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概要

　我々の骨格組織は膜内骨化と軟骨内骨化という二つの異なる骨化様式によって形成される。いずれの骨化様
式も Sox9陽性の骨格形成性間葉細胞の凝集から始まるが、「凝集間葉がいかにして膜内骨化あるいは軟骨内骨化
を選択するか？」という根本的な問いの答えは不明なままである。そこで本研究は、骨格形成性間葉細胞におけ
る膜内骨化と軟骨内骨化への運命決定機構の包括的理解を目的とした。
　目的を達成するため、現在までにマウス発生過程における細胞系譜解析から骨格形成性間葉細胞の同定を試
み、骨格形成性間葉細胞に対する空間トランスクリプトーム解析に着手した。その結果、マウス胎生 11.5日で標
識された Sox9発現細胞系譜は、胎生 12.5日の膜内骨化と軟骨内骨化における骨格形成性間葉細胞であることが
確認され、本研究が解析対象とする細胞集団であると考えられた。空間トランスクリプトーム解析としては PIC
（photo-isolation chemistry）法を採用した。基礎検討がすでに終了し、マウス肢芽および頭部における Sox9発現細
胞系譜を用いた解析の準備を進めている。
　今後はシングルセルマルチオーム解析に進み、空間トランスクリプトームデータとの統合的解析を行う予定で
ある。さらに、代表研究者らが独自に開発したヒト多能性幹細胞の骨格発生再現系においても同様の解析を行う
ことで、ヒト骨格発生においても、骨格形成性間葉の膜内骨化と軟骨内骨化への運命決定機構の理解を目指す。
　現所属に着任して間もないことから、研究環境の整備が急務であった。本助成によって研究用試薬や消耗品の
拡充のみならず、研究員を雇用できたことから、上記実験系の速やかな立ち上げと遂行が可能となった。

背景および目的

　骨格組織は部位によって発生学的な由来が異なる。大まかに、頭頸部骨格は神経堤、体幹の骨格（軸骨格）は
沿軸中胚葉、四肢の骨格は側板中胚葉に由来する（図 1）。また、膜内骨化および軟骨内骨化という二つの骨化様
式が存在する。神経堤由来の骨格の多くは膜内骨化、中胚葉由来の骨格は主に軟骨内骨化によって形成される
（図 1）。膜内骨化、軟骨内骨化ともに、Sox9陽性の骨格形成性間葉細胞の凝集から始まる（図 2）。膜内骨化で
は、間葉系細胞から骨芽細胞前駆細胞への運命決定がなされ、骨形成が進行する。一方、軟骨内骨化では、まず
軟骨形成が起こり、軟骨が徐々に骨に置換される。
　1950年代に Conrad H. Waddingtonによって提唱された「エピジェネティックランドスケープ」は、発現した遺
伝子の作用の連鎖によって細胞系譜の分岐が生み出され、個体発生における細胞運命が決定することを視覚的に
説明するモデルである（文献 1）。さらに、1969年には Roy J. Brittenと Eric H. Davidsonが細胞分化における「遺
伝子発現を制御するネットワーク」の存在を提唱した（文献 2）。近年の次世代シークエンサー（next-generation
sequencer: NGS）による解析は一連の概念をほぼ実証しているが、一方で細胞運命決定プロセスの可塑性も示唆
している。代表研究者および協同研究者も NGSを用いたエピゲノム・トランスクリプトーム解析を通じて、骨
格発生のマスター転写因子（Sox9, Runx2, Sp7）の作動様式や活性型エンハンサーのクラスター（スーパーエンハ
ンサー）の意義、さらには遺伝子制御ネットワークを明らかにしてきた（文献 3-8）。
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　このように、骨芽細胞と軟骨細胞への分化に関わる遺伝子発現制御機構については知見が集積している。しか
しながら、「凝集間葉がいかにして膜内骨化あるいは軟骨内骨化を選択するか？」という根本的な問いの答えは
不明なままである（図 2）。そこで本研究は、骨格形成性間葉における膜内骨化と軟骨内骨化への運命決定機構の
包括的理解を目的とした。マウス発生過程とヒト多能性幹細胞の骨格発生再現系において、NGSを用いたトラン
スクリプトーム解析・エピゲノム解析から得られる知見を統合し、エピジェネティックランドスケープ・遺伝子
発現制御ネットワークの観点から上記の運命決定機構を明らかにすることを目指して行われた。

図 1．骨の由来と骨化様式.

　

図 2．骨格系細胞の分化モデル.
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これまでの成果

1. マウス骨格形成性間葉細胞の同定
　軟骨内骨化および膜内骨化における骨格形成性間葉細胞の解析を行うため、まずマウス発生過程における骨格
形成性間葉細胞の標識を試みた。マウス骨格発生過程初期に凝集する間葉細胞は骨化様式に関わらず Dermo1あ
るいは Sox9を発現する（文献 9, 10）。そこで、Dermo1-Creあるいは Sox9-CreERT2制御下に ZsGreenあるいは
lacZを発現するレポーターマウスを作出し、肢芽（軟骨内骨化）および頭部（膜内骨化）におけるレポーター発
現細胞の解析を行った。Dermo1-Cre;R26-lacZマウスにおける X-gal染色から、胎生 10.5～12.5日胎仔の肢芽にお
いて Dermo1発現細胞の凝集を認めたが、骨形成予定領域以外にも Dermo1発現細胞が存在していた。次に、タ
モキシフェン（TM）投与により時期特異的に Sox9陽性細胞を蛍光標識できる Sox9-CreERT2;R26-ZsGreenマウス
の解析に取り組んだ。胎生 9.5～12.5日にかけて、異なる TM投与時期と採材時期について合計 8パターンを検
討した。その結果、胎生 11.5日に TM投与を行って胎生 12.5日に採材したサンプル（E11.5TM→E12.5採材）の
肢芽および頭部において、骨形成予定領域への Sox9発現細胞系譜の凝集を認めた。さらに、胎生 11.5日に TM
投与後、生後 0日で回収した長管骨および頭蓋骨においては Sox9発現細胞系譜が骨組織全体に存在していた。
以上より、Sox9-CreERT2;R26-ZsGreenマウスにおいて E11.5TM→E12.5採材で認めた Sox9発現細胞系譜は、肢芽
（軟骨内骨化）と頭部（膜内骨化）いずれにおいても凝集した骨格形成性間葉細胞であり、本研究が解析対象と
する細胞集団であると考えられた。
　続いて、上記の Sox9発現細胞系譜に対するシングルセル解析を視野に入れ、肢芽および頭部から骨格形成性
間葉細胞を採取する基礎検討を行った。その結果、E11.5TM→E12.5採材の Sox9-CreERT2;R26-ZsGreenマウスの
肢芽および頭部より約 30%の ZsGreen陽性細胞を回収できる条件を見出した。
　
2. マウス骨格形成性間葉細胞に対する空間トランスクリプトーム解析
　Sox9発現細胞系譜に対するシングルセル解析に先立ち、空間トランスクリプトーム解析に着手した。本研究に
おいては、高解像度かつ高い検出感度で組織切片上の関心領域のトランスクリプトーム解析が可能とされる PIC
（photo-isolation chemistry）法（文献 11）を採用した。これまでに、熊本大学生命資源研究支援センター・沖真弥
教授のご支援のもと、PIC法により Sox9-CreERT2;R26-ZsGreenマウス肢芽および頭部の組織切片から RNA-seqラ
イブラリーを構築するための基礎検討が終了している。現在、E11.5TM→E12.5採材の Sox9-CreERT2;R26-ZsGreen
マウス肢芽および頭部における Sox9発現細胞系譜（骨格形成性間葉細胞）を用いた解析に向けて準備を進めて
いる。

今後の展望および課題

　現在までに、マウス骨格発生過程における骨格形成性間葉細胞の同定と、軟骨内骨化と膜内骨化における空間
トランスクリプトーム解析の基礎検討が終了し、本実験に向けた準備を進めている。今後はさらに、シングルセ
ルマルチオーム解析（RNA-seqによる遺伝子発現プロファイリングと ATAC-seqによるクロマチンプロファイリ
ング）に進み、空間トランスクリプトームデータとの統合的解析により本研究目的の達成を目指す。さらに、代
表研究者らが独自に開発したヒト多能性幹細胞の骨格発生再現系（文献 3）においても同様の解析を行うことで、
ヒト骨格発生においても、骨格形成性間葉の膜内骨化と軟骨内骨化への運命決定機構の理解を目指す。
　本研究によって、骨格形成性間葉が骨芽細胞あるいは軟骨細胞へ分化する際の運命決定因子が明らかになると
期待される。これらは、骨粗鬆症や変形性関節症といった骨格系変性疾患に対する病態修飾療法や組織再生療法
の分子標的候補となる。さらに、細胞運命決定を切り口にした病態理解や個別化医療に貢献するものと思われ
る。
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