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研究成果の概要（和文）：内軟骨性骨形成による骨格形成においては軟骨細胞が重要な役割を演じている。近年
のゲノム解析技術の進歩に伴い、ヒストン修飾やクロマチン構造をはじめとする様々な転写制御システムの解明
が進んでいるが、軟骨細胞においては未だ解明が進んでいない。本研究では、転写因子がアクセスしやすいオー
プンクロマチン領域の同定を可能にするATAC-seq、さらには転写活性化領域を示すChIP-seqを行い、その統合解
析から軟骨細胞分化に重要なエンハンサー領域と、軟骨細胞の遺伝子発現を制御する転写因子の同定に成功し
た。本研究結果は、骨格形成における遺伝子発現を制御する転写ネットワークシステムの解明に貢献すると期待
できる。

研究成果の概要（英文）：Chondrocytes play important roles during skeletal development. Accumulating 
evidence indicates that epigenetic regulation, such as histone modification and chromatin structure,
 is critical for gene expression. To understand the molecular mechanism of chondrocyte 
differentiation, we performed combination analysis of ChIP-seq and ATAC-seq using primary 
chondrocytes and identified chondrocyte specific enhancer regions. We have identified 31500 genomic 
regions as chondrocyte specific enhancer. Among them, we have identified chondrocyte specific 
enhancer for Sox9 and enhancer deletion mice showed the defects in endochondral bone formation. 
Moreover, peak-motif analysis identified several transcription factors involved in chondrocyte 
differentiation. Our findings would uncover novel transcriptional network controlling skeletal 
development.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではゲノム構造解析と遺伝子発現解析を統合的に行うことにより、DNAの塩基配列の変化ではなく、クロ
マチン構造の変化→ヒストン修飾→mRNA発現という階層的な遺伝子発現システムを体系的かつ網羅的にゲノムス
ケールで解明することが可能となった。生命計測技術の進歩と情報解析技術の進歩に伴って、様々な研究領域で
ゲノムワイド解析が応用され生命現象や疾患関連遺伝子の解明に貢献している。次世代シークエンサーを用いた
ゲノムワイド解析は今後の生命科学研究にとってますますその重要性を増すことが予測され、骨・軟骨研究にお
ける本研究の学術的意義は高い。

※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 

顎顔面を含むヒトの骨格の大部分は、内軟骨性骨化とよばれる軟骨細胞が主体の骨化様式

により形成される。軟骨細胞の増殖や細胞外マトリックス産生などの骨格形成に必要な細胞活

動は、軟骨細胞における遺伝子発現の結果として生じるが、遺伝子発現は転写因子がエンハン

サーと呼ばれる DNA 領域に結合し mRNA を発現することにより遂行される。そして、これまで

の遺伝子発現に関する研究は、「一つの転写因子がゲノム上の特定の DNA 領域に結合し mRNA を

促進するメカニズムを探求する」という研究アプローチで行われてきた。例えば、口蓋裂と小

顎症を特徴とするピエールロバン症候群の原因遺伝子である転写因子 SOX9 は、軟骨細胞に特

異的なⅡ型コラーゲン遺伝子やアグリカン遺伝子のエンハンサー領域に結合し、その mRNA 発

現を促進することにより骨格形成を制御する。 

一方、近年の分子生物学の進歩により転写の詳細なメカニズム解明が進み、遺伝子発現に

は階層的な転写制御機構が重要であることが明らかになってきた。すなわち、まず DNA を取り

巻くヒストンが化学的修飾を受けることによりゲノム構造が変化し、DNA が緩んで転写因子が

結合しやすいオープンクロマチン構造を獲得した後、転写因子が結合する。そしてこれらの分

子メカニズム解明を可能にしたのが、近年の次世代シークエンサーを用いたゲノムワイド解析

の技術革新である。実際、癌などの様々な研究領域においてゲノムワイド解析が応用され、疾

患関連遺伝子の同定やその転写制御機構の解明が進んでいる。しかし、軟骨研究におけるゲノ

ムワイド解析は未だ不十分であり、骨格形成における遺伝子発現メカニズムをゲノムスケール

で網羅的、体系的に解明することが強く望まれている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、最新の次世代シークエンサー解析技術を駆使して、転写の初期段階であるヒ

ストン修飾から遺伝子発現に至る階層的な統合オミクス解析を実施し、内軟骨性骨化に重要な

新規の転写因子とその制御ネットワークを全ゲノムレベルで解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 軟骨細胞特異的エンハンサー領域の検索 

ATAC-seq によりクロマチン構造が緩み転写因子がアクセスしやすい状態になっている

オープンクロマチン領域をゲノムワイドに検索する。また、初代軟骨細胞を用いて活性化ヒ

ストン修飾の指標である H3K27ac 抗体、H3K4me2 抗体を用いた ChIP-seq を行い、軟骨細胞に

おいて転写が活性化しているゲノム領域を網羅的に検索する。そして、ATAC-seq および ChIP-

seq の両方で検出されるゲノム領域を軟骨細胞におけるエンハンサーとして同定する。 

(2)  エンハンサー領域に結合する転写因子の予測 

実験(1)で同定した全てのエンハンサー領域の塩基配列を抽出し、塩基配列の検索アルゴ

リズムである JASPAR データベースによる解析または Homer 解析により転写因子が結合する

塩基配列の予測を行う。具体的には、エンハンサー領域の DNA 塩基配列から軟骨細胞に濃縮

されている DNA モチーフ配列を抽出し、その配列を JASPAR データベースに照合することに

より、当該モチーフに結合する転写因子を予測する。 

(3) 内軟骨性骨化を制御する新規転写因子群の同定 

皮膚線維芽細胞、骨芽細胞および軟骨細胞を用いて RNA-seq を行い、軟骨細胞に特異的に



発現する遺伝子群を検索する。そして、 (2)および(3)の研究アプローチの両方に重複する

転写因子を、内軟骨性骨化を制御する転写因子として同定する。候補が複数ある場合は、発

現量の多い転写因子を優先する。 

(4) 新規転写因子群の機能解析 

  同定されたエンハンサーならびに転写因子の内軟骨性骨化における役割を In Vitro お

よび In Vivo で検討する。クローニングされた転写因子を過剰発現またはノックダウンさ

せ、軟骨細胞分化のマーカー遺伝子の発現を RT-qPCR 法により検討する。In Vivo での検討

は CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を用いて、エンハンサー欠失マウスを作製し、軟骨形成を組織

学的に検討する。 

 

４．研究成果 

(1) 軟骨細胞特異的エンハンサー領域の同定 

初代培養軟骨細胞、初代培養皮膚線維芽細胞および初代培養骨芽細胞を用いて ATAC-seq

解析を行った。その結果、初代培養軟骨細胞で 84833、骨芽細胞で 49327、皮膚線維芽細胞

では31500カ所のオープンクロマチン領域を検出した。そして、軟骨細胞で検出された84833

カ所のオープンクロマチン領域において、骨芽

細胞および皮膚線維芽細胞のオープンクロマチ

ン領域とオーバーラップしないピーク領域を、

軟骨細胞特異的なオープンクロマチン領域とし

て同定した。この領域から転写が活性化してい

るエンハンサー領域を抽出するために、H3K27ac

抗体を用いた ChIP-seq を行い、軟骨細胞特異的

な ATAC-seq のピークと重複するゲノム領域を、

軟骨細胞遺伝子のエンハンサーとして 22958 カ

所同定した。（図１） 

 

（２）Sox9 遺伝子発現を制御するエンハンサー

領域の解明 

まずはじめに、22958 カ所のエンハンサー領域の中で、軟骨細胞分化に必須の転写因子で

ある Sox9 遺伝子の上流に存在するエンハンサー領域（E1および E2)に着目して検討を行っ

た。H3K27ac 抗体を用いた ChIP-qPCR を行い、E1 および E2領域の定量的解析を行った結果、

E1 および E2 領域の転写活性は軟骨細胞分化に伴って促進されることを見出した。E1 およ

び E2 領域に Sox9 遺伝子の minimal promoter 領域をつなげたレポーターアッセイにより、

E1 および E2 領域は軟骨細胞において高いエンハンサー活性を示すことを見出した。また、

Sox9 遺伝子発現の異なる様々な細胞株を用いて E1 および E2 エンハンサー活性を検討した

ところ、Sox タンパク質の発現とエンハンサー活性は比例していることが明らかとなった。 

骨格形成におけるE1およびE2エンハンサーの重要性を検討するために、CRISPR/Cas9ゲノ

ム編集法を用いて、E1およびE2のエンハンサー領域を単独で、また両方のエンハンサー領域

を同時に欠失させたマウスを作製した。胎生期E15日齢の四肢からRNAを回収しRT-qPCRを行

った結果、両方のエンハンサー欠損マウスはSox9ならびにCol2a1遺伝子発現が有意に減少

していることが明らかとなった。また、In Situ Hybridization法による組織学的解析の結

果、Col2a1陽性の成長板軟骨領域の面積も有意に減少していた。さらにエンハンサー欠失マ

 
図１. 軟骨細胞特異的エンハンサー領域
の同定 



ウスより採取した肢芽細胞は、野生型マウスに比較して軟骨細胞分化能が低下しているこ

とが明らかとなった。 

 

（３）DNA モチーフ解析による転写因子の同定 

 （１）でクローニングしたエンハンサー領域全

ての塩基配列を抽出し、HOMER を用いて DNA 結合

モチーフの解析を行った。その結果、軟骨細胞の

エンハンサーに濃縮されているDNAモチーフとし

て、複数の転写因子結合配列が見つかった（図

２）。これらの結合モチーフには既に骨格形成に

重要であることが報告されている Runx ファミリ

ーや Arid5a のみならず、新規の転写因子も含ま

れていた。 

 エンハンサー領域に濃縮していた転写因子結

合モチーフをさらに絞り込むために、皮膚線維芽

細胞、骨芽細胞および軟骨細胞を用いて RNA-seq を行い軟骨細胞において高発現する転写

因子を抽出した。RNA-seq の結果と HOMER の結果の統合解析を行った結果、軟骨細胞に高発

現しかつ結合配列が濃縮されている転写因子として Maf ファミリー遺伝子を同定した。Maf

ファミリーの中でも Mafb 遺伝子欠損マウスは生後すぐに死亡し低身長を示すことが報告さ

れている。これらの研究結果より、Mafb は軟骨細胞の複数のエンハンサー領域に結合する

ことにより、骨格形成に関与している可能性が示唆される。 

 
図２.軟骨細胞エンハンサーにおける
DNA 結合モチーフ 
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