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研究成果の概要（和文）：骨形成を促進する低分子化合物をスクリーニングするために、TALENゲノム編集法にて蛍光
遺伝子Venusとルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ細胞株を作製したが、陽性細胞株の選別が困難であることが明らか
となった。そこで、Cas9ゲノム編集法を用いたPITCh法を活用することにより、ガイドRNAならびにドナーベクターのプ
ラスミドの作製が飛躍的に効率化できることが確認された。またドナーベクターに分泌型ルシフェラーゼ遺伝子とEGFP
遺伝子の発現カセットをlox配列で挿入することにより、陽性細胞株の選択にも非常に効果的に行えることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In order to develop effective screening system for bone forming reagents, we 
attempted to generate cell lines knock-ined both Venus and luciferase genes by using the Golden Gate 
TALEN genome engineering technique. Although the Golden Gate TALEN genome engineering technique is much 
more effective and useful than conventional TALEN system, selection of positive clone cells was still 
complicate. We, therefore, attempted to optimize a new genome engineering technique, PITCh method, which 
would be very powerful for knock-in of interested genes into to mammalian cells. First, we used 
Cas9-based PITCh technique, allowing us to generate guide RNA construct easily. Second, we designed and 
generated a PITCh donor vector, in which we introduced CLuc luciferase, Puromycin resistant genes with 
EGFP expression cassette. This optimization seems very effective and helpful for selection of the 
positive clone cells.

研究分野：分子生物学

キーワード： 骨形成　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の増殖、分化ならびに組織発生に深く
関与するサイトカイン Wnt は、強い骨形成
促進作用を有している。また最近、Wntの細
胞内シグナルとして、-カテニン、LEF/TCF
に加えて、転写調節因子 TAZが骨芽細胞分化
を促進するメカニズムも明らかにされた。一
方、成熟骨芽細胞および骨細胞が、Wntのア
ンタゴニストである Sclerostin (SOST)を産
生、分泌し、Wntによる骨形成作用を負に制
御することが知られている。近年、SOSTに
対するヒト型モノクローナル抗体が開発さ
れ、抗 SOST抗体が、骨粗鬆症などの骨量減
少を来す代謝性骨疾患の治療に非常に有効
であることが、動物実験ならびに臨床治験の
成績で示されつつある。しかしながら、抗
SOST抗体は、生物学製剤であるため、高価
であることが臨床上の大きな課題である。抗
SOST抗体の有効性を踏まえて、骨組織にお
けるSOSTの発現を阻害する低分子化合物が
開発されれば、骨粗鬆症などに対する骨疾患
の新規治療薬への応用が期待される。この開
発のためには、SOSTの発現を迅速かつ鋭敏
に測定するハイスループットスクリーニン
グシステムの構築が必要不可欠である。研究
代表者らは、骨芽細胞分化の分子メカニズム
の解明に大きな貢献を果たし、新規動物細胞
遺伝子発現クローニング法の開発にも成功
し、そのシステムを活用して細胞分化に関わ
る転写制御因子群を数々と同定し、これら分
子の機能解析も明らかにしてきた。そこで、
これまでの研究代表者らの研究成果、知見、
経験ならびに技術を基盤にして、骨芽細胞に
おけるSOSTの発現をスクリーニングできる
ハイスループットアッセイを確立し、新しい
骨形成促進治療薬の開発への貢献を目指し
て、本研究計画を開始した。 
 
２．研究の目的 
 Wntシグナルを活性化し、骨形成を促進す
る低分子化合物を探索するハイスループッ
トアッセイの構築に必要な基盤形成を目指
した。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス初代骨芽細胞を BMP2で分化誘
導するとSOST遺伝子の発現が顕著に増加す
ることを確認している。そこで、BMP2によ
りSOST遺伝子の発現上昇効果を示す骨芽細
胞株を RT-qPCR法にて探索した。 
 
（２）Wntのアンタゴニスト Frzbの発現誘
導に関わるサイトカインの存在を RT-qPCR
法にて検索した。 
 
（３）Golden Gate システムを用いた
TALEN ゲノム編集法に必要なプラスミドの
作製を構築し、Frzbの発現をモニターできる
細胞株の樹立を試みた。 
 

（４）Cas9 ゲノム編集法では、長い挿入遺
伝子のノックイン細胞株の作製は困難とさ
れてきたが、PITCh法（Nakade et al. Nat 
Commun 10.1038/ncomms6560.）の開発
により、Cas9 法の応用が可能となりつつあ
る。そこで PITCh 法ドナーベクターの改良
を図り、ゲノム編集に必要なコンストラクト
作製の効率化とノックイン陽性細胞株の選
択の合理化を図った。 
 
（５）免疫共沈降法、Wnt標的遺伝子レポー
ターアッセイ、ならびに RT-qPCR 法を用い
て、骨形成過底における Wnt シグナルの活
性化機構の役割を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）骨芽細胞系細胞株 SaOS2に BMP2を
作用させると、SOST遺伝子の発現が顕著に
増加することを示した。さらに SSA レポー
ターアッセイにより、SaOS2 細胞株が
TALEN ゲノム編集法に適していることも確
認できた。 
 
（２）軟骨細胞株 SW1353に、インディアン
ヘッジホッグ、Wnt3a、あるいは BMP2 を
作用させると、BMP2が有意に FRZB遺伝子
の発現を上昇させることを見出した。一方、
インディアンヘッジホッグおよびWnt3aは、
効果を示さなかった。 
 
（３）Golden Gateシステムを用いることに
より、TALEN ゲノム編集法の標的コンスト
ラクトの作製が従来の方法より効率化され
ることを確認した。しかしながら、ハイスル
ープットアッセイに不可欠なレポーター遺
伝子と薬剤耐性遺伝子を標的遺伝子にノッ
クインするドナーベクターの Arm を長くす
る必要があるために、ノックインされた陽性
細胞株を PCR で検出することが困難であっ
た。 
 
（４）Cas9 ゲノム編集法を用いることに、
標的遺伝子座に対するガイド RNA の作製は、
TALEN 法に比べて、飛躍的に効率化できる
ことが確認された。またドナーベクターの
Arm を TALEN 法より遥かに短くできるた
め、PCRならびに DNAシークエンス解析に
よるノックイン細胞の選別ならびに決定の
合理化が可能となった。 
 
（５）PITCh法に必要なドナーベクターの最
適化を図った結果、図のように、分泌型ルシ
フェラーゼ遺伝子 CLuc と Puromycin 耐性
遺伝子を 2A ペプチド配列で連結することに
より、ハイスループットアッセイシステムの
簡易化と、ノックイン細胞株の選別の合理化
が可能となった。さらに蛍光遺伝子 EGFPの
発現カッセトを loxP 配列で挟み込み、ドナ
ーベクターに挿入することにより、陽性細胞
株の可視化ができ、選別をより効率化するこ



とが可能となった。さらに、EGFP発現カセ
ットを loxP配列で挟み込むことにより、Cre
リコンビナーゼ処理による EGFP 発現カセ
ットの除去が可能になり、これによる予期せ
ぬ作用を阻止することができる。 

  図 改良型 PITCh用ドナーベクター 
 
（６）Wnt の代表的リガンドであるある
Wnt3aは、未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2、
骨髄細胞株 ST2、骨芽細胞株 MC3T3-E1 の
アルカリフォスファターゼ活性あるいは発
現を有意に増加させた。しかしながら、
Osterix、Runx2、オステオカルシン、骨シ
アロタンパク質等の骨芽細胞マーカー遺伝
子の発現に対しては、殆ど効果を示さなかっ
た。この点は、BMP2による骨芽細胞分化効
果と大きく異なっていた。またWnt3aは、
―カテニン/LEF1経路に加えて、TAZ経路を
活性化させること、両経路が Wnt3a による
アルカリフォスファターゼ遺伝子発現誘導
効果に必要不可欠であることが確認された。
さらに、―カテニン/LEF1経路と TAZ経路
は、クロストークすることにより、Wnt3aの
骨芽細胞分化能を制御していることが示唆
された。 
 
（７）Wnt3a と BMP2 は、相乗的に骨芽細
胞分化を誘導することが明らかになり、両者
のシグナルは、LEF1ならびに TAZを作用点
としていることが示され、この知見に基づく
骨芽細胞に特異的な Wnt シグナルの創薬に
寄与できると推測された。 
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