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研究成果の概要（和文）：近年、再生医療におけるエピジェネティックスの重要性が注目されているが、骨・軟
骨細胞分化のエピジェネティックスは不明な点が多く残されている。本研究では、様々な遺伝子スクリーニング
システムを用いて骨・軟骨細胞分化のエピジェネティック制御因子の探索を行い、その生物学的役割の解明を行
った。その結果、骨・軟骨細胞分化に重要なIhh-Gli2シグナルを制御する転写因子としてFoxc1およびFoxc2を同
定し、骨格形成におけるその重要性を明らかにした。これらの研究結果は、骨・軟骨再生療法の開発に貢献する
ことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Accumulating evidences demonstrated that epigenetic regulation play 
important roles in tissue regeneration including bone and cartilage regeneration. However, 
epigenetic regulatory mechanism underlying bone and cartilage development remains to be elusive. In 
this study, we established several cloning strategy to identify novel epigenetic factors controlling
 bone and cartilage development. We have identified Foxc1/Foxc2 and found that Foxc1/Foxc2 regulates
 Ihh-Gli2 signaling during endochondral bone development. We believe that these findings would 
contribute to the development of novel regenerative medicine for bone and cartilage.

研究分野： 口腔生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年の高齢化社会の到来に伴い、歯周病、

骨粗鬆症および変形性関節炎を代表とする

骨・軟骨疾患の患者数が増大し社会的問題

となっている。歯周病の進行により失われ

た歯槽骨の再生は、歯科領域において古く

から重要な研究課題となっているが、未だ

完全な歯周組織再生療法の確立には至って

いない。また、軟骨組織は自己再生能力が

極端に低いことから軟骨再生医療の具現化

が強く望まれている。 

骨・軟骨組織の再生を可能にするには、

足場（マトリックス）と増殖分化調節因子

に加えて、骨・軟骨組織を再生することの

出来る「幹細胞」の存在が必須である。最

近では成人の骨髄や脂肪組織の中に骨・軟

骨組織再生を可能にする間葉系幹細胞が存

在することが明らかにされ、また山中博士

らによる iPS 細胞の発見もあり、幹細胞に

関する知識や技術が集積されるに至ってい

る。しかしながら、足場や増殖分化調節因

子の改良が飛躍的に進んでいるにもかかわ

らず、幹細胞から誘導される骨・軟骨細胞

集団の不均一性や分化効率の低さが未だ問

題として残されている。これら骨・軟骨組

織再生における問題解決のアプローチとし

て近年その重要性が増しているのがエピジ

ェネティックスである。 

 エピジェネティックスとは DNA の塩基

配列を変化させずに遺伝子の発現を調節す

るメカニズムであり、DNA メチル化やヒス

トン修飾がそれにあたる。エピジェネティ

ックスは様々な生命現象や疾患に関与する

ことが明らかにされ、再生医療の分野でも

その重要性が認識され始めている。実際、

成体の脂肪組織や皮膚細胞から採取した細

胞群においては DNA メチル化が骨芽細胞

および軟骨細胞への分化を阻害しているこ

とも報告されている。したがって、効率的

な骨・軟骨組織再生法の確立には、骨・軟

骨細胞分化のエピジェネティック制御機構

を分子レベルで理解したうえで、エピジェ

ネティック修飾剤による骨・軟骨細胞分化

抑制を解除するアプローチが有効となる。

しかし、骨芽細胞および軟骨細胞分化のエ

ピジェネティックスは不明な点が多く、ヒ

ストン修飾剤や DNA メチル化阻害剤の利

用など臨床応用への展開に関しても検討す

べきことが多いのが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では、まず骨・軟骨細胞のエ

ピジェネティックス研究を展開し、骨芽細

胞および軟骨細胞分化を制御するエピジェ

ネティック機構の詳細を分子レベルで明ら

かにする。次に得られた知見に基づき、エ

ピジェネティック因子およびその修飾剤の

効果を動物実験モデルで検討する。最終的

には、エピジェネティックスを基盤とした

効率的な骨・軟骨組織再生の技術開発の具

現化に貢献することを最大の目的として研

究を遂行する。 

 

３．研究の方法 

 本研究ではまず、未分化間葉系細胞から

骨芽細胞および軟骨細胞への分化モデルを

用いて骨・軟骨細胞分化に関与するエピジ

ェネティック制御因子の探索を行う。その

ためのアプローチとして、①レポータマウ

スを用いたクローニングシステムの構築、

②マイクロアレイおよび DNA メチル化ア

レイの統合解析による DNA メチル化制御

因子の同定を行う。これらのアプローチを

用いて骨、軟骨細胞分化のおけるエピジェ

ネティック制御因子を同定し、その機能的

役割を In Vitro および In Vivo において検討

する 

４．研究成果 

①レポーターマウスを用いたエピジェネテ

ィック制御因子の同定 



 まずはじめに、軟骨細胞を蛍光たんぱく

質で特異的にマーキングした軟骨細胞レポ

ーターマウスを作製した。軟骨細胞特異的

遺伝子である Col2a1 の 5’上流プロモータ

ー制御下に改良型 YFP 遺伝子を発現させ

たトランスジェニックベクターを構築した。

Tg ベクターを直鎖化した後、交配 0.5 日目

の受精卵の前核にインジェクションし、

DNA 注入した卵を偽妊娠雌マウスの卵管

に戻した。F0 マウスをの尻尾からゲノム

DNA を採取しジェノタイピングタイピン

グを行い Tg マウスを選別した。F0 マウス

と野生型C57Bl6マウスを交配しF1マウス

を得た。蛍光実態顕微鏡により軟骨組織が

改良型 YFP の発現により容易に観察でき

たことから、レポーターマウスの作製は成

功したと考えられる。（下図参照） 

 次に、上記レポーターマウスを用いて軟

骨細胞の分離と遺伝子プロファイリングを

行った。軟骨細胞形成が活発な E13.5 日齢

マウスより Limb Bud を採取し、0.1%コラ

ゲナーゼ処理により細胞を分離した。その

後、FACS-Aria を用いて改良型 GFP 陽性

細胞と陰性細胞に分離し、それぞれの細胞

群を回収した。これらの細胞を In Vitro で

培養することなく、直接 RNA を精製しマ

イクロアレイ解析を行った。最終的には改

良型 GFP 陽性の軟骨細胞での発現が、陰

性細胞に比較して２倍以上に増加した遺伝

子を軟骨細胞特異的遺伝子として同定した。

同定されて遺伝子にはCol2a1,Sox9など軟

骨細胞に高発現していることがすでに報告

されている遺伝子を含んでいた。 

②骨、軟骨細胞分化における DNA メチル

化遺伝子の同定 

引き続き、エピジェネテクス制御機構の

一つであるDNAメチル化に注目し、軟骨細

胞分化におけるDNAメチル化変動遺伝子の

検討を行った。ヒト軟骨細胞と皮膚線維芽

細胞をLONZA社より購入しゲノムDNAを

回収した。EZ DNA Methylation Kit （ZYMO 

RESEARCH社）を用いて、バイサルファイ

ト変換し、DNA増幅、断片化を行った後、

HumanMethylation450 BeadChipにハイブ

リダイゼーションさせ、４５万以上のメチ

ル化サイトのゲノムワイドな検索を行った。

その結果、軟骨細胞においてDNAメチル化

が亢進しているCpGサイトが31769か所、

DNAメチル化が低下しているCpGサイトが

47682か所存在していた。DNAメチル化の

変化が遺伝子発現の変化とリンクするか否

かを検討するために同じ皮膚線維芽細胞お

よび軟骨細胞からRNAを採取し、マイクロ

アレイ解析を行い、DNAメチル化解析との

統合解析を行った。その結果、軟骨細胞に

おいて遺伝子発現が増加し、DNAメチル化

が低下している遺伝子上流1000bp以内の

CpGサイトを7410個同定した。これらCpG

サイト近傍の遺伝子にはSox9、Col2a1、ア

グリカンなど軟骨細胞のマーカー遺伝子も

含まれており、軟骨細胞のエピジェネティ

クス制御に関与する遺伝子のクローニング

が行われたと考えられる。 

③エピジェネティック制御因子の役割の解

明 

 実験①および②の解析を行った結果、軟

骨細胞に高発現し、さらに DNA メチル化

により発現制御されている遺伝子として

Fox ファミリーに属する転写因子 Foxc1 お

よび Foxc2 を同定した。 

Foxc1は軟骨細胞で約16倍の発現増加が見

られchr6:1604606-1615866 

 



(3'UTR;1stExon)に存在するCpGアイラン

ドのメチル化が顕著に減少していた。一方、

FOXC2は軟骨細胞で約14倍の発現増加が、

そしてchr16:86599355-86602649 

(3'UTR;1stExon) 存在するCpGアイランド

のメチル化が顕著に減少していた。したが

って、これらの遺伝子は軟骨細胞分化にお

いてエピジェネティックに制御されている

と考えられる。 

Foxc1は軟骨組織に強く発現し、骨・軟骨

組織形成に重要な副甲状腺ホルモン関連タ

ンパク(PTHrP）の発現を直接制御している

ことを見出した。さらに、Foxc1はCol10a1、

Gli1およびPtch1などの骨・軟骨におけるIhh

標的遺伝子の発現も協調的にその発現を促

進した。その分子メカニズムとしてインデ

ィアンヘッジホッグのシグナル伝達分子

Gli2のDNA結合能を増加させることにより

骨格形成過程におけるIhhシグナルを制御

していることが明らかとなった。Foxc1遺伝

子の自然発症変異マウス(chマウス）、重篤

な骨格形成異常を示し、さらにchマウス由

来の初代軟骨細胞ではIhhシグナルとその

標的遺伝子の発現が減弱していた。また骨

格や歯の形成異常を示すAxenfeld-Rieger症

候群の原因となる病的FOXC1変異(F112S)

の機能解析を行った結果、F112S変異はIhh

シグナルとの協調作用が顕著に抑制されて

いることが見出された。Foxファミリーに属

する転写因子の多くはクロマチン構造を緩

めることが知られていることから、Foxc1

はエピジェネティクにIhhシグナルを制御

することにより骨・軟骨形成を制御してい

る可能性が示唆される。 

一方、Foxc2は軟骨細胞に発現しているが、

Foxc1と異なり腎臓に最も高い発現が認め

られた。初代培養軟骨細胞にFoxc2を過剰発

現させるとPTHrP,Col10a1の発現増加が認

められた。また、Gli2と協調してインディ

アンヘッジホッグ（Ihh）の標的遺伝子であ

る、PTHrP,Ptch1およびGli1の発現を増加さ

せたが、その相乗効果はFoxc1に比較して弱

かった。 
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