
岡山大学・医歯薬学域・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

挑戦的研究（萌芽）

2023～2021

体細胞分化の鍵となる遺伝子探索のための新方法論：インバース・ジェネティクスの開拓

Inverse genetics: A new methodology for the identification of key genes of 
somatic cell differentiation

９０２２１９３６研究者番号：

久保田　聡（Kubota, Satoshi）

研究期間：

２１Ｋ１９６０３

年 月 日現在  ６   ５ ３０

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：体細胞をリプログラミングしてもiPS細胞になるのはごく一部である。本研究では分
化経路の逆を辿った細胞だけがiPS細胞になるという仮説の下、軟骨細胞がiPS細胞に変化する際トランスクリプ
トームがどう変遷するかをシングルセルRNA-seq解析で追った。軟骨細胞をiPS細胞に導くと、少数の細胞は軟骨
細胞分化のマスター遺伝子SOX9の発現をオフにしたあとiPS細胞へと向かった。残る多数細胞は表層関節軟骨細
胞マーカー遺伝子PRG4を高発現する細胞に落ち着いた。以上は分化を遡った細胞のみがiPS細胞となることを示
しており、それは SOX9強発現でiPS化が阻害されること(iPS干渉)によっても確認された。

研究成果の概要（英文）：Among the somatic cells being reprogrammed, only a limited population of the
 cells eventually metamorphose into iPS cells.  In this study, under a hypothesis that the cells 
that followed their proper differentiation pathway backwards to pluripotent stem cells only could 
become iPS cells, we chased the transcriptomic transition of each cell under reprogramming by 
time-coursed single cell RNA-seq analyses.  A minor population of chondrocytes being reprogrammed 
turned off SOX9, a master gene of chondrocyte differentiation, and then moved forward to iPS cells. 
 The other off-targeted cells formed a major population and followed a single pathway to 
PRG4-positive articular surface zone chondrocyte-like cells.  These findings indicate only the cells
 that retrospectively followed their proper differentiation pathway become iPS cells.  This 
hypothesis was further confirmed by the fact that overexpression of SOX9 interfered with the iPS 
cell conversion of chondrocytes (iPS interference).

研究分野：硬組織分子生物学

キーワード： reprogramming 　iPS cell　chondrocyte 　transcription factor 　lncRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では軟骨細胞にリプログラミング因子を発現させ、iPS細胞となる細胞の中で起こるトランスクリプトー
ムの変化をシングルセル解析で追うことで、リプログラミングでは分化過程で起こる現象を時間を逆転させた形
で再現されることを示すことができた。この反転遺伝学(インバース・ジェネティクス)的手法を用いれば、幹細
胞からの分化のプロセスが明らかではない体細胞の分化経路を、体細胞から幹細胞までのリプログラミング過程
を辿ることで知ることができる。つまりこの新手法はあらゆる体細胞分化のマスター遺伝子の探索に有用と考え
られ、さまざまな細胞、組織、臓器の医学生命科学的研究の進歩に大きく貢献する可能性がある。

※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 
 代表者は 20年前までは米国のレトロウイルス学者だったが、帰国後は骨軟骨研究に注力して
いる。一方代表者の研究は一貫して遺伝子発現制御とその意義に重きをおいており、10 年前に
いち早く lncRNA の遺伝子制御機能に着目し研究を始め、その一種 urothelial cancer associated 1 
(UCA1) が軟骨細胞分化を制御することを発見した。UCA1 は軟骨細胞分化のマスター遺伝子
SOX9に先んじて発現するため、代表者はこの lncRNAも軟骨細胞分化の鍵を握る分子と考えて
いる。そしてこの UCA1 はヒト内在性レトロウイルス (HERV) の産物なのである (Ishikawa et 
al., J Cell Physiol, 2018; 233: 4825-4840)。HERVは霊長類の進化過程最後の段階でゲノムの中で拡
大・進化し、ヒトゲノムに 7000コピー以上存在する。興味を惹かれた代表者は文献を探すうち
「iPS細胞を樹立する過程で多数の HERVが一過性に強く活性化され、それが多能生獲得に重要
な役割を演じている」という論文 (Ohnuki et al., PNAS, 2014）に出会った。しかしいったい HERV
はここで何をやっているのか？その疑問に部分的にせよ答えたのが「ES 細胞核内に構築される
遺伝子の空間配置（topologically associated domains: TAD) が HERVによって構築維持される」と
いう別の論文 (Zhang et al., Nat Genet, 2019; 51:1380-1388) であった。HERVが細胞種特異的 TAD
の構築を通じ細胞形質を支えているという事実は、代表者が UCA1 について得た成果とも符合
する。そしてこの 2論文は代表者を本研究構想へと導いた。iPS細胞に至るプロセスは、いわゆ
る山中因子と呼ばれる OCT3/4、SOX2、KLF4、c-MYC の４遺伝子 (OSKM)を発現すれば一足飛
びに「無垢な多能性幹細胞」に若返るという単純なものではない。長い時間をかけて、HERVな
ど分化の鍵を握る遺伝子群が、分化を逆に辿りつつ呼び醒まされたものだけが iPS 細胞になれ
る。つまりリプログラミング過程でも、細胞への分化を運命づけた遺伝子は特徴的な動態を示す
に違いない - この考えが本研究提案の端緒となった。 
 
２．研究の目的 
 ヒト体細胞から多能性幹細胞を樹立する方法が確立された今日では、多能性幹細胞を、目的と
する体細胞への分化に導く分子メカニズムを知ることが大きな課題となった。実際歯科領域で
も「歯の再生」を究極の目的として、象牙芽細胞などの歯をつくる細胞への分化の鍵となる遺伝
子の探索が盛んに行われている。そこで本研究ではこういった探索を推進すべく幹細胞を体細
胞に分化させる鍵となる遺伝子を見つけるまったく新しい方法を開拓する。 
 分化の進んだヒト体細胞に OSKM を強制発現すれば iPS 細胞を樹立できる。この現象からは
OSKM 産物があらゆる細胞固有のトランスクリプトームを一掃するという図式を思い描きがち
だが、実はそんな単純なものではない。もしそうなら 4遺伝子の発現する細胞はみな iPS細胞化
するはずだが、実際に iPS細胞となる細胞は 1％にも満たない。この事実は「OSKMは幹細胞に
向かわせる駆動力であり、その力でたまたま正しい分化の道筋をさかのぼった細胞だけが iPS細
胞になれる」という仮説で説明できる。山の頂上に位置する幹細胞が、分化の谷間を辿って山を
下り裾野で体細胞になる、と例えるなら、iPS細胞になるにはそれを遡らねばならない。しかし
分化した細胞を OSKM の力で頂上に向かって引っ張っても、ほとんどの細胞は尾根にぶつかり
谷につまずいてあらぬ方向に行ってしまうというわけである。そしてこの仮説は実は、近年開発
された「iPS干渉法」(Hikichi et al., PNAS, 2013;110:6412-7) の基盤をなしている。この方法では
「細胞分化のマスター転写因子を強制発現しておくと、OSKM を導入しても iPS 細胞に戻れな
い」ことを利用してマスター転写因子を探索する。すなわち iPS干渉法は、iPS細胞に向かう細
胞はマスター転写因子がオフになる点を通過する、言い換えればリプログラミングの過程で自
らの分化過程を逆に辿ることを前提としている。ならばもっと直截に体細胞から iPS細胞になる
過程をたどれば、多能性幹細胞から体細胞に分化する道筋を知ることができるだろう。本研究で
はこの「反転遺伝学：インバース・ジェネティクス」の手法によって上記仮説を証明し、同時に
幹細胞を「歯をつくる細胞」を含む、あらゆる細胞に分化させる際に鍵となる遺伝子群の発見に、
広く応用できる方法の確立に挑んだ。 
 
３．研究の方法 
（１） 細胞と遺伝子導入ベクター 
 ヒト正常関節軟骨細胞を Lonza 社から購入し、同社の供給する chondrocyte growth medium に
て培養、増殖させたのち実験に供した。山中４因子を含む６つのリプログラミング因子の遺伝子
導入には、Tokiwa Bio 社から購入したセンダイウイルスベクターSRV iPSC-3 を使用した。軟骨
細胞分化のマスター転写因子 SOX9の遺伝子導入はレトロウイルスベクターを用いて行った。 
 
（２）軟骨細胞の iPS細胞へのリプログラミング 
 培養した正常軟骨細胞に SRV-iPSC-3を感染させ、Takara Bio社の iMatrix-511を用いたフィー
ダー細胞を必要としない培養系にて 10-12日間にわたり培養し、多能性幹細胞へのリプログラミ
ングを行なった。 
 



（３）リアルタイム RT-PCR解析 
 レトロウイウルスベクターを用いて導入した SOX9の発現を確認するため、リアルタイム RT-
PCR法によって SOX9 mRNA量を細胞間で相対的に評価した。 
 
（４）時系列を追ったシングルセルトランスクリプトーム解析 
 リプログラミング開始後毎日細胞をサンプリングし、10x Genomics 社の実験システムを用い
てそれぞれの細胞集団のラベリングを行ったあと、single cell RNA sequencing (scRNA-seq) 解析
を実施した。結果的に総計 4 億リードのデータから細胞あたり 63,000 リードのトランスクリプ
トーム情報が得られた。データは同社の Cell Ranger によって時系列上に再配置するとともに、
Seurat R packageを基本として開発した R Shiny softwareにより解析した。すなわち得られたトラ
ンスクリプトームデータから differentially expressed gene (DEG) 解析、 uniform manifold 
approximation and projection (UMAP)による次元削減解析を行い、二次元平面上にトランスクリプ
トームを可視化した。また DEG 解析の結果に基づいた gene set enrichment 解析、scVelo による
RNA velocity解析、STREAMによる pseudotime trajectory解析も行なった。 
 
（５）iPS干渉法 
 リプログラミング因子の導入と同時にレトロウイルスベクターで SOX9 を導入した細胞群と、
陰性対照群に対して上述の方法でリプログラミングを行なった。12 日後、形成された幹細胞コ
ロニーに対して多能性幹細胞を特異的に染色する rBC2LCN-635にて処理し、多能性幹細胞コロ
ニー数を計測、両群間で比較した。 
 
４．研究成果 
（１）軟骨細胞リプログラミング過程におけるトランスクリプトーム遷移経路の解明 
 ヒト正常関節軟骨細胞にリプログラミング因子を強制発現し、日を追ってトランスクリプト
ームの変化を UMAP 上で追ったところ、強制発現後３日で細胞群は２つのはっきり異なる方向
のトランスクリプトーム遷移を見せた。ひとつは SOX2陽性細胞クラスターに向かう方向に２日
以内に急速に変化する細胞集団で、数としてはマイノリティであった。これに対して他の細胞は
ほぼすべて、３日かけてこれら細胞とはまったく別の SOX2陰性クラスターに集合した。したが
って前者が iPS細胞に向かうリプログラミング中の細胞であり、後者がリプログラミングに失敗
した、いわゆるオフターゲット細胞であることが確認された。これはリプログラミング因子を導
入しても iPS 細胞に到達できる細胞は少数であるという、現在までの知見と一致する。その一
方、オフターゲット細胞が揃って同じ方向にトランスクリプトームを変化させるという事実は
想定外であった。研究開始当初、リプログラミングに失敗した細胞は運命の定まらない、バラバ
ラな方向に向けて変化すると予測していたが、少なくとも軟骨細胞についてはそうではなかっ
た。これも本研究がもたらした新たな発見のひとつである。 
 
（２）インバース・ジェネティクスによる SOX9の軟骨分化マスター転写因子としての再発見 
 続いて上記の２つのルートを辿る細胞のうち、リプログラミングに向かう少数派細胞群にお
ける遺伝子発現変動を詳細に分析した。その結果、リプログラミング後２日、つまり SOX2陽性
クラスターに移行する早期に SOX9発現がほぼ消失することが明らかになった。これは多能性幹
細胞から間葉系幹細胞を経て、ついに軟骨細胞に分化する前に SOX9発現が誘導される本来の分
化経路を、リプログラミング過程では逆に辿っていることを意味し、当初の仮説がここに証明さ
れた。言い方を変えれば、このインバース・ジェネティクスの手法により、SOX9を軟骨細胞分
化マスター遺伝子として再発見が可能であった。なおオフターゲット細胞の中にも SOX9を発現
しない細胞が多数含まれることから、SOX9の発現を消すことだけではリプログラミングの遂行
には十分ではなく、iPS細胞に向かうトランスクリプトーム遷移ルートの早期にそれが起こらね
ばならないことも示された。なおこれら細胞は３日後以降は 10日後まで、時間をかけてトラン
スクリプトームを変化させて多能性幹細胞マーカーである NANOG陽性細胞へと変容した。この
過程、すなわち細胞が SOX2陽性 SOX9陰性細胞クラスターから NANOG陽性クラスターに移る
過程のトランスクリプトーム遷移を gene set enrichment解析で分析したところ、幹細胞に特徴的
な代謝のリプログラミング、胚盤胞形成、幹細胞への変化、細胞間接着の促進と、細胞分化、細
胞間情報伝達、細胞運命決定、胎盤形成の抑制に向けてトランスクリプトームが変化しているこ
とも確認できた。 
 
（３）RNA velocity解析の結果とその解釈 
 各遺伝子からのスプライシング前後の pre-mRNAと成熟 RNAの量に基づいて、直後の mRNA
量の増減を推測する RNA velocity解析では、RNAを採取した時点で細胞のトランスクリプトー
ムが遷移する方向を推測できるとされている。またひとつひとつの細胞のトランスクリプトー
ムの類似性から、時系列を推測してトランスクリプトーム遷移の軌跡を描き出すことが可能で、
こうして得られた軌跡は pseudotime trajectory と呼ばれる。ところがリプログラミング中の軟骨
細胞のトランスクリプトームにつきこの解析を行なったところ、pseudotime trajectoryの軌跡は実
際の時系列に沿って細胞が描いた軌跡とは符号したが、RNA velocityの示す方向は、実際に細胞



が呈したトランスクリプトームの遷移とほぼ逆となった。その原因を探るために再び gene set 
enrichment 解析を行ったところ、NANOG 陽性クラスターに細胞が移動する際、グローバルに
RNA スプライシングを抑制する力が働いている可能性が示された。すなわち多能性幹細胞に至
る直前では、スプライシングの全面的抑制という転写後調節がゲノムワイドに行われ、成熟
mRNA を減少させると同時に RNA velocity を見かけ上増加させることとなり、解釈困難な所見
を生んだと考えられる。なおオフターゲット細胞においてはトランスクリプトーム変化と RNA 
velocity 変化の方向に矛盾はみとめられず、発生初期では特に転写後調節が重要な役割を果たし
ていることをも、インバース・ジェネティクスで再確認できたとも言える。 
 
（４）リプログラミングに失敗した軟骨細胞の運命 
 リプログラミング開始後３日で、トランスクリプトーム的にほぼ単一のクラスターに集合し
たオフターゲット細胞群は、その後一週間かけて関節軟骨表層細胞マーカー遺伝子である PRG4
を非常に強く発現する２つのクラスターに向けて遷移した。その間、細胞には PRG4の発現だけ
でなく、SOX9や ACANなどの軟骨細胞マーカー遺伝子発現も誘導されたが、成長板肥大軟骨細
胞のマーカーである COL10A1の発現は誘導されなかった。この２つのクラスターに共通して強
く発現している遺伝子としては、PRG4に加えて bone marrow stromal cell antigen 2や、インター
フェロン誘導性のMX dynamin-like GTPase-1および interferon alpha inducible protein 6遺伝子など
が含まれていた。以上の事実は、リプログラミングに失敗したヒト軟骨細胞は、本研究で用いた
細胞培養条件下では、関節軟骨表層細胞の特徴を色濃く有する細胞に向けて揃って分化するこ
とが明らかになった。 
 
（５）２つの異なった運命を辿る細胞群における CCNファミリー遺伝子の発現変動 
 CCN ファミリーは６つのメンバーからなる遺伝子ファミリーであり、さまざまな分子との相
互作用の下、調和のとれた組織形成を指揮するタンパク質をコードしている。その中でも CCN2
は哺乳類の骨格形成に必要であり、関節軟骨細胞の分化を、肥大化を誘導することなく促進し、
損傷した関節軟骨を再生させる。その他の CCNファミリーメンバーについても骨格形成への関
与を示す報告があるため、多能性幹細胞へ向かうルート、および関節軟骨表層細胞に向かうルー
トで CCNファミリー遺伝子の発現がどう変動するかを解析した。するとリプログラミングに向
かう細胞では２日以内にほぼすべての細胞で CCN2 発現は減衰し、多能性幹細胞クラスターで
は最低となった。これに対してオフターゲット細胞では３日間でひとつのクラスターに集合す
る同時に、CCN2発現が非常に強く誘導され、その後関節軟骨表層細胞に向かうとともに全細胞
平均発現量程度に減衰した。さらに CCN1 と CCN4 は発現量は CCN2 と比較して低いものの、
CCN2と同様の挙動を示した。またその間、その他のファミリーメンバーの発現に変化は見られ
なかった。 
 
（６）iPS干渉法による SOX9のマスター転写因子としての機能的再確認 
 軟骨細胞のリプログラミング過程早期に、分化のマスター転写因子である SOX9の発現がオフ
になることは上記のように確認できた。続いて、そうなることが機能的に必要であるかを確認す
るため iPS干渉実験行った。具体的には SOX9をリプログラミング因子と同時にレトロウイウル
スベクターで追加導入し、持続発現させつつリプログラミングを行い iPS細胞コロニーを形成さ
せ、何も追加しない場合および GFP を追加した場合と比較した。その結果 SOX9 を導入した群
では iPS細胞コロニーが劇的に減少し、SOX9発現が下がらなければリプログラミングは進まな
いことが明らかになった。これは SOX9の変動がリプログラミングにおいても分化過程と同様に
必要で、軟骨細胞分化におけるマスター転写因子であることを示す事実である。 
 
以上の事実より、ヒト関節軟骨細胞が多能性幹細胞にリプログラミングされる際、マスター転写
因子の発現のサイレンシングを経て分化を遡ることがわかった。この方法をあらゆる体細胞に
適用することにより、新たに分化のマスター転写因子や、それをさらに上流で制御している遺伝
子の発見が可能と思われる。この上流で分化を制御する「鍵遺伝子」は「研究開始当初の背景」
に述べたように、HERVなどから出力される lncRNAではないかと考え、現在これを実証するた
めの研究に着手したところである。 
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GDF5とCCN2との結合が軟骨細胞に及ぼす影響の検討

S-adenosylmethionine can promote polyamine production and growth factor genes expression thereby regulating chondrocytic
differentiation.
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CCN3の関節軟骨における発現は、年齢、荷重の有無に関わらず変形性関節症と相関する -股関節を用いた研究-

S-アデノシルメチオニンはポリアミン産生だけでなく増殖因子の遺伝子発現を促進することによって軟骨細胞分化を促進する。

軟骨細胞におけるCCN2由来環状RNAの発現
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軟骨組織の加齢変性におけるCCN3の機能

S-アデノシルメチオニンによるポリアミン産生および成長因子発現を介した軟骨細胞分化の制御

軟骨細胞におけるメトホルミンによるlong non-coding RNA, UCA1およびCCN2の発現制御

S-アデノシルメチオニンは軟骨細胞のポリアミン合成および成長因子遺伝子発現を介して分化を促進する。
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持続可能な軟骨代謝を支えるCCN3

成長因子の再誕：その隠された分子機構と相互作用

CCN2とGDF5やそのレセプターとの結合が軟骨細胞へ及ぼす影響の検討
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Chondrocyte differentiation is positively regulated by S-adenosyl- methionine via polyamine biosynthesis.

メトホルミンの軟骨細胞分化促進作用におけるUCA1とCCN2の役割
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Circadian production of melatonin and ita receptor influence metabolism and rhythmic gene expression in chondrocytes

CCN2、CCN3とPDGFRLの軟骨細胞における生物学的作用へのHippo pathwayの関与

軟骨細解糖阻害剤NaFの線維化抑制効果とCCNファミリー遺伝子の関与

S-adenosylmethionine positively modulates differentiation in chondrocytes via polyamine biosynthesis.
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