERTM; Runx2fl/fl; R26RTomato マウスの作製 
 Runx2 ノックアウトマウスは、通常胎生致死となるため、本研究では、CreER-loxP システムを

利用して、異なる時期に成体マウスにタモキシフェンを投与することで、時期特異的 Runx2 機

能解析および lineage tracing 解析を行うことを目標に研究をすすめた。タモキシフェン存在下に

おいて全身性に Cre を発現する CAGCre-ERTM マウス、Rosa26tdTomato (R26RTomato)マウス、

Runx2-flox マウスを交配させることで、CAGCre-ERTM; Runx2fl/fl; R26RTomato マウスを作製した。



骨組織における Tomato 発現を指標に Cre recombination 効率を検討し、解析に最適なタモキシフ

ェン投与量を決定した。 
 Runx2+/-マウスを使用した骨折モデルと WT の骨折モデルを比較する実験も予備実験から継続

して行った。WT、Runx2+/-マウス各々骨折モデルを作製し、骨折後 7 日目にマイクロ CT にて仮

骨形成を評価した。BMD の違いによるマッピングを行い、仮骨形成の比較を行った。 
 

（2）骨欠損モデルにおける Runx2 機能のシングルセル解析 
 これまでに組織学的解析から認められた知見を一細胞遺伝子発現レベルで検証した。Runx2 野
生型の CAGCreERTM; R26RTomato マウスを用い、組織を回収し、酵素処理により細胞を単離し
た後、10x Genomics 社の Chromium システムによる一細胞バーコード付与を行った。その後、 
cDNA を合成し一細胞 RNA-seq 解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）CAGCre-ERTM; Runx2fl/fl; R26RTomato マウスの作製 
本研究で必要となる遺伝子改変マウスの作製を行

った。Runx2 の機能解析のため、CAGCre-ERTM; 
Runx2fl/fl; R26RTomato マウスを作製。まず、CAGCre-
ERTM; R26RTomato マウスと、Runx2fl/fl; R26RTomato
マウスを作製し、さらに掛け合わせを行って、
CAGCre-ERTM; Runx2fl/fl;  R26RTomato マウスを作
製した。同時に、コントロールとして使用する
CAGCre-ERTM; Runx2+/+;  R26RTomato マウスも作
製した。また、実験には雄マウスを使用するため、交
配により雄マウスの数を増やしつつ、骨折モデルを
作製した。また、タモキシフェンの投与量についても
検討実験を行った。 
追加で、予備実験として行っていた Runx2+/-マウス

を使用した骨折モデルのマイクロ CT による評価も
行った。骨折後 7 日目の CT 画像を BMD の違いによ
りマッピングし比較したところ、Runx2+/-マウスでは
軟性仮骨の形成が WT に比べ、少量しか認められな
かった（図１）。 

 
（2）Runx2 機能のシングルセル解析 
骨修復における Runx2 の寄与を一細胞単位で解析するため一細胞 RNA-seq 解析 (scRNA-seq)

を行った。まずは Runx2 野生型の CAGCreERTM; R26RTomato マウスを用いた解析を行った。骨
欠損作製後、骨修復部位における細胞集団を酵素処理により回収し、フィルトレーションにより
単離した。10x Genomics 社の Chromium 解析プラットホームにおいて、一細胞ごとに異なる分子
バーコード含有ビーズと液滴を、マイクロ流路において反応させた。これにより、各細胞に異な
る分子バーコードを付加した後、逆転写酵素により cDNA を合成し、さらに cDNA を増幅しラ
イブラリーを作製した。バイオアナライザーにてライブラリーのサイズと量を確認した後、次世
代シーケンサーNovaseq 用いた解析を行った。得られたシークエンスデータは東京大学医科学研
究所スーパーコンピューターShirokane を用いて解析した。Cell Ranger ソフトウェアを用いてマ
ウスリファレンスゲノム mm10 へマッピングした後、Seurat を用いてさらなるバイオインフォマ
ティクス解析を行った。データ正規化およびクラスタリング解析を行った後、得られた各クラス
ターのアノテーションを行った。さらに Monocle 3 パッケージを用いて、pseudo time（偽時系列）
解析により、骨格系前駆細胞から成熟骨芽細胞までのダイナミックな遺伝子発現変化を解析し
た。その結果、Runx２陽性の細胞集団が、骨格系前駆細胞から成熟骨芽細胞まで連続的に発現し
ていることが確認された。現在、tdTomato 遺伝子の発現解析を通した、細胞系譜解析を進めてい
る。また、今後は Runx2 欠損マウス（CAGCreERTM; Runx2fl/fl ; R26RTomato マウス）を用いた解
析についても準備を進めている。 
 
上記に加えて、本研究に関連する骨関連疾患、Runx2 やヘッジホッグシグナルに関する知見の

情報収集を各学会にて行ってきた。また、他施設への訪問も行い、ディスカッションを通して、
研究におけるアドバイスをいただいた。研究計画をすべて完了することが困難であったため、こ
れらの新たな知見をもとに、今後も本研究をさらにすすめていきたいと考えている。また、骨関
連疾患に関する学会発表や論文執筆を行い、世界に向けて情報発信も行った。 

WT と Runx2+/-マウスの骨折治癒 

過程の比較（図１）
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