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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨形成過程において必須の転写制御因子が前駆細胞の分化を制御する分子メカニ
ズムを明らかにすることを目指している。マウス初代骨芽細胞・軟骨細胞においてクロマチン免疫沈降シーケンシング
（ChIP-seq）と発現プロファイリングを行い、各因子の結合領域とその標的遺伝子をゲノムワイドで明らかにした。バ
イオインフォマティクスによるデータ解析の結果、各因子の作動様式とその生物学的意義に関するゲノムワイドな知見
を得た。これらの知見は、骨格形成を制御するメカニズムの理解へとつながり、骨格再生医療へと展開する基礎的知見
となり得ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study aims to determine molecular mechanisms through which transcriptional 
regulators that are required for skeletal formation regulate differentiation of skeletal progenitors. 
Chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) and expression profiling in mouse primary osteoblasts 
and chondrocytes identified binding regions and target genes of the regulators in a genome-wide manner. 
Bioinformatic analyses of the data set provided genome-wide evidences for modes of action of each factor 
and its biological significance. These findings may help us understand mechanisms underlying the 
regulation of skeletal formation and lead to basic knowledge to achieve skeletal regenerative medicine.

研究分野： 骨軟骨生物学

キーワード： 骨芽細胞　転写
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

胎生期の骨芽細胞の形成は、ヘッジホッグ

（Hedgehog-Hh）シグナルが Sox9 陽性の骨軟

骨前駆細胞に作用し、転写因子 Runx2 陽性の

骨芽細胞前駆細胞が形成されることで始ま

る。前駆細胞から骨芽細胞への分化（骨芽細

胞分化の中期から後期）においては、転写因

子 Runx2、転写因子 Osterix（Osx）、および

Wnt/β-catenin 経路が必須の因子である。

Runx2 ノックアウト（KO）マウス、および Osx 

KO マウスにおいては骨形成が完全に消失す

る（Cell 89:755-64, 1997; Cell 108:17-29, 

2002）。Wnt/β-catenin 経路に関しては、

β-catenin の組織特異的 KO の解析から、

Runx2・Osx 陽性の骨芽細胞前駆細胞の成熟と

骨芽細胞への最終分化に必須とされている

（Development 133:3231-44, 2006）。 

一方、軟骨分化については、転写因子 Sox9

がマスターレギュレーターとして働き（J 

Bone Miner Metab 29:390-5, 2011）、その後

の肥大化にはRunx2が必須であることが分か

っている（Genes Dev 18:952-63, 2004）。 

Hh、Sox9、Runx2、Osx、Wnt/β-catenin 経

路は、骨格系における重要な役割が、reverse 

genetics と forward genetics の両面から立

証されている数少ない因子であり、密接に関

連しながら骨格系細胞分化を段階的に制御

していると考えられる。しかし、実際に前駆

細胞の分化を調節する際の標的遺伝子や、相

互作用の機序に関しては未だ不明な点が多

い。その解明には、網羅的かつ生理的状態を

反映した解析と、系統的なデータ処理が必要

であると考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は、骨形成の一連の過程において、

必須の分化調節因子が分化を制御する分子

メカニズムを明らかにするため、特に分化中

期から後期に着目して、これらの因子と標的

遺伝子群により形成される骨形成性転写ネ

ットワークを解明することを目的としてい

る。  

Wnt/β-catenin 経路については、下流の転

写複合体の構成要素である β-catenin を解

析対象とする。これらの因子の下流ではたら

く新しい骨格形成性遺伝子や、前駆細胞特異

的なマーカー遺伝子の転写制御メカニズム

の解明、発現・機能解析を通じて、一連の分

子群が骨形成を制御するメカニズムを分子

レベルから個体レベルに渡って明らかにし、

骨格再生医療へと展開する基礎的知見を収

集することが最終目標である。 

 

 

３．研究の方法 

(1) Biotin-3xFLAG タグノックインマウスの

作出 

 Biotin-3xFLAG 複合タグ（BioFL タグ）が

骨形成調節因子の各遺伝子座C末に挿入され

たノックインマウス 4系統を、それぞれ作出

する。このノックインマウスから細胞を採取

し、タグを用いたクロマチン免疫沈降を行う

ことで、各標的タンパクの生理的な発現レベ

ル・パターン・機能を保持したままで、特異

的かつ効率的な ChIP-seq が可能となる。

Biotin タグは、大腸菌のビオチンリガーゼ

BirA により配列中のリジンがビオチン化さ

れる配列である。アビジンとの強力な結合を

利用し、ビオチン化蛋白を特異的に精製でき

る利点を有する。3xFLAG タグについては、高

性能な抗体が市販され、免疫沈降に広く使わ

れている。 

 

(2) 骨形成調節因子に対するクロマチン免

疫沈降シーケンシング（ChIP-seq） 

BioFL ノックインマウス新生仔から骨芽細

胞・軟骨細胞を採取し、骨形成調節因子に対

する ChIP を行う。Solexa Genome Analyzer

によるシーケンシングを行い、ChIP DNA の配

列データを得る。クロマチン構造に基づいた

転写活性化・抑制領域のプロファイリングを

行うために、抗 H3K4me2・H3K4me3・H3K27ac・

p300・RNA pol II ・H3K27me3・H3K36me3

抗体を用いた ChIP-seq も行う。 

 

(3) 遺伝子発現プロファイリング 

野生型マウスより得た骨芽細胞・軟骨細胞

から回収した mRNA をマイクロアレイ実験に

供する。従来型 3'末端発現アレイよりも正確

な発現の全体像が得られる、全転写発現アレ

イシステムを用いる。 

 

(4) データ処理 

Eland software を用い、ChIP-seq より得

られた ChIP DNA の配列データを、ゲノム上



へマッピングする。有意に取得された領域

（ピーク）の検出は、Cis Genome software

（Nat Biotech 26: 1290-300, 2008）上で行

う。各ピーク領域において転写因子モチーフ

の解析も行う（de novoモチーフ検索）。また、

ChIP-seq より得られる結合領域・標的遺伝子

候補リストとマイクロアレイより得られる

発現変動遺伝子リストを比較し、各因子の結

合領域と標的遺伝子のリストを作成する。さ

らに Gene ontology term も併用して、各因

子の標的遺伝子とその機能及び転写を調節

する領域（結合領域）が一元化されたリスト

を作成する。 

 

(5) in vitro 及び in vivo による検証 

 ChIP-seq より明らかとなった転写調節領

域をレポーター遺伝子に接続させたトラン

スジェニックマウスを作出し、レポーター活

性を解析することにより、その領域の生体に

おける機能を検証する。また、ゲルシフトア

ッセイや in vitro におけるルシフェラーゼ

アッセイも併用し、転写調節領域への各因子

の結合の直接性・結合力の程度や、変異体を

用いた結合の特異性の検証・結合領域の絞り

込みを行う。de novo モチーフ検索から、協

働因子の存在が示唆された場合は、共免疫沈

降による蛋白相互作用の検出も行う。また、

in situ hybridization 及び免疫染色による

骨組織における発現解析と、分子生物学的・

遺伝学的手法を用いた in vitro および in 

vivo による機能解析も併用する。 

 

 

４．研究成果 

(1) Biotin-3xFLAG タグノックインマウスの

作出 

 マウス胚性幹細胞（ES 細胞）における遺伝

子ターゲティング法により、Runx2, Osx, 

β-catenin (Ctnnb1)の各遺伝子座 C 末に

BioFL タグが挿入されたノックインマウス 3

系統をそれぞれ作出した（未発表）。ノック

インアレルからの遺伝子発現が正常レベル

であり、タグ化された各因子は正常に機能す

ることを確認した。したがって、Runx2, Osx, 

β-catenin に関しては、BioFL タグを用いた

ChIP-seq を行うこととした。一方、Sox9 に

関しては、ノックイン ES 細胞の樹立に成功

したものの、germline transmission が認め

られなかったため、マウス系統の樹立まで進

まなかった。しかし、ChIP に使用可能な抗

Sox9 抗体が市販されていたため、こちらを使

用して ChIP-seq を行うこととした。 

 

(2) 骨形成調節因子に対する ChIP-seq 

 Sox9 に関しては、野生型マウス新生仔の肋

軟骨・鼻中隔軟骨より採取した初代軟骨細胞

において、抗 Sox9 抗体を用いた ChIP-seq を

行った。 

 Runx2 に 関 し て は 、 (1) で 樹 立 し た

Runx2-BioFL ノックインマウス新生仔の頭蓋

骨より採取した初代骨芽細胞、及び肋軟骨よ

り採取した初代軟骨細胞に対して、抗 FLAG

抗体及びストレプトアビジンビーズを用い

た ChIP-seq を行った。 

 Osx 及びβ-catenin に関しては、それぞれ

Osx-BioFL、Ctnnb1-BioFL ノックインマウス

新生仔の頭蓋骨より採取した初代骨芽細胞

において、抗 FLAG 抗体及びストレプトアビ

ジンビーズを用いて ChIP-seq を行った。 

 また、軟骨細胞においては H3K4me2・

H3K4me3・H3K27ac・p300・RNA pol II ・

H3K27me3・H3K36me3 に対する ChIP-seq を、

骨芽細胞においては、H3K4me2・H3K4me3・RNA 

pol II に対する ChIP-seq を行った。各デー

タの詳細は、下記（4）のデータ解析の項で

述べる。 

 

(3) 遺伝子発現プロファイリング 

上記（2）と同様に採取した、初代軟骨細

胞及び骨芽細胞において、マイクロアレイに

よる遺伝子発現解析を行った。データの詳細

は、下記（4）のデータ解析の項で述べる。 

 

(4) データ処理及び in vitro 及び in vivo

による検証 

①Sox9 

抗 Sox9 抗体を用いた ChIP-seq より、軟骨

細胞における Sox9 の結合領域 27,656 箇所を

同定した。このうち、転写開始点近傍に存在

するものをクラス I、転写開始点から離れて

存在するものをクラス II とした。  

クラス I 領域では、Sox9 と H3H4me3・RNA

ポリメラーゼ II・p300 それぞれの ChIP-seq

シグナルの相関が認められ、Sox モチーフの

エンリッチメントが認められないことから、

Sox9 の転写開始点近傍への結合は直接的な



ものではなく、蛋白－蛋白相互作用を介した

ものであると示唆された。また、クラス I領

域の近傍には細胞の基礎活動に関与する遺

伝子が有意に存在し、Sox9 の ChIP-seq シグ

ナル強度はそれらの遺伝子の発現量を反映

していた。 

一方、クラス II 領域は軟骨関連遺伝子周

辺に認められ、H3K4me2 や H3K27ac といった

活性型エンハンサーのヒストン修飾を伴っ

ていた。ゼブラフィッシュを用いたトランス

ジェニックレポーターアッセイにおいて、ク

ラス II 領域は軟骨特異的なエンハンサー活

性を示した。クラス II 領域においては Sox

ダイマーモチーフのエンリッチメントが認

められたが、その配列のバリエーションが大

きかった。軟骨関連遺伝子周辺で認める複数

の Sox9 結合によるクラスター形成、及びゲ

ルシフトアッセイの結果から、Sox9 は準最適

モチーフを介して複数のエンハンサー領域

へ結合することで、軟骨関連遺伝子の発現を

高レベルで維持していることが示唆された。 

四肢体幹の軟骨は中胚葉に由来する一方、

頭頸部の軟骨細胞は外胚葉を起源とする神

経堤細胞に由来する。由来の違いによる Sox9

の転写プログラムを検証するために、マウス

胎仔鼻中隔軟骨より採取した軟骨細胞にお

いても、Sox9 に対する ChIP-seq と発現プロ

ファイリングを行い、肋軟骨のデータと比較

した。軟骨細胞における Sox9 プログラムは

由来によらずほぼ同一であったが、少数の領

域における結合の違いを認め、これらの領域

は各系統に特徴的な遺伝子と相関していた。 

以上の研究成果については、Cell Reports

誌への掲載が確定している（5.雑誌論文 1、

2015 年 6月 9日現在 出版日未定）。 

SoxダイマーモチーフのみならずAP-1モチ

ーフもクラス II 領域に有意に存在していた

ことから、Sox9 と AP-1 の協調作用が示唆さ

れた。そこで、軟骨細胞において発現が認め

られる cJun に対する ChIP-seq も行った。す

ると、Sox9 の結合領域の多くが cJun の結合

領域と重複しており、重複領域近傍には軟骨

関連遺伝子が有意に存在した。Sox9 と AP-1

の相互作用が軟骨細胞分化に与える影響に

関しても新たな知見が得られた（投稿準備

中）。 

 

②Osx 

BioFL タグを用いた ChIP-seq により、骨芽

細胞における Osx結合領域約 3,000 箇所を同

定した。Osx 結合領域は、その多くが転写開

始点から 5 kb 以上離れた位置に存在し、骨

芽細胞関連遺伝子との有意な相関を示した。

また、結合領域における転写因子モチーフを

検索すると、従来の報告のような GC-rich な

Sp コンセンサス配列とは異なる、他の転写因

子のモチーフのエンリッチメントを認めた。

このモチーフを含むOsx結合領域の骨芽細胞

特異的なレポーター活性をトランスジェニ

ックレポーターマウス及び in vitro レポー

ターアッセイで確認した。そのレポーター活

性は Osx 及びモチーフ依存的であった。  

以上より、骨芽細胞において Osx は他の転

写因子と協働していることが示唆された。現

在、その協働因子に関する解析も加え、論文

投稿を準備している。 

 

③Runx2 

BioFL タグを用いた ChIP-seq により、骨芽

細胞における Runx2 結合領域約 5,000 箇所を

同定した。約 15%が転写開始点近傍（+/- 5 kb

以内）に、約 70%が転写開始点から 5 kb 以上

離れた位置に存在していた。Runx2 結合領域

は骨芽細胞関連遺伝子との有意な相関を示

した。 

Runx2 は軟骨細胞の肥大化に必須の因子で

ることから、軟骨細胞における Runx2 プログ

ラムの検証も行った。肋軟骨由来軟骨細胞に

おいて、BioFLタグを用いたChIP-seqを行い、

Runx2 結合領域約 4,000 箇所を同定した。骨

芽細胞におけるRunx2結合領域と比較した結

果、軟骨細胞特異的 Runx2 結合領域（約 2,300

領域）、骨芽細胞特異的 Runx2 結合領域（約

3,500 領域）、軟骨・骨芽細胞共通 Runx2 結合

領域（約 1,400 領域）を同定した。それぞれ

において、約 50%前後の Runx2 結合領域で

Runx モチーフのエンリッチメントを認めた。

また、軟骨細胞特異的領域は軟骨細胞関連遺

伝子と、骨芽細胞特異的領域は骨芽細胞関連

遺伝子と相関していた。これらの細胞特異的

な遺伝子との相関は、ChIP-seq シグナルが強

い領域（上位 500 領域）において、顕著であ

った。一方、共通領域は、細胞の基礎活動に

関連する遺伝子と相関していた。以上より、

骨格形成において、Runx2 は骨格系細胞に共

通の基礎活動を担う遺伝子の転写を制御す



るほか、骨芽細胞・軟骨細胞特異的な遺伝子

の転写に関与することが示唆された。引き続

き、骨芽細胞と軟骨細胞における Runx2 の機

能の共通点と相違点に着目した解析を進め

ている。 

 

④β-catenin 

BioFL タグを用いた ChIP-seq により、骨芽

細胞における β-catenin 結合領域約 1,200

箇所を同定した。Runx2 や Osx の結合領域と

比較すると、β-catenin 結合領域のうち、約

80%がβ-catenin に特異的な結合であり、残

りは Runx2 と Osx の両方、あるいはどちらか

と重複していた。また、β-catenin 結合領域

では β-catenin と協働する転写因子である

Tcf の結合モチーフのエンリッチメントを認

めた。β-catenin の ChIP-seq データの品質

は、他の因子のものと比べると高くないため、

その改善方法を含めて現在検討している。具

体的には、研究代表者らが開発した ES 細胞

の骨芽細胞分化系（5.雑誌論文 3）を用いる

ことで、Ctnnb1-BioFL ES 細胞において

ChIP-seq を行い、解析細胞数を増やすことを

試みている。 

 

⑤Hh 

 本研究の目的である骨形成性転写ネット

ワークの同定のために、上記までの骨形成調

節因子に関する ChIP-seq 解析に加え、Runx2

陽性の骨芽細胞前駆細胞形成に必須の因子

である Hh シグナル（1.背景参照）の作用に

関する遺伝学的・分子生物学的検討を行なっ

た。その結果、Hh シグナルの下流では転写因

子 Gli1 が Gli2 及び Gi3 と協調することで、

骨軟骨前駆細胞から骨芽細胞前駆細胞・軟骨

細胞への運命決定に関わることが示された

（5.雑誌論文 4,5）。また、Gli1 は成人の骨

量維持や骨折治癒にも関わることも見出し

た（5.雑誌論文 2） 

 

⑥まとめ 

 以上一連の解析により、Hh シグナルによる

骨芽細胞・軟骨細胞への運命決定とそれに引

き続いて形成される転写ネットワーク（骨芽

細胞：Runx2、Osx、Wnt/β-catenin 経路；軟

骨細胞：Sox9、Runx2）の少なくとも一端を

明らかにすることができたと考えている。一

部進行中の研究や遂行における問題点が判

明した研究もあるものの、転写ネットワーク

の全容を明らかにすることを目指して、引き

続き検討を続けていきたいと考えている。 
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