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研究成果の概要（和文）：ヘッジホッグ（Hedgehog-Hh）-Gli誘導性の骨形成性細胞への運命決定機構を、エピ
ゲノム・転写ダイナミクス・遺伝子制御ネットワークの観点から理解することが本研究の目的である。マウス胚
性幹細胞の骨芽細胞分化誘導系を用いて、Hh-Gli誘導性の運命決定期の細胞の同定と分子特性の解析を行い、こ
の細胞集団におけるクロマチン免疫沈降－シークエンス（ChIP-seq）と遺伝子発現プロファイリングを通じて、
Hh刺激による骨芽細胞への運命決定の背景にある分子メカニズムに関する知見を得た。これらは、Hhシグナルを
骨再生療法の標的分子とする際に、有効性と安全性を保障する強力な分子基盤となる。

研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this project is to understand the mechanism underlying 
the Hedgehog (Hh)-Gli-mediated specification of progenitors into bone-forming osteoblasts, in terms 
of dynamics of epigenome, transcription, and gene regulatory networks. Cell populations being at the
 specification phase were identified in the osteoblast differentiation system of mouse embryonic 
stem cells, and molecular characteristics of the populations were determined. Findings on molecular 
mechanisms underlying the Hh-Gli-mediated osteoblast specification were obtained by chromatin 
immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) and transcriptional profiling in the identified 
population. These findings will help us establish the genome-wide molecular basis of efficacy and 
safety of Hh signaling in bone regenerative therapies.

研究分野： 骨軟骨生物学

キーワード： ヘッジホッグ　骨形成
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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 
細胞運命の決定と細胞の分化・成熟は器官

形成の根幹を成す。正常な骨形成過程におい
ては、間葉系細胞の運命が「骨形成性細胞」
へと規定され、転写因子 Runx2・Sp7 陽性の
前駆細胞を経て骨芽細胞へと分化すること
で、骨形成が誘導される。申請者は、骨再生
における適切な分化誘導刺激を明らかにす
ることを目指して、この一連の骨格形成過程
の分子メカニズムの解明に一貫して取り組
んできた。これらの知見を取り入れながら、
骨格形成過程初期に起こる骨形成性細胞へ
の運命決定に関しても検討を進めてきた。特
に、ヘッジホッグ（Hedgehog-Hh）シグナル
とその下流の転写因子 Gli の「抑制型と活性
型の使い分け」に注目し、その役割を個体か
ら組織・細胞レベルで明らかにしてきた。そ
の結果、「Hh シグナルが骨形成性細胞への運
命決定のマスター制御因子」であり、「Hh 入
力応答性に転写因子Gliの抑制型と活性型が
協調的に遺伝子発現を制御」することで、軟
骨細胞分化の抑制と骨芽細胞分化の促進を
図り、骨形成性細胞への運命決定がなされる
ことが示された（Long F, Ohba S et al. 
Development, 2004; Ohba S et al. Dev Cell, 
2008; Hojo H, Ohba S et al. J Biol Chem, 
2012; Hojo H, Ohba S et al. J Biol Chem, 
2013）。さらに、「骨再生医療戦略としての Hh
誘導性運命決定機構の活用の proof of 
concept」を提示した（Maeda Y, Ohba S et al. 
Biomaterials, 2013）。しかし、その根底に
ある Gli の標的遺伝子・転写制御機構への包
括的な理解には至っていない。これらの理解
は、Hh シグナルを骨再生療法の標的分子とす
る際に、有効性と安全性を保障する強力な分
子基盤となる。 
以上より、Hh 応答性の「エピゲノム変化」

と「抑制型 Gli から活性型 Gli へのスイッチ
ング」というダイナミックな現象に着目し、
Gli を中心とした遺伝子制御ネットワークを
ゲノムレベルで理解することが必要である
と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
Hh-Gli 誘導性の骨形成性細胞への運命決

定機構を、エピゲノム・転写ダイナミクス・
遺伝子制御ネットワークの観点から理解す
ることで、Hhシグナルを骨再生療法の標的分
子とする際の有効性と安全性に関するゲノ
ムワイドな分子基盤を確立することが本研
究の目的である。本目的を達成するため、

Hh-Gli 誘導性の運命決定期の細胞集団にお
いてクロマチン免疫沈降－シークエンス
（ChIP-seq）法・RNA シークエンス（RNA-seq）
法により Hh 応答性の Gli 結合部位・エピゲ
ノム変化・遺伝子発現変化に関するゲノムワ
イドデータの取得を目指す。得られたデータ
から、バイオインフォマティクス（生物情報
学）的手法を駆使して、エピゲノム・転写ダ
イナミクス・遺伝子制御ネットワークを明ら
かにする。これらの生理的意義を、遺伝子改
変マウスや分子生物学・生化学手法により in 
vivo 及び in vitro において検証し、その知
見の骨再生医療への応用の可能性を探る。 
 
 

３．研究の方法 
（1）Hh-Gli 誘導性の骨形成性細胞への運命
決定期の細胞の同定・取得・分子特性の解析 
マウス胚性幹細胞（ES 細胞）を Hh 誘導性

に骨芽細胞へと分化させる培養法において、
骨形成性転写因子 Runx2 と Hh 標的遺伝子
Gli1 の mRNA 発現を時系列で解析した。 
 

（2）ChIP-seq 法・RNA-seq 法による Gli 結
合・遺伝子発現変化の解析 
FLAGタグ融合Gli1がRosa26遺伝子座より

発現する Rosa26-Gli1-FLAG マウス ES細胞を
（1）の分化系で培養し、Hh-Gli 誘導性の運
命決定期において FLAG タグに対する
ChIP-seq を行った。RNA-seq 解析も行い、運
命決定前後の遺伝子発現プロファイルに関
するデータもあわせて取得した。 
 
（3）骨形成性細胞への運命決定における
Hh-Gli 応答性エピゲノム・転写ダイナミク
ス・遺伝子制御ネットワークのモデル構築 
バイオインフォマティクス的手法を駆使

して、（2）の ChIP-seq と RNA-seq から得ら
れた大規模データの解析を行った。遺伝子の
機能はGREAT（Nat Biotech 28:495-501, 2010）
にて探索した。この領域に存在する de novo
モチーフ解析も行った。 
 
（4）モデルの生理的意義の検証 
 （3）で同定されたモデルの妥当性を、マ
ウス遺伝学・分子生物学・生化学的手法によ
り検証した。 
 
 
４．研究成果 
（1）Hh-Gli 誘導性の骨形成性細胞への運命
決定期の細胞の同定・取得・分子特性の解析 



 無血清培地下で低分子化合物のみを用い、
中胚葉分化を経由してマウス ES 細胞から Hh
誘導性に骨芽細胞へと分化させる培養法の
開発に成功した（発表論文 1, 10; 学会発表
2, 9, 12, 15, 19, 20, 21, 25, 26）。この
分化系において、Runx2 と Gli1 の mRNA 発現
を解析したところ、発現上昇期が存在するこ
とが判明した。この時期を Hh-Gli 誘導性の
骨形成性細胞への運命決定期とし、以降の解
析に使用することとした。 
 
（2）ChIP-seq 法・RNA-seq 法による Gli 結
合・遺伝子発現変化の解析、及び（3）骨形
成性細胞への運命決定における Hh-Gli 応答
性エピゲノム・転写ダイナミクス・遺伝子制
御ネットワークのモデル構築 
背景の項で述べた発生段階での Hh シグナ

ルの作用に加えて（従来の知見を整理し、発
表論文 5, 9; 図書 1, 2; 学会発表 13, 27 に
て報告）、Hh作動薬による Hh シグナルの活性
化が成体の骨折治癒を促進すること（発表論
文 4; 学会発表 3）、さらに Gli ファミリー転
写因子のうち、活性型 Gli である Gli1 が成
体骨代謝に関わることを見出した（発表論文
5, 11; 学会発表 23）。また、骨格系転写制御
因子の ChIP-seq 解析において、FLAG タグ融
合蛋白質に対する抗 FLAG 抗体を用いた実験
系を用いることで高品質なデータ取得が可
能であることが分かった（発表論文 7; 学会
発表 17）。 
以上より、Gli のゲノム標的の解析におい

ては、まず Gli1 に着目して FLAG タグを用い
たChIPを行うこととした。Rosa26-Gli1-FLAG
マウス ES細胞を(1)の骨芽細胞分化誘導系で
培養し、中胚葉系細胞のステップと Hh 誘導
性の骨芽細胞運命決定のステップにおいて、
抗FLAG抗体を用いてGli1に対するChIP-seq
を行った。その結果、中胚葉系細胞期と骨芽
細胞運命決定期において Gli1 結合領域を同
定した。 
骨格系転写制御因子の結合領域は、遺伝子

の転写開始点近傍と（Class I）、遺伝子から
離れた遠位（Class II）に分けられることを
見出したため（発表論文 2, 3, 6, 8; 学会発
表 1, 5, 6, 16, 18, 22, 24）、Gli1 結合領
域も Class I と Class II に分類した。続い
て、中胚葉系細胞期と骨芽細胞運命決定期の
Class II Gli1 結合領域を比較したところ、
骨芽細胞運命決定期特異的な Gli1 結合エン
ハンサーの候補領域を取得した。  
これらの Gli1 結合エンハンサー領域の機

能的な意義を探るため、GREAT（Genomic 

Regions Enrichment Tool）解析を行ったと
ころ、ある特徴的な機能に関与する遺伝子群
の転写に関わる可能性が示された。また、他
の組織と比較して、骨芽細胞特異的な Gli1
の作動様式を明らかにするため、すでに報告
されている神経管における Gli1 結合領域
（Genes Dev 26:2802, 2012）との比較を行
った。その結果、骨芽細胞特異的な Gli1 結
合エンハンサーの候補領域を取得した。これ
らの領域に対して再び GREAT 解析を行うと、
上記と同様の特徴的な機能を有する遺伝子
群が標的遺伝子候補として見いだされた。 
以上より、Hh刺激による骨芽細胞への運命

決定の背景には、活性型 Gli によるこれらの
遺伝子群の転写制御が存在することが示唆
された。この点についてさらに検証するため
に、マウス ES 細胞を上記の骨芽細胞分化誘
導系で培養し、中胚葉系細胞のステップと Hh
誘導性の骨芽細胞運命決定がおこるステッ
プにおいて RNA-seq を行い、遺伝子発現デー
タを取得した。現在、ChIP-seq データとの統
合的解析が進行中である。 
活性型Gliのゲノムにおける作動様式を明

らかにするため、上記の Gli1 結合領域に対
して、de novo モチーフ解析を行った。その
結果、Gli1 結合領域における Gli コンセンサ
ス配列の強いエンリッチメントが認められ
た。したがって、活性型 Gli の主たる作動様
式は、これまでに提唱されたモデルの通り、
ゲノム上に存在するGliコンセンサス配列へ
の直接結合であることが示唆された。 
研究の進展に伴い、骨形成に関わる Hh リ

ガンドである Indian hedgehog（Ihh）の発現
制御に関わるエンハンサー領域についても
知見を得ることができた。エピゲノム
（H3K4me2, H3K4me3, H3K27ac, H3K36me3）
と転写コンポーネント（RNA pol II, p300）
に関する ChIP-seq データを解析した結果、
Ihh 遺伝子周囲に存在する 5 つのエンハンサ
ー候補領域を見出した。そのうちの一つは、
骨格組織特異的なエンハンサー活性を有し、
その活性化機構に複数の転写因子が関わる
ことが明らかとなった（学会発表4, 7, 8, 10, 
11, 14）。 
 

（4）モデルの生理的意義の検証 
ChIP-seq により取得したエンハンサー候

補領域の生理的意義・生体における活性を検
証する手法として、レポーター遺伝子のトラ
ンスジェニックマウスを用いた実験系を開
発した（発表論文 7; 学会発表 17）。現在、
レポータートランスジェニックマウスとゲ



ノム編集によるエンハンサー欠失マウスの
解析を通じて、①Gli1 結合エンハンサーの候
補領域と領域中に存在するGliコンセンサス
配列の生理的意義、②Ihh 発現制御エンハン
サーの生理的意義と骨格組織変性疾患発症
への関与、を検証している。 
また、エンハンサーの活性化機構について

は、ゲルシフトアッセイによる蛋白質－DNA
相互作用や共免疫沈降による蛋白質－蛋白
質相互作用の解析を中心に進めている。 
 

（5）まとめ 
一連の解析により、Hh 刺激による骨芽細胞

への運命決定の背景にある転写ダイナミク
スの少なくとも一端を明らかにしつつある
と考えている。現在、上記の解析から得られ
た仮説を検証するために、マウス遺伝学・分
子生物学・生化学的手法による解析が進行中
である。エピゲノムダイナミクスとの関連を
含めた全容解明を目指して、引き続き検討を
続けていきたいと考えている。 
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