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研究成果の概要（和文） ：脱細胞化骨を用いてマウス体内での人工ヒト骨髄組織の構築モデルの作製を目的とし
た。ヒト骨髄間葉細胞株にCRISPRactivation libraryや CRISPRKnock Out libraryによりランダムかつ網羅的
な遺伝子変異を導入し 骨と共培養したところ、骨内浸潤因子としてSHC4upr闊ulation SRRM4ノックアウト
(KO) を同定した。 SH凶 upregulationとSRRM4KO細胞株の機能について、増 能に有意な差はなかったが、い

ずれも遊走能の九進、足場非依存的増殖が確認できた。これにより、脱細胞化骨への侵入に有利に働いたと考え
られる。

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、 CRISPRActivation libraryとKnockOut libraryを導入することでUE7T-9の脱細胞化骨への新規侵入
囚子として、 SHC4遺伝子の過剰発現、 SRRM4KOを同定した。脱細胞化骨に進展する因子を同定したことで 今後
新たなinvivoヒト骨髄モデル、疾患モデルの構築を十分に遂行可能と考えており、ヒト造血微小環境の解析＞、
造血メカニズム、間質細胞の遺伝子異常による白血病発症メカニズムなどの解析が、飛躍的に進むものと考え
る。

研究成果の概要（英文） ：We successfully transplant human bone marrow mesenchymal stem cell-line, to 
decellurized bone using CRISPR library. We identified SRRM4 knock out and SHC4 upregulation as bone 
protrusion factor. 
SHC4 overexpression and SRRM4 knock out improved cell migration, and invasion to decellurized bone. 
Establishment of complete SRRM4 knock out cell line was difficult, but half knock out cell line 

protrudes into bone trabeculae. 

研究分野：実験病理学

キーワード：脱細胞化骨 骨髄間葉系幹細胞株 CRISPRlibrary 
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1. 研究開始当初の背景と目的

造血幹細胞は、骨髄微小環境内で骨髄間葉幹細胞との相互作用により、分化と増殖が維持されて

いる。急性白血病や骨髄異形成症候群の一部では、骨髄微小環境内での造血幹細胞と、遺伝子異常

を有する骨髄間葉幹細胞の相互作用が、造血細胞の腫瘍化を誘導している可能性が示唆されている

1)。また、 DICERlなどの遺伝子変異と骨髄異形成症候群との関連も報告されている 2)。骨髄異形

成症候群は、病態が多岐にわたり、しばしば急性骨髄性白血病に移行する。高齢者で発症すること

が多く、商齢化に伴い、患者数の増加が想定される。

骨髄微小環境の詳細な解析のためには、実験動物体内で検証可能なヒト骨髄微小環境を反映した

in vivoモデルが必要であるが、今現在有効なモデルは構築されていない。

一方で、本学生体材料研究所では、ブタ肋骨に高い静水圧をかけることにより、脱細胞化骨が開

発された。脱細胞化骨をラットの皮下に移植すると免疫反応は生じず、脱細胞化骨内に造血組織が

構築された［そこで、脱細胞化骨にヒト骨髄間葉系細胞株を移植前に生着させ、マウス皮下に移

植することで、マウス体内での人工ヒト骨髄組織の構築、新しいヒト白血病発症骨髄モデルの作製

が可能ではないかと考えた。本研究では、脱細胞化骨へのヒト骨髄間葉系細胞株の導入実験及び同

定した遺伝子変異を導入した細胞の機能評価を目的とした。

2. 研究方法と結果

① CRISPR activation libraryおよびknockout libraryの導入と責任遺伝子の同定

本研究では、ヒト骨髄由来細胞 UE7T-9を用いた。

単純に、脱細胞化骨と細胞株を共培養するのみでは骨内への進展が確認できなかったため、

CRISPR activation library (SAM library)および knockout library (GeCKO v2 library)を導入し

た。既報告 4) と同様に、 Lipofectionにて HEK293T細胞より Lentivirusvectorを作製し、 Infection

により UE7T-9細胞に各 CRISPRlibraryを導入した。抗生剤による selection後に、脱細胞化骨と

3週間共培養した。 3週後、 10％中性緩衝ホルマリンで 1日固定し、 EDTA溶液 (Pharma)で 1日

脱灰した。パラフィン包埋切片を作製し、未染標本J:::で骨の表面部分をマクロダイセクション後、

DNAを抽出し、gRNA部分を PCRにより増幅し、 PCR産物を ZeroBlunt TOPOベクターに導入

し、大腸菌に導入した。形成されたそれぞれのコロニーについて、 mini-prepを行い、 DNA配列解

析（サンガー法）にてgRNAに対応する遺伝子変異を同定した。実験の流れを図 1に示す。
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図 1遺伝子変異同定までの実験の流れ



両libraryをそれぞれ導入した UE7T-9と、脱細胞化骨を共培養したところ、骨内への浸潤が確認

できた。SAMlibraryより SHC4の過剰発現を、GeCKOv2 libraryより SRRM4のknockout(KO) 

を同定した。

② SHC4過剰発細胞株および SRRM4KO細胞株の作製と蛋白発現の確認

・遺伝子改変細胞株の作製

SHC4過剰発現細胞株は、 CMVプロモーターを有する lentivirusvectorを用いて、また、 SRRM4

KO細胞株は、 CRISPRv2 vectorを用いて作製した。それぞれ、抗生剤による selectionを行った。

SHC4過剰発現細胞株(UE7T-9-SHC4)は、

Western blotにより過剰発現を確認した。

SRRM4KO細胞株(UE7T-9SRRM4 KO)は、

Western blotではバンドの欠失が確認され

なかったが、フローサイトメトリーでは、

SRRM4の発現が半分程度の減弱が確認され

た（図 2-B)。

③脱細胞化骨との共培養・浸潤距離の測定
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図2UE7T-9 SRRM4 KO蛋白発現の比較

(A) WB結果 （B) フローサイトメトリー結果

UE7T-9-SHC4, UE7T-9 SRRM4 KOをそれぞれ脱細胞化骨と 4週間共培養を行い、骨内に進展

した細胞 100個の脱細胞化骨表面からの浸潤距離を測定した。

両者ともに骨内への進展が認められた（図 3)。また、表面からの浸潤距離を測定したところ、コン

トロールに比べて、 SRRM4KOの方が有意に。浸潤距離は controlと比較して優位に深く浸潤して

いた(p< 0.01)（図 4)
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図3UE7T-9 SRRM4 KOと脱細胞化骨との共培養
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図4浸潤距離の測定結果

④ KO細胞株の機能評価

両細胞について、 MTSassayにて細胞増殖能、 Scratchassayにて遊走能、 Softagar assayにて

足場非依存的増殖能の評価を行った。

• MTS assav 

両細胞について、 24時間、 48時間、 72時間いずれにおいても、コントロールと両細胞に有意な差

は認められなかった（図 5-A)。

• Scratch assav 

カルチャーインサートを外して 15時間後に固定、染色を行った（図 5-B)。コントロールと比較

して、両者では cellfree areaが有意に減少していた(p< 0.05)（図 5-C)。
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UE7T-9-SRRM4KOをSoftagarにて 17日間培養した後、固定、染色（図 6-A)し、コロニー数

及びその面積を測定した。コロニー数、面積いずれでも有意な増加がみられた(p< 0.01)（図 6-B,

C)。よって、 SRRM4KOにより、足場非依存的な増加が認められた。
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X 101 Ì (μm) 

.,. 
ペ9 " 

• • 喘＇゚

• “ 
=& • • 

• • 
SRRM4KO control 

SRRM4KO 

SRRM4KO 

図5UE7T-9 SRRM4 KOにおける機能評価

(A) MTS assay結果 (B)Scratch assay染色結果

(C) Scratch assay cell free area測定結果

図6UE7T-9 SRRM4 KOにおける Softagar assay結果

(A)染色結果（B) コロニー数測定結果（C) 面積測定結果

⑤ RNA sequenceによる網羅的発現解析

両細胞について、 RNAsequenceを行い、網羅的な遺伝子発現解析を行った。結果を因 7に

示す。 SHC4過剰発現および SRRM4KOにより、 cellmigrationやchemotaxisに関連する遺伝子

発現傾向が認められ、このことが脱細胞化骨への進展に有利に作用した可能性が考えられる。

3 まとめ

本研究では、 CRISPRActivation libraryと Knock
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SRRM4KOを同定した。

この SHC4および SRRM4は中枢神経系に発現し 』---•一ゞ

ており、 SHC4は神経細胞の成長増殖因子として、

SRRM4は神経細胞の分化に特異的なスプライシン 図7RNA sequence結果(UE7T-9SRRM4 KO細胞）

グ因子として知られている 5)。SRRM4においては、 (A)Volcano plot (B) Enrichment analysis 

肺小細胞癌の治療薬として SRRM4を標的としたアンチセンス核酸医薬が開発された報告 6)があり、

また、 SRRM4がサイレンシングされることで増殖に有利に働いているのではないかと示唆されて

いる 7)。しかし、骨髄や造血との関連は報告されていない。

本研究では、 SRRM4KO細胞株においては、 WBおよびフローサイトメトリーで蛋白発現の比較

を行ったが、 SRRM4の完全な欠損は確認できず、 SRRM4の発現が半分程度にとどまる KO細胞株

での解析となった。この原因として、 UE7T-9における SRRM4の発現が低いことが考えられる。

UE7T-9での発現がわずかであるため、 KOすること自体が難しく、 WBでのバンドの差異の判別が
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できなかったと考えられる。また、 UE7T-9においては、 SRRM4の欠損が致死的に作用した可能性

がある。一方、フローサイトメトリーでは SRRM4の発現減弱が確認でき、脱細胞化骨と共培養す

ると、骨梁に沿った浸潤がみられた。浸潤距離の測定ではコントロールに比べ有意に深い結果とな

った。

UE7T-9-SHC4, UE7T-9 SRRM4 KOともに、 Controlと比較して、細胞増殖に有意な差が見られ

ない一方で、遊走能の充進を認め、 RNAsequenceではそれらを裏付ける結果となった。 SHC4およ

び SRRM4は異なる機能遺伝子ではありながら、一方は過剰発現により、もう一方は KOにより、

同様の機能を誘導できたことは、 CRISPRlibraryによる機能的 screeningが有効に作用したことを

示すものである。遊走能の充進と、足場非依存的な増殖が可能となり、脱細胞化骨への深い浸潤に

有利に働いたと考えられる。

UE7T-9-SHC4, UE7T-9 SRRM4 KOともに、脱細胞化骨へ生着させ、その脱細胞化骨を、免疫不

全ヌードマウスの皮下に移植する研究も施行したが、脱細胞化骨内へのマウス細胞、組織の生着に

は、 3ヶ月以上の長期間飼育を必要とすること、移植部位の感染管理などに、課題を残しており、当

初目標としていた、新たなヒト骨髄モデルの作製、 DICERlなどの遺伝子異常を導入した骨髄間葉

細胞による骨髄異形成症候群モデルの構築については、実験、解析が及ばなかった。しかしながら、

脱細胞化骨に進展する因子を同定したことで、今後新たなヒト骨髄モデル、疾患モデルの構築は、

十分に遂行可能と考えている。これにより、ヒト造血微小環境の解析、造血メカニズム、間質細胞の

遺伝子異常による白血病発症メカニズムなどの解析が、飛躍的に進むものと考える。

本報告では、主に SRRM4KOについて、因の掲載、まとめを行ったが、 SHC4過剰発現について

は、刊行された論文（文献 8) を参照ください。
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