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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゲノム編集と一細胞RNA-seqを統合したエンハンサースクリーニング法
を用いて、ゲノムワイド関連解析（GWAS）データから表現型に寄与するSNP近傍のエンハンサー領域を効率的に
選別する手法の開発を行った。骨疾患との関連が疑われるSNP近傍のエンハンサーに着目し、エンハンサースク
リーニングを行った結果、有望なエンハンサーとしてOBEnhを同定した。OBEnhはin vitroにおいて、骨芽細胞の
分化とともに活性が亢進し、マウスにおいて骨組織特異的に転写活性を示した。以上より骨疾患と関連する可能
性があるエンハンサーを同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method to efficiently select SNPs-associated 
regions contributing to phenotypes from GWAS (genome-wide association studies) data using an 
enhancer screening method integrating genome editing and single-cell RNA-seq. We focused on 
enhancers near SNPs suspected to be associated with bone diseases and performed enhancer screening. 
The analysis identified the OBEnh as a promising enhancer. OBEnh showed increased transcription 
activity with osteoblast differentiation in vitro and the activity was specific in bone tissue in 
mice. These results suggest that the identified enhancer is associated with bone diseases.

研究分野： ヒト骨発生学

キーワード： エンハンサー　１細胞解析　CRISPR　GWAS
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、人の遺伝病や生活習慣病を対象としたゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association Study；GWAS）
が活発に行われ、疾患との関連が示唆される一塩基多型（SNP）のビックデータが蓄積している。そこで本研究
では、これら疾患と関連するSNP（GWAS-SNP）が集積しているエンハンサー領域に着目し、疾患と関連する機能
的なエンハンサー領域を効率よく選別する手法の開発に取り組んだ。その結果、骨疾患と関連する可能性がある
エンハンサー領域を得た。今後、本研究結果を基盤に、さらなる大規模解析を行うことで、骨疾患と関連のある
エンハンサー群を包括的に解析することが期待される。

※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 
近年、人の遺伝病や生活習慣病を対象としたゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association 
Study；GWAS）が活発に行われ、疾患との関連が示唆される一塩基多型（SNP）のビックデータ
が蓄積している。これらの多くは一般公開され、情報を自由に使えるものの、GWAS-SNP デー
タベースから、病気と関連する SNP を選別する手法はほとんど開発されていない。最近の研究
で、これら疾患と関連する SNP（GWAS-SNP）の多くが遺伝子制御領域であるエンハンサー領域
に集積していることが分かってきた。SNP 近傍のエンハンサー活性の変化が疾患と深く関連す
ることが示唆されている（Nat Genet. 49(12):1664, 2017）。しかし、SNP 関連エンハンサー領域の
中で、疾患と関連する機能的なエンハンサー領域を効率よく選別することは容易ではない。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、研究代表者がこれまでに取り組んできた、ゲノム編集と一細胞 RNA-seq を
統合したエンハンサースクリーニング法を用いて、GWAS-SNP データから表現型に寄与する
SNP 近傍のエンハンサー領域を効率的に選別する手法の開発を目指した。さらに、その proof of 
concept を示すため、骨格系疾患に関する GWAS-SNP データベースから骨疾患や骨量と関連する
SNP 近傍領域の同定と機能検証を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト SNP 関連骨発生エンハンサー候補選定 
ヒト GWAS-SNP データ骨関連疾患への関与が疑われる SNP の中で、骨芽細胞特異的なエンハン
サー領域に位置する候補を選定した。ヒト骨芽細胞エンハンサープロファイルを得るため、研究
代表者らが開発したヒト骨発生モデルを用いた（Cell Rep. 42(4):112276,2023）。ヒト多能性幹細
胞から骨組織を誘導し、一細胞マルチオーム解析(scATAC-seq + scRNA-seq)解析、もしくは骨芽
細胞特異的レポーター細胞を用いた bulk ATAC-seq 解析を行った。以上のヒト骨芽細胞エンハン
サーデータセットと SNP データセットの統合解析により、エンハンサー候補領域を得た。 
 
(2) ガイド RNA レンチウイルスライブラリーと CRISPR レポーター細胞の作製 
各エンハンサー候補領域を標的とするガイド RNA ウイルスライブラリーの作製のため、
CROPseq ベクターを用いた。本ベクターからレンチウイルを作製しスクリーニングに用いた。
Cas9 が恒常的に発現する骨芽細胞株を用いた。骨芽細胞の分化過程を蛍光タンパク質で可視化
しるため、骨芽細胞特異的レポーター活性を有する Col2.3Ob-GFP の利用を検討した。 
 
(3) エンハンサースクリーニング（図１） 
樹立したCRISPR細胞にガイドRNAウイルス
ライブラリーを感染させた後、骨芽細胞への
分化誘導を行い、細胞を単離した。CROP ベク
ターにはピューロマイシン耐性遺伝子がコー
ドされている。そのため、ウイルス感染細胞を
ピューロマイシンにより選別した。その後、リ
コンビナントヒト Bone morphogenetic protein 
(rhBMP2)を含む骨芽細胞分化誘導培地で一週
間培養し、骨芽細胞分化誘導を行った。細胞を
回収し 10x Genomics 社の Chromium システ
ムによる一細胞 RNA-seq 解析を行った。 
 
(4)エンハンサーの機能検証 
エンハンサースクリーニングにより得られた
有望エンハンサーについて、機能検証として
ルシフェラーゼアッセイを行った。エンハン
サー領域依存的にルシフェラーゼ遺伝子が発
現するレポータベクターを作製後、異なる細
胞に発現させ、その転写活性を検討した。ま
た、エンハンサー活性の組織特異性を検討するため、エンハンサー配列と lacZ レポーター遺伝
子を有するレポーターコンストラクトを構築し、マウスゲノムの safe harbor 領域にノックイン
したマウスを作出した。作出したノックインマウスの胎生期における Whole mount X gal 染色に
よりエンハンサー候補の組織特異性を検討した。Genotyping によりノックインマウスを識別し
た。 
 
 

 



４．研究成果 
(1) ヒト SNP 関連骨発生エンハンサー候補選定 
ヒト GWAS-SNP データとして、GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/) データベースから骨
関連疾患との関与が疑われる SNP プロファイルを取得した。"bone density", "bone disease", "bone 
mineral content measurement", "bone fracture"を含む 10 個のカテゴリー中で報告があった SNP セッ
トを用いた。 

ヒト多能性幹細胞由来骨組織から細胞
を単離後、一細胞マルチオーム解析を行っ
た（図２）。クラスタリング解析と細胞アノ
テーション解析により、骨芽細胞で特異的
にはたらくオープンクロマチン領域を同
定した。さらに、Col2.3Ob-GFP をノックイ
ンしたヒト ES 細胞を用いてヒト骨組織を
誘導した後、FACS により GFP 陽性の骨芽
細胞を回収し、bulk ATAC-seq 解析を行い、
骨芽細胞におけるオープンクロマチンプ
ロファイルを得た。以上のデータセットか
ら、骨芽細胞において活性が高いエンハン
サー候補領域を抽出した。本データセット
と前述の SNP データセットを統合解析す
ることで、骨疾患や骨量に関連する SNP 近
傍のエンハンサー候補領域を得た。 
 
(2) ガイド RNA レンチウイルスライブラリーと CRISPR レポーター細胞の作製 
 ゲノム編集技術を用いて、ヒト間葉系細胞の safe harbor 領域に Col2.3Ob-GFP 細胞をノックイ
ンした細胞を作製した。しかし、GFP 発現が、骨芽細胞分化誘導前から認められたため、スクリ
ーニングに用いることは不適切であると判断した。そのため、本研究では、既にスクリーニング
で機能することを確認していたマウス骨細胞株 Cas9-MC3T3E1 細胞を用いることとした。1 で同
定した骨格系疾患に関連する SNP 近傍エンハンサー候補領域の中で、マウスにおいても配列が
保存された有望領域 50 領域選定し、それぞれの領域に対するガイド RNA を設計した。各 gRNA
配列を CROP ベクターにクローニングし、ベクターライブラリーを作製した。293T 細胞へのト
ランスフェクションにより、レンチウイルスガイド RNA ライブラリーを調整した。 
 
(3) エンハンサースクリーニング 
Cas9-MC3T3E1 細胞に CROP ベクター由来レンチウイルスを感染させた。薬剤セレクションお
よび骨芽細胞分化誘導を行った後、細胞を回収し、10x Genomics 社の Chromium システムによ
る一細胞 RNA-seq 解析を行った。本解析では、一細胞ごとに Chromium システムによる一細胞
分子バーコード付与を行った後、遺伝子発現解析を行うことで、各分子バーコードに対する遺伝
子発現プロファイルとガイド RNA プロファイルを取得可能である。バイオインフォマティクス
の手法を用いて、各細胞における Genotype（エンハンサー欠損部位）と、Phenotype（遺伝子発
現プロファイル)を対応付けることで、どのエンハンサー候補群が、骨芽細胞の分化に寄与する
か絞り込んだ。解析の結果、有望な候補としてエンハンサーとして、OBEnh を同定した。 
 
(4) エンハンサー領域の機能検証とメカニズム
解析 
OBEnh の機能検証を行うため、OBEnh のエン
ハンサー配列を有するルシフェラーゼレポー
ターベクターを、線維芽細胞と骨芽細胞に導入
してレポーターアッセイを行った。その結果、
線維芽細胞および分化誘導前の骨芽細胞に比
べて、分化誘導後の骨芽細胞では、レポーター
活性が顕著に促進することが確認された（図
３）。さらに、エンハンサー活性の組織特異性を
検討するため、レポータノックインマウスを用
いた解析を行った。マウス胎児を用いた Whole 
mount X gal 染色の結果、骨組織特異的にレポー
ター活性が認められた。 
 

以上、本研究により、骨格系疾患 SNP と関連するヒト骨芽細胞エンハンサーを同定した。今
後、OBEnh のノックアウトマウスを作成し、その機能を in vivo で検討予定である。今後、さら
なる大規模解析を行うことで、骨疾患と関連のあるエンハンサー群を包括的に解析する予定で
ある。 
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図3：レポーターアッセイ

骨芽細胞の成熟に伴い、OBEnhの活性が上昇
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