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研究成果の概要（和文）：エピジェネティックな遺伝子発現調節機構の一つであるDNAメチル化は様々な生命現
象に関与する。本研究では、骨芽細胞分化を制御するDNAメチル化機構を分子レベルで明らかにし、DNAメチル化
制御による革新的な骨形成誘導法の開発を目的として研究を行った。最新のエピジェネティクス解析技術を用い
て様々な間葉系細胞のDNAメチル化および遺伝子発現の統合解析を行い、骨芽細胞に特異的なDNAメチル化遺伝子
を明らかにした。さらに、骨形成を促進するDNAメチル化阻害剤のスクリーニングにも成功した。本研究は、DNA
メチル化を標的とした効率的な骨再生の技術開発とその社会実装に貢献すると期待できる。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation, one of the regulatory mechanisms of epigenetic gene 
expression, plays important roles in various biological phenomena. In this study, we aimed to 
elucidate the DNA methylation mechanism that regulates osteoblast differentiation at the molecular 
level and to develop an innovative method to induce bone formation. We performed integrated analysis
 of DNA methylation and gene expression in various mesenchymal cells and identified DNA methylation 
genes that regulate osteoblast differentiation. In addition, we successfully screened for DNA 
methylation inhibitors that promote bone formation. This study would contribute to the development 
of novel technology for efficient bone regeneration targeting DNA methylation and its social 
implementation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の高齢化社会の到来に伴い、歯周病や骨粗鬆症を代表とする骨代謝疾患の患者数が増大し社会的問題となっ
ており、骨形成を促進する再生療法や治療薬の開発が望まれている。本研究では、遺伝子発現制御機構の1つで
あるDNAメチル化に着目し、最新の全ゲノム解析技術を用いて骨形成の分子メカニズム解明と骨再生への応用を
検討した。その結果、骨形成に重要なDNAメチル化遺伝子を明らかにするとともに、DNAメチル化を阻害すること
で骨形成を促進する薬剤のスクリーニングに成功した。本研究結果の学術的意義は高く、科学的知見に基づいた
骨再生法の開発に貢献すると期待できる。

※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 
近年の高齢化社会の到来に伴い、歯周病や骨粗鬆症を代表とする骨代謝疾患の患者

数が増大し社会的問題となっている。歯周病の進行により失われた歯槽骨の再生は、

歯科領域において古くから重要な臨床的課題であり、FGF2による再生療法が保険収
載されたが、重度に骨を欠損する歯周疾患に対する、より有効な歯槽骨再生療法の確

立には至っていない。 
効率的な骨組織再生には、足場（マトリックス）と増殖分化調節因子に加えて、骨

芽細胞の起源となる「幹細胞」の存在が必須である。しかし、バイオマテリアル研究

の分野で「足場」や「増殖分化調節因子」の改良が飛躍的に進んでいるにもかかわら

ず、幹細胞から誘導される骨芽細胞集団の不均一性や分化効率の低さが、「幹細胞」に

おいて解決すべき大きな問題として残されている。この問題解決のアプローチとして

近年その重要性を増しているのが、DNA塩基配列の異常を伴わない遺伝子発現制御機
構、すなわち“エピジェネティクス”である。そして、様々なエピジェネティクス制御
機構のなかでも、細胞の発生・分化・老化さらには疾患との深い関連性が示唆されて

いるのが DNAメチル化である。 
  DNAメチル化は DNAの塩
基配列を変化させずに遺伝子発

現のオン・オフを調節するメカ

ニズムである。遺伝子領域また

はその近傍には CpGが密集し
た領域（CpGアイランド）が
存在し、DNAメチル化酵素
（DNAmethyltransferase：
DNMT）によりメチル化される
と遺伝子発現が抑制される（図

１参照）。実際、皮膚線維芽細胞では骨芽細胞特異的基質であるオステオカルシン遺伝

子の DNAメチル化が亢進している。そして、筋肉細胞や脂肪細胞において DNA の脱
メチル化を誘導すれば特定の細胞へと分化誘導することが可能であることも明らかと

なっている(Cell 1997)。 
したがって、効率的な骨再生法を確立するためには、骨芽細胞分化に特異的な DNA
メチル化機構を分子レベルで理解したうえで DNAメチル化酵素を阻害し、DNAメチ
ル化を解除することにより骨形成を促進させるアプローチが有効となる（図１参照）。 
しかし、骨芽細胞分化における DNAメチル化の機能的役割は不明であり、また骨再
生を効率的に誘導する DNAメチル化阻害剤の検索や臨床応用への展開に関しても検討
すべき課題が多いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「骨形成を制御する DNAメチル化の分子メカニズムは何か？また、そ
の知見をどのように骨再生へと応用するか」を研究課題の核心をなす「問い」に設定

し、分子メカニズムを基盤とした骨再生を目指す。そのための研究アプローチとし

て、まず骨芽細胞分化に関与する DNAメチル化機構の詳細を分子レベルで明らかにす
る。次に得られた知見に基づき、骨形成を促進する DNAメチル化阻害剤または DNA
メチル化制御因子を決定する。最終的には、DNAメチル化を標的とした効率的な骨再
生の技術開発の社会実装に貢献することを最大の目的とする。 
 
 

 
図１.DNAメチル化と骨再生 



３．研究の方法 
①骨芽細胞分化における DNAメチル化の解析 
 CpGリッチ領域を濃縮し CpG領域に絞り込んだ解析を行うことで、効率よく個々
のシトシン塩基のメチル化状態を解析することが可能な RRBS（Reduced 
representation of bisulfite sequencing）を用いて、骨芽細胞における DNAメチル化領
域の解析を行う。 
生後 0日齢マウスの頭蓋骨より初代培養骨芽細胞、肋軟骨より初代培養軟骨細胞、
さらに初代培養皮膚線維芽細胞を採取する。骨芽細胞、軟骨細胞および皮膚線維芽細

胞からゲノム DNAを精製した後、制限酵素Msplを用いてゲノム DNAの断片化、な
らびにプロモーター領域と CpGアイランドの濃縮を行う。その後、メチル化されてい
ないシトシンを脱アミノ化しウラシルに変換するバイサルファイト処理を行い、イル

ミナ NGSプラットフォームを利用してバイサルファイトシークエンシングを行う。 
 得られたシークエンスデータはバイサルファイト処理後の配列をマッピングするた

めのツールである Bismarkを用いて解析する。 
②骨芽細胞分化の遺伝子発現解析 
骨芽細胞、軟骨細胞および皮膚線維芽細胞から RNAを採取し、細胞内で発現する全
ての転写物の配列情報を読み取り定量化する RNA-seqにより遺伝子発現の網羅的解析
を行う。 
③統合解析による DNAメチル化機構の解明 
①と②の統合解析から、他の細胞に比較して骨芽細胞で発現が高く DNAメチル化が
低い遺伝子群を同定する。これらの遺伝子群を骨芽細胞分化に関与する DNAメチル化
変動遺伝子として抽出する。 
④骨形成を促進する DNAメチル化阻害剤のスクリーニング 
骨芽細胞分化に対する様々な DNAメチル化阻害剤の効果を検討し DNAメチル化阻
害剤を網羅的に選別する。具体的には、骨芽細胞への分化能を有する間葉系細胞 ST2
細胞を現在入手可能なすべての DNAメチル化阻害剤で処理し、骨芽細胞分化培地で培
養する。その後 Alp染色、Von Kossa染色さらに RT-qPCR法で骨芽細胞分化マーカ
ーを評価し、最も骨芽細胞分化誘導能の高い DNAメチル化阻害剤をスクリーニングす
る。 
 
４．研究成果 
①骨芽細胞の DNAメチル化プロファイリング 
初代培養骨芽細胞、初代培養軟骨細胞および初代培養皮膚線維芽細胞からゲノム

DNAを採取し RRBS法により DNAメチル化領域の解析を行った。シークエンスデー
タをマッピングした後、DNAメチル化部位の抽出を行った。次にmethykKitを用いて
各細胞における DNAメチル化率の算出とヒストグラムの可視化を行った結果、いずれ
の細胞においてもメチル化部位が問題なく抽出されていることを確認した（図 2）。 

 
図２．各細胞における DNAメチル化率のヒストグラム 



次に、骨芽細胞と軟骨細胞、または骨芽細胞と皮膚線維芽細胞の２つのサンプル間

で DNAメチル化がどのように変化しているかの解析を行った。DNAメチル化変動領
域の分布を全ゲノムで検討した結果、DNAメチル化が変動した領域の約 10%はプロモ
ーター領域に存在することが明らかとなった（図 3）。 

皮膚線維芽細胞に比較して骨芽細胞において DNAメチル化率が低い遺伝子群として
515個の遺伝子を、また骨芽細胞において DNAメチル化率が高い遺伝子群として 376
個の遺伝子を同定した。同様の解析を軟骨細胞と骨芽細胞で行った結果、骨芽細胞に

おいて DNAメチル化率が低い遺伝子群として 487個の遺伝子を、また骨芽細胞にお
いて DNAメチル化率が高い遺伝子群として 560個の遺伝子を同定した。 
②統合解析による骨芽細胞における DNAメチル化機構の解明 
 骨芽細胞における遺伝子発現と DNAメチル化の関連性を明らかにするために、骨
芽細胞、軟骨細胞および皮膚線維芽細胞から RNAを採取し、RNA-seqを行った。そ
の結果、皮膚線維芽細胞に比較して骨芽細胞で 2倍以上に発現が増加した遺伝子を
1657個、軟骨細胞に比較して骨芽細胞で 2倍以上に発現が増加した遺伝子を 1728個
同定した。これら RNA-seqにより変動がみられた遺伝子群と、DNAメチル化率が変
化した遺伝子の統合解析を行った結果、DNAメチル化により発現増加する骨芽細胞の
遺伝子として 45個（vs 皮膚線維芽細胞）および 47個（vs 軟骨細胞）の遺伝子を同
定することに成功した（図 4）。 

 
③骨形成を促進する DNAメチル化阻害剤のスクリーニング 

 
図３．骨芽細胞における DNAメチル化変動領域の分布図 

 

図４．骨芽細胞における DNAメチル化依存性の発現変動遺伝子 



薬剤を用いて DNAメチル化酵素を阻害することで骨芽細胞に重要な遺伝子の転写を
促進し骨形成を促進する方法の探索を行った。そのためのアプローチとして、７種類の

DNA メチル化酵素阻害剤（RG108, 5-Aza2', 5-Aza, Hydralazine hydrochloride, 
Procinamide, Procaine, Zebularine)を入手し骨芽細胞分化に対する効果を検討した。ま
ず、がん細胞を用いて行っている先行研究を参考に細胞毒性を誘導しない使用濃度を決

定した。MC3T3E1細胞を、上記の DNAメチル化酵素阻害剤で２日間処理した後、BMP2
を添加し４日間培養した後 RNA を採取し、骨芽細胞分化マーカー遺伝子(Alpl, Runx2, 
Sp7 および Ocn)の発現を RT-qPCR により検討した。その結果、5μM RG108 および
0.5mMProcaine の２種類の DNA メチル化酵素阻害剤が BMP2 誘導性の骨芽細胞分化
を増強させることを見出した(図 5)。 

これら DNAメチル化酵素阻害剤による骨芽細胞分化の促進作用に細胞増殖が関与す
るか否かを検討するために、WST1アッセイにより骨芽細胞の細胞増殖に対する効果を
検討した。その結果、RG108 は骨芽細胞の細胞増殖に影響を及ぼさないことが明らか
となった。以上の結果は、RG108 はエピジェネティックにサイレンシングされた骨芽
細胞遺伝子を脱メチル化により再活性化することにより骨形成を促進していることが

明らかとなった。 
さらに、骨量減少を引き起こす骨粗しょう症において骨芽細胞が減少する一方で脂

肪細胞が増加していることに着目した。そして、脂肪細胞においてDNAメチル化によ

り遺伝子発現が阻害されている骨芽細胞遺伝子のDNAメチル化を解除することで、骨

形成が回復するか否かを検討した。その結果、骨芽細胞および脂肪細胞の両方の細胞

への分化能を有する未分化間葉系細胞ST2および前駆脂肪細胞3T3-L1細胞において、

RG108はRunx2,ALPase,オステオカルシンおよびSp7といった骨芽細胞分化のマーカ

ー遺伝子の発現を増加させることを見出した。以上の結果より、RG108は脂肪細胞な

らびに未分化間葉系細胞の骨芽細胞分化能を増進することが明らかとなった。 

 

 

図５．骨芽細胞分化に対する DNAメチル化阻害剤の効果 
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