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要旨 

高齢人口の増加に伴い、既存の医療技術では対処困難な Unmet Needsの増加

を背景に再生医療への期待が高まっている。新しく治療法を開発するうえで、

目的とする組織や臓器の生理的・病理的機序を理解することは不可欠である。

一方で、人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell: iPS 細胞）の登場によ

り、様々な細胞種へ分化可能な多能性幹細胞の応用が期待されているが、複数

の細胞種が織りなす 3 次元組織を再現することは困難である。本研究では、ヒ

ト多能性幹細胞を体幹骨の起源である椎板へ分化誘導し、マウス体内に移植す

ることでヒトの骨発生（内軟骨性骨化）を再現する骨組織を作製することに成

功した。さらに、１細胞解析を用いて、ヒトの骨発生における遺伝子発現およ

びオープンクロマチン領域の動的な変化を詳細に検討し、ヒト骨発生における

転写制御ネットワークの一端を担う因子を新たに同定した。本研究によって得

られた、ヒト骨発生に関する多様な細胞種の遺伝子発現・オープンクロマチン

プロファイルは、骨格形成における転写制御ネットワークの全貌解明への寄与

が期待される。また、本研究で用いた手法は、他の臓器や疾患に対しても広く

汎用性を有し、ヒト多能性幹細胞研究における一連の研究手法のマイルストー

ンとして、生物学・医学研究領域の発展に寄与するものと考えられる。 
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序文 

 医療の進歩による平均寿命の延伸で超高齢社会を迎えた我が国では、健康寿

命への関心の高まりも背景として医療ニーズが増大している。特に高齢者にお

ける変形性関節症や骨粗鬆症、がん患者の骨転移に代表される運動器関連の変

性・喪失性疾患は増加し、ADL・QOL の低下や介護負担の増大の主要な原因と

なっている。既存の治療では対処が困難な病態に対して、再生医療が注目を浴び

て久しい。しかし、潜在的な需要を満たす安全性と供給（質と量）を両立した治

療法は未だ確立されていない 1。近年、ヒト人工多能性幹細胞（induced pluripotent 

stem cell；iPS細胞）・胚性幹細胞（embryonic stem cell；ES 細胞）などの多能性

幹細胞を用いることで、ヒトとモデル動物の間の種差やヒトを対象にした研究

への倫理的な問題が解消される可能性が示されているが、骨領域への応用は未

だ限定的である 2。 

多能性幹細胞とは、細胞分裂による自己複製能を有し、生体を構成する全ての

細胞へ分化する能力を有する細胞集団である。ES 細胞の樹立には、ヒト初期胚

の胚盤胞から細胞を取り出すことが必要であるため、倫理的な問題が存在する。

一方で、近年開発された iPS細胞は、体細胞に特定の遺伝子群を導入することで

樹立される。したがって、胚を使用する ES細胞と比較して、倫理的な制約が少
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ないことが特徴である。両者は厳密には同等ではないものの、分化能の点で多能

性幹細胞として同等に扱われる場合が多い 1。 

マウスやヒトの多能性幹細胞を用いた今までの研究で、様々な臓器を構成す

る特定の細胞種へ分化誘導する方法が多く報告されている 1。骨格を構成する主

要な細胞である軟骨細胞や骨芽細胞も例外ではない 3, 4。また、多能性幹細胞か

ら機能的な組織・臓器を一部再現するオルガノイド研究が進んでおり、病態の解

明や治療法開発に向けて注目を集めている 5, 6 7。骨格組織においては、特に軟骨

の作製法の開発が進んでおり、すでに多能性幹細胞から作製した軟骨組織の臨

床応用に向けた治験が開始されている 1, 3, 8, 9。しかし、ヒト多能性幹細胞から３

次元骨組織を作製したという報告は未だなく、臨床応用に向けた研究開発は、軟

骨や他の臓器と比較して遅れているのが現状である。骨組織研究が難しい理由

の一つとして、骨が体内でも有数の硬組織であり、組織観察や細胞抽出が技術的

に難しいという側面がある。また、血管や神経、脂肪など様々な細胞種が、骨組

織の形成に複雑に関係しあっていることも再現が難しい理由と考えられる。こ

の点は、比較的均質な細胞集団で構成される軟骨との大きな差である。 

骨の形成過程は、膜性骨化と内軟骨性骨化に分けられる。膜性骨化は胎生期に

未分化間葉系細胞が骨芽細胞へと分化することで骨組織を形成する過程で、頭
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蓋骨と顎顔面骨の一部、および鎖骨の形成に関与している 2。一方で内軟骨性骨

化は、間葉凝集に続いて軟骨原基が形成され、軟骨細胞の増殖と分化を経て骨組

織へと置換される過程で、体幹や四肢の長管骨の形成に関与している 2。 

人体の骨組織には 3つの起源があり、主に頭部・顔面の骨を構成する神経堤、

体幹骨を構成する沿軸中胚葉、四肢の骨を構成する側板中胚葉と大きく分類す

ることができる 2, 10。ただし四肢の筋組織は、体幹と同様に沿軸中胚葉から派生

した皮筋板から形成される 10。神経堤が、主に膜性骨化を経て顔面や頭蓋の骨形

成を行うのに対して、沿軸中胚葉や側板中胚葉は、そのほとんどを内軟骨性骨化

によって形成するという特徴を有する 2。したがって、骨組織の成り立ちを考え

るうえで、軟骨組織形成および内軟骨性骨化の機序を理解することは不可欠で

ある。 

沿軸中胚葉と側板中胚葉は、共に同じ中胚葉に分類され、原腸陥入における原

始線条および尾芽から生じる 10。その解剖学的位置関係によって、前原始線条か

ら沿軸中胚葉が発達し、体節形成を経て皮筋板と椎板へと分化する（図 1a）。皮

筋板は、その名の通り皮膚および筋組織へ分化し、椎板は脊椎をはじめとした体

幹を構成する骨、靭帯、血管、髄膜など様々な組織へ分化することが知られてい

る 10。また、中および後原始線状から側板中胚葉が発達し、四肢の骨格だけでな
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く、心血管や血液を含めた循環器系など様々な組織へ分化することが知られて

いる 10。 

 中胚葉形成初期では、Wntシグナルおよび BMP（Bone Morphgenic Protein）シ

グナルが、特に重要な役割を果たすことが知られている。Wntシグナルが、原始

線条や（沿軸）中胚葉の発達を促進する一方で、BMP阻害因子である Nogginに

よって形成される BMPシグナルの勾配が、沿軸中胚葉形成を抑制し、側板中胚

葉形成を促進する（図 1a-c）。つまり、BMPシグナルが弱い部位では沿軸中胚葉、

強い部位では側板中胚葉が形成される（中間部分においては中間中胚葉が形成

され、将来的に腎臓や生殖腺へ分化する）10。さらに沿軸中胚葉では、分節時計

および間葉上皮移行からなる体節形成過程を経て分節構造が形成され、椎体や

肋骨といった構造が形成される（図 1a-b）10。分節時計は Notchシグナル、FGF

（Fibroblast growth factor）シグナル、Wntシグナルの相互作用によって制御され

ており、その濃度勾配が周期的に変動することで、順々に体節が形成される 10。

体節形成後は、腹側の神経管や軸索より産生される Nogginや Sonic hedgehogに

よって椎板へ、背側の上皮組織より産生される Wnt シグナルによって皮筋板へ

の運命決定が起こる（図 1b-c）10。このように、解剖学的な位置関係に基づく複
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数のモルフォゲン濃度勾配に応じて様々な細胞が分化し、解剖学的構造が形成

されていく（図 1c）。 

 モルフォゲンの組み合わせが明らかになることで、多能性幹細胞から目的と

する胚葉、および各胚葉から派生する細胞種への分化誘導法の開発が発達して

きた（図 1b）11-15。主な戦略としては、発生学的知見に基づいて、各発生段階に

最適な誘導因子を段階的に組み合わせることで、目的とする臓器に特異的な細

胞種を誘導することが一般的になりつつある。また、オルガノイドに代表される

3次元培養を用いる報告も散見される 3, 6, 15-17。しかし、その分化誘導の効率や再

現性、簡便性や経済性など様々な面で障壁が依然として存在するのも事実であ

り、将来的にさらなる最適化が必要である。 

 一方で、実際の骨格組織の成り立ちは複雑で、構成する細胞種や基質、各シグ

ナルや細胞間相互作用など、多種多様な要素によって構成されている。そのため、

既存の研究手法では、組織の複雑性や動態を正確にとらえることは困難であっ

た。しかしながら、近年の次世代シークエンサー（Next Generation Sequencing: NGS）

の開発と１細胞解析技術の発展により、多様な細胞で構成される組織における

遺伝子発現やエピゲノム状態を、1細胞レベルでゲノムワイドに解析することが

可能になりつつある 18。これによって、今まで細胞集団の総和（Bulk）でしか見
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えなかった遺伝子発現やエピゲノム状態が、1細胞毎に観察できるようになった

18。そのため、細胞間相互作用や細胞の状態変化を、より詳細かつ多元的に捉え

ることが可能となり、新たな分子機序等の発見につながってきている 19。さら

に、将来的な疾患の病態解明や新規治療法の開発も期待される。 

以上を踏まえて、本研究では将来的な骨系統疾患に対する治療法、特に骨再生

法の確立を念頭に、次の点を目標とした。第一に、ヒト多能性幹細胞から骨格組

織を形成する分化誘導法の確立を目指した。第二に、その骨発生過程における分

子メカニズムの解析を目指した。最後に、それらに基づいて、ヒト骨発生研究の

基盤構築および骨発生機構の解明を目指した。具体的には、まず初めに、既存の

発生生物学的知見や多能性幹細胞の分化誘導法をもとに、沿軸中胚葉から派生

する椎板細胞への分化誘導法の最適化を試みた。続いて、in vitro 培養系では再

現困難な骨組織形成を、免疫不全マウス体内への細胞移植によって誘導するこ

とを試みた。分化誘導や骨組織形成の妥当性を検証するために、遺伝子発現解析

と組織学的解析を行った。さらに、細胞分化や組織形成に対して１細胞解析を用

いることで、分化や組織形成過程の系譜および分子機序を詳細に検討した。加え

て、遺伝子発現とエピゲノム状態を 1 細胞単位で同時に解析可能な１細胞多層

解析を用いることで、骨形成における転写制御ネットワークを解析した。さらに、
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この転写ネットワークを構成する新規転写因子を探索・同定し、その機能解析を

in vitroおよび in vivoで行った。 
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図 1：発生における沿軸中胚葉の分化過程 10 

(a)胎児発生におけるモルフォゲン濃度勾配による前後軸・内外側軸に基づいた
細胞の運命決定の過程。(b)aの各段階における主要なシグナル因子の関係性。(c)

椎板細胞の多様性とそれを生み出す解剖学的な位置関係およびシグナル因子。
BMP：Bone morphogenic protein、FGF：Fibroblast growth factor、TGFβ：Transforming 

growth factor beta、RA：Retinoic acid、HH：Hedgehog、SHH：Sonic hedgehog、ao：
背側大動脈 
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第１章 ヒト多能性幹細胞を用いた椎板細胞の誘導の最適化 

背景と目的 

椎板は沿軸中胚葉より派生し、四肢と同様に主に内軟骨性骨化によって体幹

の骨格を形成することから、内軟骨性骨化を研究する上で有用な細胞起源の一

つである 10。ただし、モデル動物を用いる場合と比較して、ヒトの組織、特に胎

児を研究に用いることは倫理上非常に困難であり、胎生後期においては不可能

である。よって、多能性幹細胞を用いて胎生期の中胚葉や、それに続く骨発生を

再現することは、この問題を解決する現時点で最も有効な手段といえる。 

沿軸中胚葉の発生過程の理解は、モデル動物およびヒト胎児を用いた研究に

より進められ、原始線条から体節中胚葉、椎板に至る一連の分化に関与する主要

なシグナル経路が、種を超えて保存されていることが明らかになってきた 10, 20。

これまでヒト多能性幹細胞を用いた沿軸中胚葉への in vitro分化誘導法が、複数

報告されている 12, 20, 21。しかしながら、既存の分化誘導法には次に示す 2つの改

善点があると考えられた。第一に、分化誘導法が煩雑であったり、高価なペプチ

ド試薬が必要であるため、再現性とコストの改善が求められる 12, 21。第二に、既

存の手法の中には、異種動物由来の成分や組成不明な成分が使用されている場
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合がある 12。そのため、臨床応用を考えた場合、免疫応答や未知の感染性の可能

性を完全には除去しきれない可能性があると考えられる（表 1）。 

そこでまず、組成が完全に既知であり、かつ異種動物由来の成分を含まない条

件を前提に、簡便で再現性の高い、多能性幹細胞から椎板への分化誘導法を確立

することを目指した。すでに研究室で確立された簡便な基礎培地を使用し、加え

て、費用やロット差が生じうる組換えタンパク質製剤の使用を回避することを

目標として、主要なシグナル経路を活性化または阻害する低分子化合物の組み

合わせを最適化することを試みた 4。椎板への分化誘導を検証するため、

quantitative reverse transcription polymerase chain reaction（RT-qPCR）法を用いた分

化マーカー遺伝子の発現解析に加えて、RNA sequencing（RNA-seq）を用いた網

羅的遺伝子発現解析を行った。これにより多能性幹細胞から椎板までの各分化

段階における遺伝子発現プロファイルに基づき、分化誘導法の妥当性を評価し

た。 

椎板は、周囲組織から様々なシグナル因子を複雑な濃度勾配に従って受け取

っているため、前後軸・背腹軸に沿って多様な性質をもった細胞集団が構成され

る 10。in vitro 分化誘導においても同様に、異なるスペクトラムの椎板細胞が存

在しうると考えられるが、その多様性については十分に明らかになっていなか
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った 10, 12, 21。そこで、この点の検証を目的として、多能性幹細胞から誘導した椎

板細胞に対して１細胞 RNA-seq 解析を行い、各細胞の性質を 1 細胞単位で評価

した。 
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1-1 材料と方法 

1-1-1 多能性幹細胞培養 

共同研究者もしくは理研バイオリソース研究センター（RIKEN BRC）より提

供されたヒト多能性幹細胞を使用した。ヒト iPS細胞：hiPSC-14、hiPSC-2（201B7; 

HPS0063）22、hiPSC-3（Nips-B2; HPS0223）23、およびヒト ES細胞：hESC-1（SEES3）

24、hESC-2（H9Zn2.3GFP）25。いずれの細胞も、下記の方法で培養、継代、保存、

播種した。なお、本研究における細胞培養は、すべて 37 ℃、CO2濃度 5 ％、お

よび湿潤環境で行った。 

培地には、Essential 8 medium（以下 E8と省略; Thermo Fisher Scientific, A1517001）

を使用し、recombinant human vitronectin（Gibco、A14700）をあらかじめコーティ

ング（5 μg/mLとなるよう D-PBS(-)に希釈して使用し、室温で 1時間静置）した

培養ディッシュを用いた。培地交換は毎日行い、Subconfluentな状態になったタ

イミングで、適宜継代ないしは凍結保存を行った。細胞の解離は、D-PBS(-)（Wako、

049-29793）で細胞を洗浄後、D-PBS(-)で希釈した 0.5 mM EDTA （Gibco、15575-

020）を用いて行った。解離液を除去後、播種の場合は 1 mLの E8培地、保存の

場合は 10 % DMSO（Dimethyl sulfoxide；Wako、031-24051）を添加した E8培地

で細胞を回収し、培養ディッシュへ播種ないしは凍結保存チューブへ回収した。
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改めて細胞を播種する場合で、特に細胞の生存率が低い場合は、E8培地に 10 µM 

ROCK阻害薬（Y-27632；Wako、259-00613）を添加した。 

 

1-1-2 分化誘導 

Subconfluentな状態まで培養したヒト多能性幹細胞を、0.5 mM EDTAを用いて

解離し、10 回程度の愛護的なピペッティング操作で小さなコロニーないしは 1

細胞まで分離した。回収した細胞は、1 μM ROCK阻害薬（Thiazovivin；Sigma、

SML1045）を添加した E8 培地に再懸濁し、およそ 1:12-1:36 程度を目安に、

vitronectinコーティングした培養ディッシュへ播種した。 

椎板細胞への分化誘導では、以下の通り調整した基礎培地（BIM：B27/ITS based 

medium）を使用した：DMEM/F12（Thermo Fisher Scientific、 11330032）、1 % B27 

Supplement Xeno-Free（Thermo Fisher Scientific、A148601）、1 % ITS Liquid Media 

Supplement（Sigma-Aldrich、I3146）、1 % MEM Non-Essential Amino Acids Solution

（Thermo Fisher Scientific、11140050）、55 μM 2-Mercaptoethanol（Thermo Fisher 

Scientific、21985023）。なお、比較実験に用いた既存法で使用される基礎培地

（CDM2）は文献通りに作製した（表１）21。 
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＜0－1 日目：原始線条誘導＞ 

D-PBS(-)で洗浄後、BIMに 5 μM CHIR99021（Tocris、4423）を添加して約 24

時間培養した。 

＜1－2 日目：未分節中胚葉誘導＞ 

BIM に 5 μM CHIR99021、1 μM A-83-01（Tocris、2939）、および 0.25 μM 

LDN193189（Sigma、SML0559）を添加して約 24 時間培養した。 

＜2－3 日目：体節中胚葉誘導＞ 

D-PBS(-)で洗浄後、BIMに 1 μM C59（Cellagen Technology、C7641-2S）、1 μM 

A-83-01、および 0.25 μM LDN193189 を添加して約 24 時間培養した。 

＜3－5 日目：椎板誘導＞ 

D-PBS(-)で洗浄後、BIMに 1 μM SAG（Adipogen、AG-CR1-3585）、1 μM C59、

および 0.25 μM LDN193189 を添加した培地へ交換し約 48 時間培養した。 

 

1-1-3 RNA抽出および RT-qPCR 

ISOGEN（Nippon Gene, 311-02501）を用いて RNA抽出を行い、濃度および純

度は Nanodrop（Thermo Scientific、ND-1000）を用いて測定した。1 µgの回収し

た RNAと ReverTra Ace qPCR RT Master Mix kit（Toyobo、FSQ-301）を用い、20 



24 

 

µl の反応系で逆転写反応させて一本鎖 cDNA を合成した。反応条件は、ゲノム

DNA の除去反応 37℃ 5 分、逆転写反応 37 ℃ 15 分、50 ℃ 5 分と酵素失活反

応 98℃ 5 分とした。20 μl の反応溶液に 80 μl の超純水を加え、RT-qPCRに用い

るサンプルとした。RT-qPCRは FastStart Universal SYBR Green Master kit（Roche, 

4913850）および 2 µl の cDNA 溶液を含む 20 µl からなり、7500 Fast Real-Time 

PCR System（Applied Biosystems）を用いて実施した。反応条件は 95 ℃ 10 秒、

60 ℃ 30 秒で 40 サイクルとした。各遺伝子発現は、内因性コントロールとして

GAPDHを用いて標準化し、ΔΔCT法によって相対的 mRNA発現量として算出し

た。各サンプルは、生物学的および手技的レプリカントをそれぞれ 3つずつ準備

した。 

 

1-1-4 統計学的解析 

統計学的解析には、JMP Pro 16（v16.0.0、SAS institute）を使用した。また、多

群間の平均値の検定には Tukey-Kramer の HSD（honestly significant difference）検

定を用いた。 
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1-1-5 RNA-seq 解析 

＜サンプル調整＞ 

細胞株として hiPSC-1 を使用し、分化誘導前および各分化誘導段階の細胞を

使用した。生物学的レプリカントを各群 3 つ準備した。前述同様に ISOGEN を

用いて RNA を抽出し、濃度および純度を Nanodrop で計測した。その後、ライ

ブラリー作成（MGIEasy RNA Directional Library Prep kit V2.0）およびシークエン

ス（DNBSEQ-G400；MGI）を行った。 

 

＜データ解析＞ 

シークエンシングによって得られたデータを以下の Anaconda3 環境（Pyhton 

3.8.8）および Python パッケージを使用して解析した。簡単に概略を示す。まず

Trimmomatic（v0.39）を用いて質の低いリードおよびアダプター配列をトリミン

グした。トリミングしたデータは GRCh38.p13（Release 37）を参照に用いて STAR 

(v2.7.8a)によってマッピングを行った。さらに RSEM（v1.3.1）を用いて発現量の

算出を行った。以降の解析はすべて Integrated Differential Expression and Pathway 

Analysis（iDEP、v0.93）26を用いて行った。階層的クラスタリングでは、全サン

プルの標準偏差が大きい上位 2100 遺伝子を用いてヒートマップ作成を行った。 
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1-1-6 １細胞 RNA-seq 解析 

＜サンプル調整＞ 

RNA-seq解析と同様に分化誘導前と誘導 5日後の細胞を準備した。D-PBS(-)で

洗浄後、Accutase（Innova Cell Technologies、AT104）を加えて 37 ℃で 7分間静

置し、あらかじめ 4 ℃に冷やした基礎培地（分化誘導前：E8培地、分化誘導後：

BIM培地）を Acuutaseの 2倍量加えて細胞を回収した。4 ℃、1000 rpmで 3分

間遠心後に上清を破棄し、冷やした 1 mLの基礎培地を加えた後にフィルターを

かけ、改めて遠心および基礎培地による再懸濁後、氷上に静置した。その後共同

研究者の施設へサンプルを移動し、遠心後に冷やした D-PBS(-)（0.04 % BSA添

加）で再懸濁、細胞数をカウントしたのちに 10000細胞を目安として以降の処置

を行った。ライブラリー調整には Chromium Single cell 3’ Library and Gel Bead Kit 

V3（10× Genomics）を用い、Chromium Controller（10× Genomics）によって 1細

胞ずつ分離したドロップレットへ分子バーコードを付与し、以降ガイドライン

に従ってライブラリー作成を行った。 

シークエンスは Novaseq 6000（Illumina）を用いて行い、得られた Fastqファイ

ルは CellRanger（v3.1.0）27とヒトゲノムリファレンス（GRCh38）を用いてマッ

ピングおよびアノテーションを行った。 
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＜データ解析＞ 

以降の解析は R言語環境（R 4.1.1）において Seurat（v4.0.4）28を用いて行っ

た。以下簡単に概略を示す。CellRangerによって作成した H5ファイルより Seurat

オブジェクトを作成した。細胞の重複や死細胞のデータ除去を目的に、whisker

（v4.0）を参考に用いた。発現遺伝子数の下限は 25 percentile（負の場合は平均

－標準偏差）、 上限は 75 percentileを目安にして除去した。また、ミトコンドリ

ア遺伝子の割合が 5％以上の細胞を死細胞として除去した。解析は、Seuratの標

準的な手順（https://satijalab.org/seurat/）に則って行った。SCTransform を用いて

標準化を行い、細胞周期やミトコンドリア遺伝子、発現遺伝子数を Regress outの

対象とした。その後、Louvain algorithm 29を用いてクラスタリングを行い、UMAP

（Uniform Manifold Approximation and Projection）30によって二次元描画した。 

RNA velocity解析には、velocyto（v0.1.7）を用い、細胞ごとにシークエンスリ

ードの spliced/unspliced比を計算した。下流解析には scvelo（v0.2.4）31を用いた。 

  

https://satijalab.org/seurat/
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1-2 結果 

1-2-1 低分子化合物の最適化 

まず、既存の知見について文献検索を行い、モデル動物（齧歯類、鳥類、魚類）

における沿軸中胚葉の形成や分化に重要なシグナル候補を収集した 10。合わせ

て、マウスおよびヒト多能性幹細胞から沿軸中胚葉への分化誘導法に用いられ

ている主要なシグナル因子についても同様に検討した 10。発生の段階ごとに適

切なシグナルの組み合わせが大きく異なることから、主要な分化段階として原

始線条（および神経中胚葉前駆細胞）、未分節中胚葉、体節中胚葉、そして椎板

を想定し、各段階の分化に重要なシグナルを整理した。その結果、沿軸中胚葉お

よび椎板の形成や分化には、次に挙げる５つのシグナルが重要であることが明

らかになった：Wnt、FGF、TGFβ、BMP、および Hh10。組換えタンパク質製剤

の使用が必要な候補シグナル候補は FGF2および TGFβ（ActivinA）であった 10。

そのためまず、沿軸中胚葉および椎板への分化に対する、これらの因子の必要性

を検討した 21。条件検討を簡略化するため、各分化段階において必須もしくは重

要であると判明しているシグナルは比較対象から除外し、かつ上記主要シグナ

ル経路を用いた既存法を比較対象として用いた 21（図 2a）。 
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 原始線条誘導（分化誘導 0－1 日目）において、Wnt 活性薬が必須であるこ

とが知られている 10, 32。一方、FGF2 や ActivinA（TGFβ）、PI3Kシグナルにつ

いては、分化誘導に関与するとの報告があるものの 11, 12, 21、その必要性は十分

に明らかになっていなかった。そこで、原始線条のマーカー遺伝子である

MIXL1 および T（TBXT もしくは Brachyury）の発現を指標に、これらのシグナ

ル経路に関連する薬剤の組み合わせを用いる既存法と比較する形で、使用する

薬剤および基礎培地について検討した。RT-qPCRの結果、同じ基礎培地を使用

した群と比較した場合、Wnt 活性化薬（CHIR99021）単独でも MIXL1 について

は同程度、T については有意に高い発現誘導がみられた（図 2b）。既存法との

比較では、MIXL1 の発現がやや既存法で高く、T については有意差が得られな

かったものの、本法で高い傾向がみられた。したがって、この段階では本法は

原始線条においては、既存法と比較して同等程度であると考えられた。 

 続いて未分節中胚葉（分化誘導 1－2 日目）においては、既に必須であるこ

とが知られている Wnt 活性化薬に加えて、低分子化合物による TGFβ阻害薬

（A-83-01）および BMP 阻害薬（LDN193189）の組み合わせを検討した 10, 32。

前原始線条から未分節中胚葉に至る分化マーカー遺伝子 TBX6 および MSGN1

の発現を指標にした。Wnt 活性化薬単独でも、ほかの組み合わせと比較して同
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程度の TBX6 および MSGN1 の発現上昇がみられた（図 2c）。しかし一方で、側

板中胚葉のマーカー遺伝子である HAND1 および FOXF1 の発現は、TGFβ阻害

薬と BMP 阻害薬を組み合わせた場合に有意に低下し、意図しない側板中胚葉

への分化が抑制されることが示唆された（図 2c）。これは BMP シグナルが、側

板中胚葉への分化促進および沿軸中胚葉への分化抑制に必須の機能を有してい

ることに加えて、ヒト胎児の沿軸中胚葉の分化において、TGFβシグナルの抑

制がみられるという先行文献の知見に合致する結果であると考えられた 10, 20。 

 体節中胚葉誘導（分化誘導 2－3 日目）においては、TGFβ阻害薬および

BMP 阻害薬が重要であることが知られている 12, 20, 21。一方、Wnt 阻害薬および

FGF 阻害薬については、先行文献でもその使用の有無に差がみられ、必要性は

十分に明らかになっていなかった 12, 20, 21, 33。そこで、体節形成における Wnt 阻

害薬（C59）および FGF 阻害薬（PD0325901）の組み合わせを比較した。その

結果、体節中胚葉のマーカー遺伝子である PARAXIS（TCF15）および PAX3 の

発現は、いずれも Wnt 阻害薬のみの群で最も発現が高かった（図 2d）。以上よ

り、Wnt 阻害薬および FGF 阻害薬を使用する既存法と比較しても、明らかに同

等以上の分化誘導効率であることが示唆された。これは、誘導因子の差だけで
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は説明が難しく、本法で使用している培地が簡便であるだけでなく、機能的に

優れている可能性を示唆するものと考えられた。 

 最後に、椎板誘導（分化誘導 3－5 日目）においては、すでに必須であると

知られている Hh 活性化薬（SAG）を基準とし、脊索や神経管から発現する

Noggin と同様の効果を有する BMP 阻害薬（LDN193189）、および皮筋板との運

命決定に重要な Wnt 阻害薬（C59）の組み合わせを比較した 10。椎板の分化マ

ーカー遺伝子である FOXC2 については同程度、PAX1、PAX9、NKX3.2 につい

ては BMP 阻害薬を使用することで発現上昇がみられた一方で、Wnt 阻害薬自

体に明らかな効果は見られなかった（図 2e）。そのため、BMP 阻害薬を使用し

ていない既存法と比較して、マーカー遺伝子の発現が上昇した主要な要因は

BMP 阻害薬の有無であると示唆された。参考にした既存文献においては、Wnt

シグナルが椎板への分化を抑制、皮筋板や側板中胚葉（肢芽中胚葉）への分化

を促進することを理由に、Wnt 阻害薬（C59）を使用して良好な結果を得てい

る 21。一方で、発生学的には Hh シグナルに加えて Noggin が椎板分化に寄与し

ていることが知られ、in vitro 実験系においても Hh シグナル自体が、Wnt シグ

ナルと拮抗することで椎板分化に寄与するという報告もある 10, 34。また、Wnt

阻害薬ではなく BMP 阻害薬（LDN193189）を使用している報告も複数存在す
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る 12, 33。限られた範囲の遺伝子発現だけで判断は難しいものの、本研究では、

Wnt 阻害薬および BMP 阻害薬いずれも使用することとした。以上により、本

法における異種成分および組み換えタンパク質製剤不使用の条件を満たし、ま

た既存法と同等以上の分化誘導効率を有する分化誘導法を確立した。 

 さらに細胞種間の再現性を確認する目的で、複数のヒト iPS 細胞および ES

細胞に対して既存法および本法を適応し、分化誘導 5 日後の遺伝子発現を比較

した。いずれの細胞種および誘導法においても、分化誘導前と比較して椎板の

マーカー遺伝子である PAX1、PAX9、NKX3.2 の発現上昇がみられた（図 2f）。

また、細胞種によって遺伝子発現上昇の程度に大きく差が見られたものの、本

法は既存法と比較していずれの細胞種でも同等以上の発現上昇がみられた（図

2f）。以上から、本法は異なる細胞種間においても十分な再現性を有することが

示唆された。 
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図 2：ヒト多能性幹細胞を用いた椎板誘導における条件の最適化 
各分化段階における指標となる細胞種特異的なマーカー遺伝子の発現を条件ご
とに RT-qPCRを用いて比較した（n = 3）。(a)基礎培地および誘導因子に関する
検討過程の図示（組成の詳細については表 1 を参照）。(b-e)各分化段階における
特異的マーカー遺伝子の相対的発現量の比較。分化誘導１日目以降は既存法を
参考値として右側に示した。(b)ヒト iPS細胞と分化誘導 1日目における原始線
条マーカー遺伝子、(c)分化誘導 2 日目における未分節中胚葉マーカー遺伝子、
(d)分化誘導 3 日目における体節中胚葉マーカー遺伝子、(e)分化誘導 5 日目に
おける椎板マーカー遺伝子。既存法では SAG ではなく 21K を使用。(f)複数の
ヒト iPS細胞（hiPSC 1-3: d0）およびヒト ES細胞（hESC 1: d0）に対して既存
法（d5c）および本法（d5）における椎板マーカー遺伝子発現を比較した。統計
解析は Tukey-KramerのHSD（honestly significant difference）検定を用い、す
べてのペアを比較した。他のペアすべてと有意差がある場合はその群に、特定の
ペア間で有差がある場合はペアを明示した。 
n.s；有意差なし、*；p < 0.05、**；p < 0.005、***；p < 0.0001 

表 1：本法と既存法の比較 
異種成分や組換えタンパク質製剤、および実施に煩雑さを伴うものについて赤
字で示した 12, 21。 

本法 既存法1（今回の比較対象）12 既存法221

基礎培地 BMI CDM2 CDMi
50 % IMDM 50 % IMDM
50 % F12 50 % F-12

1 % ITS supplement 1% penicillin/streptomycin 1 % penicillin/streptomycin
1 % NEAA 1 % chemically defined lipid concentrate 1 % chemically defined lipid concentrate
55 μM 2-mercaptoethanol 450 µM monothioglycerol 450 µM monothioglycerol  
1 % B27 xeno-free supplement 15 µg/ml human apo-transferrin 15 µg/ml human apo-transferrin

0.7 µg/mL insulin 7 µg/ml insulin
1 mg/mL polyvinyl alcohol 5 mg/mL BSA

誘導開始時期 播種後翌日から開始 播種後翌日から開始 播種後3日目より開始

5 μM CHIR 4 μM CHIR 10 μM CHIR 
0.1 µM PIK90 10 μM SB431542
20 ng/mL FGF2 2 μM DMH1
30 ng/mL Activin A 20 ng/mL FGF2

5 μM CHIR 3 μM CHIR 10 μM CHIR 
1 μM A-83-01 1 μM A-83-01 10 μM SB431542
0.25 μM LDN193189 0.25 μM LDN193189 2 μM DMH1

20 ng/mL FGF2 20 ng/mL FGF2
1 μM C59 1 μM C59 ＊DLL1陽性細胞をソーティングし播種

1 μM A-83-01 1 μM A-83-01 10 μM CHIR 
0.25 μM LDN193189 0.25 μM LDN193189 10 μM SB431542

0.5 µM PD0325901
1 μM SAG 5 nM 21K 0.1 μM SAG 
1 μM C59 1 μM C59 0.6 μM LDN-193189
0.25 μM LDN193189

誘導期間 5日 5－6日 11日

DMEM/F12

培地組成

原始線条誘導

未分節中胚葉誘導

体節中胚葉誘導

椎板誘導
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1-2-2 椎板細胞誘導の妥当性の検証 

最適化した分化誘導法（図 2a）の妥当性を検証するため、RNA-seq 解析を用

いて各分化段階における遺伝子発現を網羅的に解析した 33。クラスタリング解

析により、分化誘導０、１、２、３、５日目の細胞群において、それぞれの分化

段階で特異的に発現している遺伝子群を解析したところ、NANOG や POU5F1 な

ど複数の多能性マーカー遺伝子発現を有する未分化な細胞集団から、各分化段

階に合致するマーカー遺伝子の発現推移が確認された（図 3b）。分化誘導 5 日目

の細胞における遺伝子発現プロファイルでは、体節中胚葉および椎板特異的な

マーカー遺伝子の発現上昇がみられた一方、幹細胞や未分化細胞のマーカー遺

伝子群の発現の低下がみられたことから、椎板への分化誘導が段階的に進行し

たことが示唆された（図 3b）。また、遺伝子発現プロファイルを用いた主成分分

析（PCA：Pricipal Component Analysis）の結果、多能性幹細胞から分化段階ごと

に順々に椎板に至る分化系譜も示唆された（図 3c）。したがって、本法により、

ヒト多能性幹細胞が各分化段階を経て段階的に椎板へ分化誘導されたことが示

唆された。 
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図 3：最適化した分化誘導法と各分化段階における網羅的遺伝子発現解析 

(a)分化誘導法の詳細および各段階で想定される細胞種の概略図を示す。(b-

c)RNA-seq 解析結果（n = 3）。(b)階層的クラスタリングおよびヒートマップ。各
細胞種特異的な遺伝子群ごとに区分けした。(c) 主成分分析（PCA；Principle 

component analysis）プロット図。遺伝子発現プロファイルの近似したサンプル間
の距離と実際の時系列から推定される分化系譜を矢印で追記した。hPSCs：ヒト
多能性幹細胞、PS：原始線条、NMPs：神経中胚葉前駆細胞、PSM：未分節中胚
葉、SM：体節中胚葉、SCL：椎板  
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1-2-3 誘導した椎板細胞の多様性の検証 

多能性幹細胞から誘導した椎板細胞の分化誘導効率および多様性を詳細に評

価する目的で、１細胞 RNA-seq 解析を行った。コントロールとして分化誘導前

のヒト iPS 細胞を用いた。まず、分化誘導前後のデータを統合し、遺伝子発現に

基づくクラスタリング解析を行ったところ、誘導前後における細胞集団は大き

く異なること、またそれぞれの細胞集団自体は連続（比較的近似）した集団であ

ることが明らかとなった（図 4a）。また、誘導前の細胞集団は多能性マーカー遺

伝子である NANOG、POU5F1 および SOX2 を広く発現している一方で、主要な

体節中胚葉および椎板細胞のマーカー遺伝子である FOXC2、PAX9、PAX1 の発

現は分化誘導後においてのみ確認された（図 4b）。 

さらに、誘導した椎板細胞の遺伝子発現を詳細に検証するため、誘導後の細胞

集団のデータセットを詳細に解析した。クラスタリング解析およびマーカー遺

伝子の発現解析の結果、代表的な椎板マーカー遺伝子である FOXC2、PAX1、PAX9

などの発現を有する細胞集団に加えて、異なる遺伝子発現パターンを有する細

胞集団も存在することが示された（図 4c-d）。中でも、椎板から派生することが

知られている血管平滑筋のマーカー遺伝子である ACTA2 や CNN1 を発現する細

胞集団が多く含まれていた（図 4d）。椎板細胞は軟骨細胞に加えて、靭帯や血管、
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髄膜を構成する細胞群へ分化することが知られており、発生学的知見に基づく

椎板由来細胞の多様性に矛盾しない結果であると考えられた 10。さらにスプラ

イシングの有無による mRNA 成熟の程度から遺伝子発現を動的にとらえること

が可能な RNA velocity 解析 35を行ったところ、中間的な細胞集団から軟骨細胞

および血管系構成細胞への 2 方向の分化系譜が示された（図 4c）。特に軟骨細胞

への分化の方向づけをされた細胞集団においては、体節中胚葉から発現してい

る TCF15 の遺伝子発現が比較的高い水準で維持されているものの、Velocity が

減少傾向であること、逆に椎板や軟骨分化のマーカー遺伝子は発現の水準だけ

でなく Velocity も上昇傾向であることが示され（図 4e）、既存の発生過程の時系

列に合致する内容であると考えられた 10。以上から、段階的な分化系譜を示唆す

る RNA-seq 解析の結果に加えて、椎板以降の部分的な分化系譜を示唆する１細

胞 RNA-seq 解析の結果から、誘導した細胞集団が生理的な分化過程及び多様性

を部分的に再現している可能性が示唆された。 
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図 4：１細胞 RNA-seq 解析を用いた誘導細胞群の妥当性および多様性の検討 

(a)分化誘導前のヒト iPS 細胞（7963 細胞）および 5 日間で誘導した細胞群（9232

細胞）を統合したデータを用いたクラスタリング解析。上段：遺伝子発現に基づ
いたクラスタリング。下段：クラスターを構成する細胞の由来（サンプル）を表
示。(b)多能性マーカーおよび椎板マーカー遺伝子の発現を分化誘導前後で比較。
(c-e)分化誘導 5 日後の細胞群のデータを用いた１細胞 RNA-seq 解析。(c)再クラ
スタリングおよび RNA velocity に基づく遺伝子発現動態の方向性を視覚化した
もの。(d)クラスター毎の各細胞特異的な分化マーカー遺伝子の発現量比較。(e)

各マーカー遺伝子におけるクラスター毎の mRNA の成熟度（非スプライシング
/スプライシング比）に基づく RNA velocity の正負および遺伝子発現量の比較。 
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1-3 小括 

ヒト多能性幹細胞を用いて、段階的に椎板細胞へ至る分化誘導法を確立した。

本法は、組成が明らかな条件で誘導が可能であり、異種成分および組換えタンパ

ク質製剤を用いない簡便で再現性が高い誘導系である。また、各分化段階におい

て誘導される細胞集団は、細胞種特異的な遺伝子発現プロファイルを有し、最終

的に体節中胚葉を経て椎板細胞に至ることが示された。さらに、誘導した椎板細

胞を 1 細胞レベルで検証すると、軟骨形成および血管形成に寄与することが示

唆される連続した細胞集団から構成されており、生体における椎板の多様性を

分化誘導系においても部分的に再現していると推測された。 
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第２章 ヒト多能性幹細胞由来骨組織の誘導 

背景と目的 

骨組織の起源である神経堤、沿軸中胚葉や側板中胚葉は、in vitro 誘導系にお

いて誘導可能であるものの、そこから成熟した骨組織まで誘導することは非常

に困難であり、現時点で未だ実現されていない。しかし、軟骨組織のみであれば

in vitro 培養系においても作製可能であることが広く知られており、誘導した軟

骨を免疫不全マウスへ移植すると、骨殻や骨髄形成をはじめとした内軟骨性骨

化と類似したプロセスが得られることも報告されている 8。つまり、in vitro培養

系では欠けている何らかの要素が生体において骨形成を可能にしていると考え

られる。そこで、誘導した椎板細胞を免疫不全マウス腎被膜下へ移植することで、

軟骨形成を経て内軟骨性骨化を再現した骨組織が形成されるか検証した。また、

多能性幹細胞をはじめとした未熟な細胞を移植すると、奇形腫などの腫瘍形成

をきたすことが一般的に知られていることから、得られた組織を micro-CTを用

いて分析し、形態学的評価や組織学的解析によって内軟骨性骨化による妥当な

骨組織であるか検証した 24。 
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2-1 材料と方法 

2-1-1 免疫不全マウスへの細胞移植 

マウスはすべてジャクソン・ラボラトリー・ジャパン（神奈川）より購入した。

また、すべての動物実験は国の「動物の愛護及び管理に関する法律」及び、東京

大学の「東京大学動物実験実施規則」、「東京大学動物実験実施マニュアル」に従

い、3R: Replacement（代替実験の検討）、Reduction（動物数削減）、Refinement（動

物の苦痛軽減）について十分考慮して行った（医－Ｐ17－037（医-H20-210））。 

5日間で誘導した椎板細胞を D-PBS(-)で洗浄後、Accutaseを加えて 37℃で 7分

間静置し、あらかじめ 4 ℃に冷やした基礎培地を Acuutaseの 2倍量加えて細胞

を回収した。4 ℃、1000 rpmで 5分間遠心後に上清を破棄し、少量の基礎培地で

再懸濁した後に、基礎培地で 2倍に希釈した Matrigel（Corning、 354234）溶液

を用いて 1x106細胞/10 µL に調整した細胞懸濁液を移植に使用した。ゲル化予防

のため懸濁液は常に氷上に置き、以降の操作を行った。 

 8－12 週齢の免疫不全マウス（NOD.CB17-Prkdcscid/J; NOD SCID, Charles river）

を使用した。イソフルラン（Pfizer、4987114133403）による吸入麻酔（2－3 ％）

を用い、体温維持のためホットプレートで 37 ℃に加温した。左腎臓直上で皮膚

および筋膜を切開することで腎臓を露出した。26Gカテーテル（セーフレットキ
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ャス NIC*26X3/4；ニプロ、09-049）の内筒で小切開をおき、細胞懸濁液を吸引

した後に 1 ml シリンジ（ニプロ、08010）を接続した外筒を腎被膜下へ挿入して、

細胞懸濁液を注入（1.5～15 x106細胞）した。筋膜および皮膚を 6－0 ナイロンで

縫合して手術終了した。 

 

2-1-2  in vivo micro-CTによる組織形成評価 

細胞を移植したマウスに対して、2％イソフルランを用いた吸入麻酔下で、2 週

間毎に in vivo micro-CT（Rigaku, R_mCT2-FX、条件：90 KV、160 UA、20－24 

FOV、17 sec）で評価した。 

 

2-1-3 組織切片の作成 

移植部位から組織を採取し、4％パラホルムアルデヒド／リン酸緩衝液（Wako, 

163-20145）中に 4 ℃で 12－24 時間浸漬し、固定処理を行った。段階的なエタ

ノール浸漬（テスクリア；ナカライテスク、1387094）による脱脂を行った後に、

0.5 M EDTA/D-PBS(-)溶液中に 4 ℃で 1～2 週間浸漬し、脱灰処理を行った。凍

結切片については 30 %スクロース（Wako、196-00015）／D-PBS(-)中に 4 ℃で

12 時間浸漬し、凍結組織切片作製用包埋剤（O.C.T.コンパウンド；サクラファイ
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ンテックジャパン）を用いて-80 ℃で包埋・凍結した。クライオトーム（LEICA、

CM3050IV）を用いて10 µmの厚さでブロックを薄切した。十分に切片を風乾し、

リン酸緩衝液中で包埋剤を十分に溶解除去した後に染色に用いた。パラフィン

切片については密閉式自動固定包埋装置（サクラファインテックジャパン、ティ

シュー・テック VIP™5 ジュニア）を用いて 21 時間処理を行った後にパラフィ

ン包埋を行った。ミクロトーム（LEICA、SM 2000R）を用いて 5 µm にブロック

を薄切した。42 ℃の恒温水槽にて切片を延伸し、スライド（松波硝子工業、SCRE-

01）へ設置、さらに 42 ℃で余剰な水分を除き、37 ℃の恒温槽で十分に乾燥を

行った。キシレン（Wako、249-00097）、エタノール、水に段階的に浸漬し、パラ

フィンを十分に除去・水和した後に染色に用いた。 

 

2-1-4 組織染色 

＜ヘマトキシリン・エオジン染色；HE 染色＞ 

ヘマトキシリン溶液（Wako、131-09665）へ 2 分、水へ 10 分、95 % エタノー

ルへ数秒、エオジン溶液（Wako、Wako 051-06495）へ 1 分、100 % エタノール

溶液へ 5 分×3 回、キシレンへ 1 分×3 回、順々に浸漬した後にマリノールを用

いて封入した 36。 
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＜サフラニン O染色＞ 

ヘマトキシリン溶液へ 2分、水へ 10分、0.001 % Fast green溶液（Sigma-Aldrich、

1040220025）へ 5 分、1 % 酢酸溶液（Wako、012-00245）へ 10 秒、サフラニン

溶液（WALDECK、1B-463）へ 5 分、100 % エタノール溶液へ 5 分×3 回、キシ

レンへ 1 分×3 回、順々に浸漬した後にマリノールを用いて封入した 36。 

 

2-1-5 免疫組織染色 

＜DAB染色＞ 

 水和した凍結切片もしくはパラフィン切片を、0.3 % 過酸化水素（Wako、081-

04215）／メタノール（Wako、137-01823）に室温で 30 分浸漬し、内因性ペルオ

キシダーゼを不活化した。水で 5 分間洗浄し、D-PBS(-)に 0.1 % Tween20（Sigma-

Aldrich、P1379）を添加した PBST に短時間浸潤したうえで、ブロッキング

（Blocking One Histo；ナカライテスク、06349-64 または 10%ヤギ正常血清；ニ

チレイ、426041）を製品使用法に準じて室温で 10－20 分行った。なお、コラー

ゲンの染色については、ブロッキング前にプロテアーゼ溶液（ニチレイ、415231）

による抗原賦活化を室温で 2 分間行った。PBST で洗浄後、PBST で適切な濃度

に希釈した 1 次抗体溶液を滴下して室温で 1 時間静置した。PBST で 5 分間、3
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回洗浄を行い、続いて二次抗体液（ヒストファイン シンプルステイン MAX-PO

（M）または（R）；ニチレイ、424134 または 424144）を滴下し、室温で 30 分静

置した。PBST で 5 分間、3 回洗浄後、発色液を滴下した。適当な発色が得られ

たタイミングで水に浸漬して反応を停止させた。対比染色にはカラッチヘマト

キシリン（武藤化学、30022）を用い、エタノールおよびキシレンで脱水後にマ

リノール（武藤化学、20092）で封入した。組織の観察は、BZ-X700（キーエン

ス）もしくは NanoZoomer S60 バーチャルスライドスキャナ（浜松ホトニクス、

C13210-01）を用いて行った。 

 

＜蛍光染色＞ 

 水和した凍結切片もしくはパラフィン切片を用い、DAB 染色同様にブロッキ

ング、1 次抗体、および 2 次抗体を反応させた。DAPI 入りの封入剤（Mounting 

Medium With DAPI、Abcam、ab104139）を用い、非特異的な蛍光が強いサンプル

については自家蛍光抑制試薬（Vector TrueVIEW Autofluorescence Quenching Kit 

with DAPI；Vector Laboratories、SP-8500）を使用した。蛍光の観察は BZ-X700 ま

たは共焦点顕微鏡（ZEISS、LSM 880 with Airyscan）で行った。 
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2-2 結果 

2-2-1 ヒト多能性幹細胞由来椎板細胞移植後の組織形成 

 ヒト多能性幹細胞から 5 日間かけて誘導した椎板細胞を回収し、免疫不全

（NOD CID）マウスの腎被膜下へ移植した（図 5a）。移植後 2 週間ごとに生体マ

イクロ CT を用いて組織形成の評価を行った。石灰化領域が、移植後 8 週頃より

マウス腎臓周囲に確認された。12 週目頃からは、石灰化組織内部に血管様や骨

髄腔様の非石灰化領域が観察された。また、石灰化組織は時間経過とともに腎臓

周囲において徐々に成長した（図 5b）。 

  

2-2-2 誘導骨組織における組織学的評価 

細胞移植後 8 週および 18 週目に組織を採取し、組織学的評価を行った。HE 染

色の結果、8 週の時点では軟骨優位の組織像を呈しており、一部軟骨の肥大化が

観察された（図 5c）。一方、18 週の時点では、肉眼像においても骨髄様の血液を

含んだ石灰化組織が得られ、組織像でも軟骨細胞のカラム構造や肥大化に加え、

骨殻および 1 次海綿骨形成に至る内軟骨性骨化の過程に類似した構造が確認さ

れた（図 5c）。これらは、ほとんどすべての骨を内軟骨性骨化によって形成する

椎板細胞の性質に矛盾しない結果であると考えられた。また、確認できる範囲で
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は骨軟骨以外の組織はマウス腎臓のみであり、少なくとも組織像では、奇形腫を

はじめとした腫瘍形成は見られなかった（図 5c）。 

次に、免疫組織化学染色を用いて主要な骨軟骨のマーカー発現を確認した。そ

の結果、骨軟骨においてそれぞれ特異的なマーカー（骨：COL1、RUNX2、およ

び SP7、軟骨：COL2、COL10、SOX9）が発現していた（図 5d）。加えて、形成

された組織が、移植したヒト細胞由来のものであるか確認するため、ヒト核抗原

の検出を行ったところ、血球系細胞を除くほとんどの骨軟骨組織構成細胞が陽

性であった（図 5d）。そのため、誘導した骨軟骨組織はヒト細胞由来であり、移

植した椎板細胞の集団が、軟骨形成を経て内軟骨性骨化による骨組織を形成し

たことが示唆された。 
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図 5：ヒト多能性幹細胞由来骨組織の組織学的検証 

(a)実験系の簡略図を示す。誘導した椎板細胞を免疫不全マウス腎被膜下へ移植
し 18 週間経過観察を行った。(b)細胞移植後の組織形成の経過をマイクロ CT で
評価した（体軸断面像）。マウスの腎臓は破線（黄色）で示した。(c)左上：移植
後 18 週の組織断面図写真。左下：移植 8 週後の組織 HE 染色像。中央－右：移
植後 18 週の組織 HE 染色および SafraninO染色像。scale bar； 1 mm、 (d)移植
後 18 週の組織における各免疫染色像（DAB 染色）。COL1；1 型コラーゲン、
COL2；2 型コラーゲン、COL10；10 型コラーゲン、HuNu； ヒト核抗原、scale 

bar； 500 µm もしくは 250 µm（下段拡大図） 
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2-3 小括 

 ヒト多能性幹細胞から 5 日間で誘導した椎板細胞を免疫不全マウス腎被膜下

へ移植すると、石灰化組織が形成され、経時的に成長した。また、得られた組織

は、内軟骨性骨化に類似した組織像と生理的な骨軟骨マーカー発現パターンを

呈しており、内軟骨性骨化を再現していることが示唆された。加えて、形成され

た組織は、血球を除いてヒト細胞で構成され、明らかな腫瘍形成も見られなかっ

たことから、移植した細胞が段階的に軟骨から骨組織形成まで至ったと考えら

れた。 
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第 3 章 ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対する１細胞 RNA-seq 解析 

背景と目的 

前章までの in vitroと in vivoの検討から、ヒト多能性幹細胞から椎板細胞が誘

導されていることと、マウスへの移植を経て組織学的に内軟骨性骨化を再現す

る骨組織が誘導されていることが確認された。そこで、誘導した骨組織を構成す

る細胞集団の同定と、その妥当性を、1細胞レベルの遺伝子発現に基づいて検証

することを目的に、１細胞 RNA-seq解析を行った。 

具体的には、内軟骨性骨化の異なる分化段階の細胞集団において遺伝子発現

の動的な変化を時系列でとらえることを目指して、軟骨形成を中心とした内軟

骨性骨化初期、骨殻や骨髄形成に至る内軟骨性骨化後期の異なる 2 つの時期に

おける組織を用いることとした。また、誘導骨組織の妥当性の検証のため、本研

究で得られたデータと、公共データベースより取得したヒト胎児骨組織データ

セットを用いた統合解析を行った 37。これにより、胎児期の骨発生過程において

特徴的な種々の骨格系細胞および幹細胞/前駆細胞集団を、誘導した骨組織にお

いても検証することでデータの外挿性を検証し、さらに遺伝子発現や転写制御

ネットワークのダイナミクスを捉えることを目指した 37。  
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3-1 材料と方法 

3-1-1 骨組織誘導および細胞の単離 

hiPSC-1を使用し、1-1-2および 2-1-1同様に椎板細胞へ分化誘導後、免疫不全

マウス腎被膜下へ移植した。移植後 7週および 19週経過した組織を用いた。 

イソフルランによる吸入麻酔下（5%）に迅速な頸椎脱臼を行って組織を採取

した。マウス腎臓を可及的に除去したうえで、素早く氷上の D-PBS(-)へ浸漬し

た。摘出した組織は、ハサミ等で可及的に小さく断片化した。D-PBS(-)で複数回

洗浄後に、D-PBS(-)で 0.4 WU/mlに調整した Liberase TM（Roche、5401127001）

溶液を加え、37 ℃で愛護的に撹拌（100 rpm）を加えながら静置した。15分ごと

に 10 % ウシ胎仔血清 (FBS; Equitech-Bio)と抗生剤（50 unit/ml ペニシリン＋50 

mg/ml ストレプトマイシン; Sigma-Aldrich）を含む氷上の DMEM/F12（Wako、

042-30555））へ反応液を回収した。合計 6回この操作を繰り返した。40 µmセル

ストレーナー（Corning、352340）使用後に遠心（4℃、200－500g、10 分）し、

溶血試薬（VersaLyse；Beckman Caulter、A09777）を 1 mL加えて室温で 10分静

置した。再度遠心（4 ℃、200－500 g、5分）した後に、40 μm ピペットチップ

フィルター （FLOWMI、H13680-0040）による異物や重複細胞の除去を複数回行

った。1 mLの培地に再懸濁後、氷上に静置し、共同研究者の施設へ移動した。 
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3-1-2 １細胞 RNA-seq 解析 

 1-1-5 と同様にライブラリー作成、シークエンス、およびマッピングを行い、

データセットを作成した。解析についても同様に、Seurat を用いて行った。7 週

および 19 週目のデータは統合（Merge）した上で、クラスタリングまで行った。

また、マウス細胞の除去は CollapseSpeciesExpressionMatrix コマンドを使用して

行い、その後同様にクラスタリングまで行った。Gene Ontology 解析は

clusterProfiler（v4.0.5）38 39を用いた。 

 

3-1-3 ヒト胎児長管骨データセットとの統合解析 

公共のデータベースのヒト胎児（8週）長管骨データセット（GEO: GSE143753）

を用いた 37。総細胞数を調整するため、7 週および 19 週目のサンプルを統合し

たデータセットから、乱数によって 25%の細胞数へ縮小したサブセットを用い

た。上記データセットは、共通の anchor genesを用いて統合（Integration）した上

で、SCTransformによる標準化およびクラスタリングを行った 40。Pseudotime解

析は骨格前駆細胞を基準として、monocle3（v1.0.0）41, 42を用いて行った。 
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3-2 結果 

3-2-1 ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対する１細胞 RNA-seq 解析 

ここまでで得られた内軟骨性骨化を再現する骨組織を用いて、１細胞RNA-seq

解析を行った。細胞移植後 7 週および 19 週目のサンプルを、それぞれ内軟骨性

骨化初期および後期として、各組織を構成する細胞集団の発現遺伝子の推移に

ついて検討した（図 6a）。 

組織学的解析から、誘導骨組織には、ヒト細胞とマウス細胞が混在している可

能性が考えられたため、１細胞 RNA-seq により得られたリードは、ヒトおよび

マウスのリファレンスを用いて、同時にそれぞれにマッピングを行った。それに

より、同一データ内でヒトおよびマウス遺伝子を区別した上で遺伝子発現解析

を行った。2 つのサンプルは時系列データとして統合し、解析を進めた。クラス

タリング解析の結果、ヒト細胞はそれぞれのクラスターが連続する集団であっ

たのに対して、マウス細胞はいくつか異なる集団に分かれた（図 6b）。クラスタ

ー毎に特徴的な遺伝子発現を比較したところ、マウス細胞は、複数の血球系細胞

と血管内皮細胞に特徴的な遺伝子発現を有する細胞集団であった。一方で、ヒト

細胞は骨軟骨およびそれらの前駆細胞群に特徴的な遺伝子発現を有する細胞集

団であった。以上より、得られた骨組織が、ヒトの骨格系細胞とマウスの血管・
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血球系細胞のキメラ組織であることが示唆された（図 6b）。以降はヒトの骨格形

成に焦点を当てる目的で、マウス細胞群を除去した上で解析を進めた。 
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図 6：ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対する１細胞 RNA-seq 解析 

(a)実験の概略図を示す。 (b)移植後 7 週（6816 細胞）、19 週目（6950 細胞）のサ
ンプルを統合したクラスタリング解析。マウス細胞およびヒト細胞の集団をそ
れぞれ標識した。(c-e)統合したデータよりマウス細胞を除去したヒト細胞集団に
対して解析を行った：移植後 7 週（6576 細胞）、19 週目（4778 細胞）。(c)上段：
クラスタリング解析。中段：細胞の由来（サンプル）を表示したもの。下段：
monocle3 による Pseudotime を用いた Trajectory 解析。(d)各骨格細胞のマーカー
遺伝子の発現量をクラスター間で比較。また下段に各クラスターにおける 7 週
および 19 週目サンプルの構成比率を表示した。(e)各クラスターに特異的な遺伝
子群を抽出し、それらに対して Gene Ontology 解析を行ったもの。骨芽細胞、軟
骨細胞、もしくは両者に関連する GO term をそれぞれ標識した。Neutro；好中球、
regTc；制御性 T 細胞、DC；樹状細胞、OC；破骨細胞、Mono；単球、Macro；マ
クロファージ、ET；血管内皮細胞、HSCs；造血幹細胞、HCh；肥大軟骨細胞、
Ch；軟骨細胞、Pro；前駆細胞、eSSPCs；胎児性骨格幹細胞・前駆細胞、OB；骨
芽細胞 
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3-2-2 ヒト骨格系細胞に対する１細胞RNA-seq解析およびヒト胎児データセッ

トとの統合解析 

改めて、ヒト細胞集団に対してクラスタリング解析を行い、骨格系細胞におけ

る複数のマーカー遺伝子発現の確認を行ったところ、大きく分けて軟骨系統（ク

ラスター：0, 2, 3, 7, 8, 10）、骨系統（クラスター：1, 6, 9, 11）、および中間段階の

前駆細胞集団（クラスター：4, 5）から構成される 12 のクラスターに分類された

（図 6c 上段、6d）。また、UMAP において一部で重複は見られるものの、およ

そ 7 週目の細胞群が中央、その両側に 19 週目の細胞群が位置しており、7 週目

の細胞群が比較的近い関係性であるのに対して、19 週目の細胞集団は大きく 2

つの集団に分かれた（図 6c 中段）。また、各クラスターにおける 7 週および 19

週目のサンプルの構成比率は、7 週目のサンプルでは、前駆細胞から軟骨細胞が

大きく占め、逆に 19 週目のサンプルでは、肥大軟骨や骨芽細胞の比率が大きい

結果であった（図 6d）。さらに、前駆細胞群を基準に Pseudotime 解析を行うと、

中央の前駆細胞から骨芽細胞および軟骨細胞へ分岐する 2 つの分化系譜が示さ

れた（図 6c 下段）。これは 7 週および 19 週目のサンプルにおいて、組織の成熟

がより進んだ結果を反映している可能性が考えられた。加えて、各クラスターの

特異的発現遺伝子（DEG：Differentially Expressed Genes）に対して、それぞれ Gene 
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Ontology 解析を行ったところ、それぞれの細胞種に特徴的な GO term が複数検

出された（図 6e）。 

さらに、本研究におけるデータの妥当性を検証することを目的に、すでに公開

されている 8 週齢ヒト胎児長管骨のデータセットとの統合解析を試みた 37。2 つ

のデータの間には部分的に重複がみられ、胎児期において特徴的な細胞集団で

ある骨格幹細胞・前駆細胞をはじめ、共通した骨軟骨細胞集団を有していた（図

7a-b）。これは、誘導骨組織が胎生期の内軟骨性骨化を模倣している可能性があ

ること、また側板中胚葉由来の長管骨と沿軸中胚葉由来の体幹骨が、骨発生過程

において類似の骨格前駆細胞を有することも示唆する結果であると考えられた。

さらに、骨格前駆細胞を基準とした場合、共通の骨格前駆細胞から骨軟骨それぞ

れへ至る分岐した分化系譜も描出された（図 7a 右図）。これは、骨と軟骨が骨

軟骨前駆細胞という共通の起源から生じることを反映した結果と考えられた。

以上より、１細胞解析によって、遺伝子発現レベルにおいても、得られた組織が

生理的な内軟骨性骨化過程を再現していることが示唆された 37, 43。 
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7：ヒト多能性幹細胞由来骨組織およびヒト胎児長管骨（８週）データセット

との統合解析 

(a)左：統合データセットを用いたクラスタリング解析。中：由来サンプルごとに
細胞を標識したもの。右：胎児骨格前駆細胞を規定して作成した Pseudotime 解
析。胎児長管骨（1079 細胞）、7 週（1691 細胞）、19 週（1147 細胞）。(b)クラス
ター間の骨軟骨マーカー遺伝子発現比較とクラスターを構成する由来サンプル
比率。  



63 

 

3-3 小括 

ヒト多能性幹細胞より分化誘導した椎板細胞を、免疫不全マウス腎被膜下へ

移植することで得られた骨組織に対して、時系列で１細胞 RNA-seq 解析を行っ

た。初期の軟骨主体の組織から骨組織へ分化成熟していく過程が、異なる細胞種

において発現する遺伝子群の推移から示された。また、ヒト胎児のデータセット

と比較統合することで、胎児期に特徴的な骨格前駆細胞が、ヒト多能性幹細胞由

来骨組織においても存在している可能性が示された。これらは、誘導した骨組織

が胎生期の内軟骨性骨化を再現しているだけではなく、側板中胚葉および沿軸

中胚葉由来の骨発生において、共通の骨格前駆細胞が存在することを示唆する

結果であると考えられた。 
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第 4 章  ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対する１細胞多層解析 

背景と目的 

遺伝子そのものはあくまで情報であり、多くの場合、これらの情報が読み込ま

れ（転写）具現化する（翻訳）ことで、生物学的な機能を発揮する。この転写制

御機構には、クロマチン構造変化や、DNA/ヒストンの化学修飾に代表されるエ

ピゲノム機構が重要であることが知られている 44。クロマチン構造が閉じてい

る状態（Heterochromatin）では、転写因子や RNA合成酵素などの転写に関わる

タンパク質群が、遺伝子制御領域へ到達できず転写が行われない。一方、クロマ

チン構造が緩んだ状態（Euchromatin）においては、これらの転写制御を担うタン

パク質群が、遺伝子転写制御領域へ作用し、遺伝情報が mRNAとして転写され

る。このように、クロマチンアクセシビリティは、遺伝子発現を制御しているエ

ピゲノム機構の一端であると考えられ、細胞の分化状態に応じてダイナミック

に遺伝子発現を調整していることが知られている 44。 

これまでの結果で、ヒト多能性幹細胞より誘導した骨組織が、組織学的にも遺

伝子発現においても内軟骨性骨化をよく再現していることが示された。そこで、

内軟骨性骨化におけるダイナミックな遺伝子発現制御機構を明らかにすべく、

１細胞多層解析（ATAC sequencing: ATAC-seqおよび RNA-seq）を行った（図 8a）。
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さらに、骨芽細胞の分化系譜における特異的な発現遺伝子およびクロマチンア

クセシビリティの動的な変化を検証し、骨形成の転写制御ネットワークを構成

する転写因子の探索・同定を目指した。 
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4-1 材料と方法 

4-1-1 骨組織誘導および細胞の単離 

hESC-2を使用し、1-1-2および 2-1-1同様に椎板細胞へ分化誘導後、免疫不全

マウス腎被膜下へ移植した。移植後 20週経過した組織を用いた。 

骨芽細胞の回収率改善を目的に、3-1-1 で述べた方法を以下の通り修正を加え

て実施した。簡単に修正点を記載する。Liberase TM溶液（1 WU/ｍL D-PBS(-)）

に 0.125 mg/mL DNaseI（Roche、10104159001）を添加して使用した。また、反応

液は 1時間ごとに回収を行い、それを 3回反復した。その後、0.1 %  BSAを添

加した 5 mM EDTA/D-PBS(-)溶液 45を加えて、37 ℃で同様に 30 分反応させた。

反応液を回収後、Liberase TM溶液加えてさらに 30分反応させた。この工程を 2

回反復し、最終的には合計 5時間の反応時間とした。 

 

4-1-2 １細胞多層解析 

＜ライブラリー作成＞ 

ライブラリー調整には、Chromium Next GEM Single Cell Multiome ATAC + Gene 

Expression Reagent Bundle（10x Genomix, PN-1000283）を用いた。単離した細胞

に対して Chromium Next GEM Single Cell Multiome ATAC + Gene Expression 
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Reagent Kits User Guide (CGOOO338)に準拠して、核抽出以降の操作を行った。核

抽出の反応時間は 5分とした。持ち込み核数は、10000を目安に核抽出液を調整

した。シークエンスは Novaseq 6000（Illumina）を用いて行い、得られた Fastqフ

ァイルは Cell Ranger arc（v1.0.1）46とヒトゲノムリファレンス（GRCh38）を用

いてマッピングおよびアノテーションを行った。 

 

＜データ解析＞ 

Cell Ranger ARCによって得られたH5ファイルおよび tsvファイルから、Signac

（v1.3.0）47を用いて解析した。ATAC-seqにおけるピークコールは、推奨に従っ

て macs2（v2.2.7.1）を用いて行った。クラスタリングは RNA、ATAC、および統

合的手法（WNN：Weighted Nearest Nabors）28を用いて行い、以降の解析には WNN

法によるクラスタリングを使用した。また、モチーフ解析は chromVAR（v1.14.0）

48 を 用 い 、 リ フ ァ レ ン ス と し て JASPAR2020 （ v0.99.10 ） お よ び

BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg38（v1.4.3）を使用した。 

 3-1-3および 3-1-4と同様に Pseudotime解析は monocle3、Gene Ontology解析は

clusterProfiler を用いて行った。また、1-1-5と同様に RNA velocity解析は velocyto

および scveloを用いて行った。 
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4-2 結果 

4-2-1 ヒト多能性幹細胞由来骨組織における１細胞多層解析 

ヒト内軟骨性骨化において、骨格系細胞の運命決定・分化におけるクロマチン

ダイナミクスを明らかにするため、椎板細胞移植後 20週後の誘導ヒト骨組織を

用いた１細胞多層解析（ATAC-seqおよび RNA-seq）を行った。本解析では、mRNA

発現とゲノム上のオープンクロマチン領域を同一細胞の核内で同時に検出する

ことが可能である。本多層解析において、遺伝子発現、オープンクロマチン領域、

およびその両者の統合プロファイルを用いてクラスタリング解析を行った。そ

の結果、両者を統合した方法（Weighted Nearest Nabors：WNN法）28で、比較的

明瞭にクラスターが分離されたため、以降の解析は WNN法で得られたクラスタ

ーに基づいて行った（図 8b）。今回は、軟骨系の細胞が優位である点は異なるも

のの、これまでの１細胞 RNA-seq 解析結果と同様に、共通の前駆細胞を介して

骨軟骨それぞれの集団を有することが遺伝子発現パターンから示唆された（図

8c）。RNA velocity解析および Pseudotime解析においても、一部の前駆細胞から

骨芽細胞や肥大軟骨へ至る分化系譜が示唆された（図 8d）。 
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4-2-2 誘導骨組織におけるクロマチンアクセシビリティ動態の検証 

前駆細胞から骨軟骨細胞への分化過程における、オープンクロマチン領域の

変化を検討した。まず、骨芽細胞および肥大軟骨細胞の分化マーカーである

COL1A1 および COL10A1 の遺伝子領域近傍のクロマチンアクセシビリティを確

認したところ、遺伝子発現とそれに相関するオープンクロマチン領域が観察さ

れた（図 8e）。これらのオープンクロマチン領域は転写制御領域であることが予

想され、遺伝子発現に正もしくは負に相関する領域群が推定された（図 8e）。一

部の領域は細胞種特異的なクロマチンアクセシビリティを有しており、細胞種

特異的な遺伝子発現の制御に関与することが示唆された（図 8e）。 

続いて、クラスタリング解析により細胞種特異的なオープンクロマチン領域

を探索した。転写因子モチーフに基づく転写因子活性と、その遺伝子発現につい

て相関性が高いものを検索したところ、骨芽細胞のマスター転写因子である

RUNX2が、遺伝子発現およびモチーフ活性が共に高いことが判明した（図 8g）。

フットプリント解析により、骨芽細胞および肥大軟骨細胞において、RUNX2モ

チーフが、オープンクロマチン領域に特異的に集積していることが推定された

（図 8f-g）。これらは、生理的な RUNX2 の発現パターンや機能に合致する結果
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であり、用いたサンプルや解析手法の妥当性を示唆する結果であると考えられ

る。 
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図 8：ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対する１細胞多層解析 

(a)実験の概略図。(b)データを前処理後の、遺伝子発現（RNA）、オープンクロマ
チン領域（ATAC）、そしてそれらの統合データ（WNN：Weighted Nearest Neighbor 

analysis）に対するクラスタリング解析の結果（7771 細胞）。(c)クラスター間で各
マーカー遺伝子発現を比較したもの。(d)左：monocle3を用いた Pseudotime解析、
中－右：scVelo を用いた RNA velocity と Latent time 解析。(e)各クラスターにお
ける COL1A1 または COL10A1 遺伝子の発現量、近傍のオープンクロマチン領
域の集積、および遺伝子発現との関連が予測されるピークの結び付け。(f)代表的
な骨芽細胞マスター転写因子である RUNX2 の遺伝子発現（左）および転写因子
モチーフ活性（右）の比較。(g)RUNX2 の転写因子モチーフにおけるフットプリ
ント解析（クラスター毎に表示したもの）。 
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4-2-3 骨芽細胞分化系譜に特異的な転写制御因子の探索と同定 

これまでに得られたデータを用いて、骨芽細胞の運命決定に関与する新規転

写因子の探索を試みた。まず、前述の解析により得られた骨芽細胞特異的なオー

プンクロマチン領域に対して Gene Ontology解析を行ったところ、骨形成に関連

する遺伝子群や骨系統疾患に関連する遺伝子群と高い相関がみられた。そのた

め、これらのオープンクロマチン領域は、骨芽細胞や骨形成に重要な遺伝子群を

制御する転写制御領域であることが示唆された（図 9a-b）。以上の結果を踏まえ

て、骨芽細胞特異的な発現遺伝子に加えてクロマチンアクセシビリティのプロ

ファイルを統合することで、より詳細な転写因子候補の検索ができないかと着

想した。そこでまず、遺伝子発現解析に基づいて骨芽細胞特異的に発現する遺伝

子群を抽出した（図 9c）。続いて、RNA velocity解析において骨芽細胞分化への

寄与が推定される遺伝子を抽出した（図 9c）。これらの中で、重複する 20 種類

の転写因子は、骨芽細胞の分化や状態変化において中心的な役割を担っている

可能性が高いと考えた（図 9c）。さらに、骨芽細胞特異的なクロマチンアクセシ

ビリティのプロファイルを統合し、骨芽細胞特異的なオープンクロマチンに関

与する 13 種類の転写因子を選抜した（図 9c）。候補として抽出された転写因子

の中には、RUNX2や DLX5のように既知の骨芽細胞制御因子が含まれていた（図
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9c）。これら既知の因子を除外した結果、新規転写因子候補として ZEB2 を同定

した（図 9c）。ZEB2 は、骨芽細胞系の細胞集団で特異的な発現がみられ、その

発現には骨芽細胞特異的なオープンクロマチン領域が関与する可能性が示され

た（図 9d）。 
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図 9：１細胞多層解析を応用した新規骨分化制御因子候補の抽出 

(a-d)図 8 の解析で得られた骨芽細胞集団特異的なオープンクロマチン領域に対
する Gene Ontology 解析(a)骨芽細胞に関連する項目を標識した。(b)用いたピー
クを元に予測されたヒトおよびマウスの表現型情報。(c)図 8 における骨芽細胞
集団に特異的な発現遺伝子（DEG: Differentially expressed genes）と RNA velocity

解析において予測された骨芽細胞に特異的な遺伝子（Driver genes）、およびヒト
転写因子データベースを掛け合わせて得られた 20 の候補転写因子。その中でも
骨芽細胞特異的にモチーフが検出された転写因子をさらに＊で標識した。代表
的な骨芽細胞マスター転写因子 RUNX2 とともに抽出された ZEB2 についてモ
チーフおよび p値を下に示した。(d)図 8eと同様の解析をZEB2に対しても行い、
クラスター毎の遺伝子発現やピークを示した。 
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4-3 小括 

ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対して、１細胞 ATAC および RNA-seq よりな

る多層解析を行った。遺伝子発現だけでなくクロマチンアクセシビリティにお

いても、骨格系細胞の分化系譜が再現された。加えて、統合解析の結果、骨芽細

胞分化に重要な役割を有している可能性がある新規転写因子として、ZEB2 が抽

出された。 
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第 5 章  ヒト骨芽細胞分化系譜に特異的な転写制御因子の機能解析 

背景と目的 

ZEB2は、Zinc Finger E-Box Binding Homeobox（ZEB）ファミリーの一つであ

り、ZEB1と同じファミリーに属する。別名として、Smad interacting protein 1（SIP1）

や Zinc finger homeobox 1b（Zfhx1b）としても知られる。ファミリーである ZEB1

と共通のモチーフ配列を有しているが、脊椎動物において ZEB2は ZEB1よりも

高い保存性を有する 49, 50（図 9c）。ZEBファミリーは、上皮間葉移行に関連する

重要な因子であり、がん領域に加えて神経や筋肉の発達においても研究されて

いる 50-52。一方で、ZEB2は、ハプロ不全によってモワット・ウイルソン症候群

をきたす原因遺伝子として臨床的には知られている 53。主な特徴として、重度知

的障害、特徴的顔貌、小頭症、ヒルシュスプルング病（巨大結腸症）が報告され

ており、頭部における骨格異常がみられるものの、そのほかの骨格についての詳

細はよく知られていない 50, 53。 

ZEB2は胎生期よりその発現や機能の重要性が知られている。神経管や沿軸中

胚葉領域において広く発現がみられ、Zeb2 の null 欠失において胎児期の体節形

成に異常をきたすことが報告されており、発生過程におけるその重要性が認識

されている 54。また、Zeb2 の null 欠失は胎生致死であることがマウスの実験か
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ら明らかにされているが、骨格特異的な欠失における表現型の報告はなく、ZEB2

の骨形成や骨芽細胞分化への寄与は未だ不明である 50, 55。 

そのため、ZEB2の骨形成や骨芽細胞分化における役割を明らかにする目的

で、in vitroおよび in vivo実験系において解析を行った。具体的には、ヒト多能

性幹細胞由来の骨組織およびマウス骨組織を用いて、ZEB2の発現を組織学的

に解析した。さらに、ZEB2の機能を明らかにするため、機能喪失実験および

機能獲得実験を in vitroにおいて検証した。 
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5-1 材料と方法 

5-1-1  in situ hybridization 

RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent kit v2（Advanced Cell Diagnostics、

323100）、4-Plex Ancillary Kit（Advanced Cell Diagnostics、323120）、および各種プ

ローブ（RNAscope Target Probe-Hs-SP7；802741、RNAscope Target Probe-Hs-ZEB2-

C2；404271-C2、RNAscope Target Probe - Hs-RUNX2-C3；440071-C3、RNAscope 

Target Probe-Hs-ZEB1-C4；313191-C4）を使用した。また、標識用の蛍光は推奨

に従って Opal 520（Akoya Biosciences、FP1487001KT）、Opal 570（Akoya Biosciences、

FP1488001KT）、Opal 650（Akoya Biosciences、FP1496001KT）、および Opal 690

（Akoya Biosciences、FP1497001KT）を使用した。 

 

＜サンプル調整＞ 

4-1-1同様に、hESC-2（H9Zn2.3GFP）を使用して骨組織誘導を行い、24週経過

した組織を使用した。組織の固定は、新鮮な（未開封）4％パラホルムアルデヒ

ド／リン酸緩衝液を使用し、4 ℃で 36－48 時間浸漬して行った。2-1-3 同様に、

エタノールによる脱脂を行い、0.5 M EDTA/D-PBS(-)溶液中に 4 ℃で 1～2 週間

浸漬して脱灰処理を行った。ただし、すべての操作において RNase 除去操作
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（RNase汚染除去剤；thermo scientific、7002JP）を徹底し、用いる溶液はすべて

超純水（Mili-Q；Milipore）ないしは RNaseフリー規格品（UltraPure DNase/RNase-

Free Distilled Water；Invitrogen、10977023 または D-PBS(-)；Gibco、14200166）を

使用、容器についても乾熱滅菌またはオートクレーブ滅菌（乾熱滅菌不可のもの）

したものを使用した。パラフィン包埋からブロック薄切までは、2-1-4 と同様に

行った。染色に用いるスライドはすべて推奨品（スーパーフロストプラス スラ

イドグラス；Fisher Scientific、12-550-20）を使用した。 

 

＜染色＞ 

 マニュアルに準拠して行った（ https://acdbio.com/sites/default/files/323120-

TN%204-Plex%20Ancillary%20Kit%20for%20Manual%20multiplex_incOpal780.pdf）。

ただし、サンプルの離開を防ぐ目的で、下記の通り一部修正を加えた。賦活化液

による加温は 90℃、15 分とした。また、プロテアーゼ処理は 40℃、3 分とした。

染色後は DAPI 入り封入剤で用い、共焦点顕微鏡を用いて蛍光の観察を行った。 

 

 

 

 

https://acdbio.com/sites/default/files/323120-TN%204-Plex%20Ancillary%20Kit%20for%20Manual%20multiplex_incOpal780.pdf
https://acdbio.com/sites/default/files/323120-TN%204-Plex%20Ancillary%20Kit%20for%20Manual%20multiplex_incOpal780.pdf
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5-1-2  Zeb2-EGFP ノックインレポーターマウス 

理化学研究所バイオリソース研究センターより凍結精子（ ICR;129(Cg)-

Zeb2<tm2.1Yhi>52）の提供を受け、本学医学系研究科附属疾患生命工学センター

動物資源領域（発生工学サービス）へ依頼して個体化を行った。なお、個体化に

用いる妊娠マウス（E17.5）の一部から胎児を採取し、下記の通り遺伝子型判定

を行った後に凍結切片を作成した。 

 

＜遺伝子型判定（ジェノタイピング）＞ 

マウスの尾もしくは趾の一部を採取し、1 µlの Protease K（Invitrogen、25530049）

を加えた 100 µlの溶解液（DirectPCR Lysis Reagent；Viagen Biotech、102-T）に浸

潤し、58 ℃で一晩消化した。100 ℃で 15分ボイルした後に、4 ℃、15000 rpmで

15分遠心し、上清を PCRに用いた。提供元の理化学研究所バイオリソース研究

センターのホームページに掲載されている PCR プロトコルに従って、KOD FX 

Neo（Toyobo、KFX-201）を用いて PCRを行い、アガロースゲル電気泳動（UltraPure 

Agarose；Invitrogen、16500500）により遺伝子型を判定した。 

(https://knowledge.brc.riken.jp/resource/animal/card?brc_no=RBRC01925&__lang__=j

a) 

https://knowledge.brc.riken.jp/resource/animal/card?brc_no=RBRC01925&__lang__=ja
https://knowledge.brc.riken.jp/resource/animal/card?brc_no=RBRC01925&__lang__=ja
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用いたプライマーは次のとおりである。 

Forward (5’-3’)：GATGGGAAAATGGAAACCAAATCAGACCAC 

Reverse1 (5’-3’)：TTCTGTCCCTCTCTACAGCTTCCTGGAAGC 

Reverse2 (5’-3’)：TCGTGCTGCTTCATGTGGTCGGGGTAGC 

 

5-1-3 組織染色・免疫組織染色 

レポーターマウスについては、2-1-3 と同様に、凍結組織切片を作成した。た

だし、組織の固定処理は 3時間とした。その後 2-1-5と同様に、組織染色（HE染

色）ないしは免疫組織染色（蛍光染色）を行った。組織像は NanoZoomer S60 バ

ーチャルスライドスキャナ、蛍光の観察は共焦点顕微鏡で行った。 

 

5-1-4  Short hairpin RNAによる ZEB2 ノックダウン 

目的の配列を有する大腸菌グリセロールストック（SHCLNG-NM_014795：

TRCN0000013528）を購入し、抗生剤（100μg/mL Carbenicillin：Sigma-Aldrich、

C3416）を添加した寒天培地（LB Agar；Invitrogen、22700025）を用いて、37 ℃

で一晩培養した。シングルコロニーを採取後に、抗生剤添加培地（LB Broth Base；

Invitrogen、12780052）で培養し、DNAを精製（NucleoBond Xtra Midi；MACHEREY-
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NAGEL、U0410B）した。なお、pLKO-scramble shRNA56をコントロールとして

用いた。 

 理研バイオリソース研究センターより購入した HEK293T細胞株を、基礎培地

（10 ％ FBSと抗生剤を含む DMEM培地）で培養し、トランスフェクションを

行った。精製したプラスミド DNA 5 µg、psPAX2 （Addgene、12260）3.75 µg、

および pMD2.G（Addgene、12259）1.25 µg、に対して FugeneHD（Promega、E2312）

30 µL、Opti-MEM培地（Gibco、31985062）250 µL用いて混和、室温で 15分静

置後に基礎培地へ混合し培地交換を行った。一晩培養後、翌日に基礎培地へ一度

交換してさらに一晩培養を継続した。翌日培地を回収し、フィルター（Millex-HP 

Syringe Filter Unit, 0.45 µm；Millipore、SLHPR33RS）でろ過した培地上清（ウイ

ルス溶液）に対して 4倍量の基礎培地を加えた。また、遺伝子導入にはポリブレ

ン法を用い、ポリブレン（Hexadimethrine bromide；SIGMA、107689）を D-PBS(-)

へ 6 mg/mlの濃度で溶解し、フィルターでろ過滅菌した後に終濃度 6 µg/mLとな

るようにウイルス溶液へ添加した。同様の操作を半日後にもう一度行った。さら

に半日後に、ウイルスを含まない基礎培地へ交換して培養を継続した。なお、使

用するヒト間葉系幹細胞は、前日に凍結ストックより解凍・播種して準備を行っ

た。細胞の薬剤選択は、基礎培地に 2 µg/ml Puromycin（Sigma-Aldrich、P9620）
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を加えて 2日間行った。遺伝子導入を未実施（薬剤耐性遺伝子が未導入）の細胞

をコントロールとし、それらが死滅することを確認した。 

 

5-1-5 細胞培養と骨芽細胞分化誘導 

ヒト間葉系幹細胞（LONZA、PT-4105）を用いた。専用培地（MSCGM BulletKit；

LONZA、PT-3001）で増殖・播種し、凍結ストックしたものを遺伝子導入前日に

播種して使用した。各実験に用いる際は、10 ％ FBSと抗生剤を含む DMEM培

地（基礎培地）に 5 ng/mlの FGF2を添加して用いた。薬剤選択が終了した細胞

は、FGF2を添加した基礎培地で十分な細胞密度まで培養を行い、骨芽細胞分化

誘導を行った。 

骨芽細胞分化誘導には、基礎培地に 50 mg/mL アスコルビン酸（Sigma-Aldrich、

A4034）、10 mM β-グリセロリン酸（Sigma-Aldrich、G9422）、および 0.1 mM デ

キサメタゾン（Wako、41-18861）を加え、フィルターでろ過滅菌したもの（骨誘

導培地）4に、100 ng/ml BMP2（Medtronic、7510050）を都度添加して使用した。

培地交換は 2－3日ごとに行った。 
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5-1-6 RNA-seq 解析 

D-PBS(-)で洗浄後に、ISOGENを用いて RNAを回収した。1 mlの ISOGENに

対して 0.2 mlのクロロホルム（Wako、035-02616）を加え、15秒ボルテックス後、

4 ℃、20000 gで 15分遠心した。水層を可及的に回収し、0.5 mLのイソプロパノ

ール（Wako、164-08335）と混合後、10分室温で静置した。その後 RNA抽出キ

ット（RNeasy Mini Kit；Qiagen、74106）を用いて、プロトコル通りに精製した。

なお、添付の DNaseを用いて、RNA精製中に内在性 DNAを除去した。Nanodrop

で精製した RNA量や質を確認し、サンプル調整（TruSeq stranded mRNA）およ

びシークエンス（Novaseq 6000；Illumina）を行った。 

データ解析は、1-1-5と同様に行った。クラスタリング解析は、k-means clustring

によって 2000遺伝子および 4群の設定で行った。得られた各群に対して、Gene 

Ontology解析も行った。 

 

5-1-7 発現ベクターおよび ZEB2 の過剰発現 

目的の cDNA（VB201211-1039gkb）は、VectorBuilder（神奈川）より購入した。

Q5（BioLabs、M0491）を用いて、目的の配列を PCRで増幅し、レトロウイルス
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ベクター（pMX-IRES-bsr）57へ挿入後に、遺伝子発現実験に用いた。用いたプラ

イマー配列は以下のとおりである。 

Forward(5’-3’)：GCCACCATGAAGCAGCCGATCATGGC 

Reverse(5’-3’)：ATGCGGCCGCTTACTTGTCATCGTCATCCT 

 

レトロウイルスベクターの増幅は、大腸菌（NEB Stable Competent E. coli；

BioLabs 、C3040I）を用い、添付のプロトコルに従って行った。シングルコロニ

ーを採取後、抗生剤入りLB培地で一晩培養し、QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen、

27106）を用いて抽出した。目的とする産物の確認は、アガロースゲル電気泳動

で行った。EcoRI（BioLabs、R3101）を用いて 37 ℃、1時間の条件で切断し、切

断部は DNA Polymerase I（BioLabs、M0210）を用いていったん鈍端にした。挿入

する cDNA および直鎖化したレトロウイルスベクターを共通の制限酵素 NotI

（BioLabs、R3189）を用いて 37 ℃、1時間の条件で切断した。その際、自己環

状化防止目的に、ベクターには CIAP（Calf Intestinal Alkaline Phosphatase；Takara）

を添加して脱リン酸化した。アガロースゲル電気泳動を行い、目的の産物を切り

出し、QIAquick Gel Extraction Kit（Qiagen）を用いて抽出操作を行った。得られ

た cDNAおよびベクターは Rapid DNA Ligation Kit（Roche、11635379001）を用
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い、プロトコルに従ってライゲーションを行った。ベクターに対して 3倍濃度の

cDNA を混合し、反応時間は 25 ℃、5 分で行った。得られたプラスミドを大腸

菌（NEB Stable Competent E. coli）へ導入し、前述同様に QIAprep Spin Miniprep 

Kitで抽出した。ライゲーションの確認は、NotIで切断後にアガロースゲル電気

泳動で行った。適切にライゲーションされたサンプルは、大腸菌でさらに増幅し、

NucleoBond Xtra Midi（MACHEREY-NAGEL、740410.50）を用いて精製してから

実験に使用した。 

目的細胞への遺伝子導入は、5-1-4同様に行った。また、GFP発現レトロウイ

ルスベベクター（pMX-GFP）56をコントロールとして用いた。薬剤選択について

は 2 µg/ml Blasticidin（Wako、029-18701）を培地に添加し、2日間行った。 

 

5-1-8 RT-qPCR 

5-1-6 と同様の方法で RNAを抽出し濃度等を測定した。その後、1-1-3 と同

様の方法で一本鎖 cDNAを逆転写反応により生成し、RT-qPCRを行った。 

 

5-1-9 統計学的解析 

JMP Pro 16を使用し、Dunnett の検定を用いて解析した。分化誘導前のコント

ロール群をコントロールとし、各群と比較した。  
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5-2 結果 

5-2-1 ヒト多能性幹細胞由来骨組織における ZEB2 の組織学的解析 

ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対して in situ hybridization を行い、ZEB2 の発

現を検討した。比較のために同じファミリーである ZEB1や骨分化マスター転写

因子である RUNX2および SP7の発現パターンを検証した。解析の結果、RUNX2

と SP7 の発現は、既存の知見に合致して、骨殻や骨髄の骨組織および軟骨組織

の一部でみられた（図 10a）。一方で ZEB2の発現は、骨組織に比較的強く発現す

るパターンを呈し、RUNX2および SP7と一部共発現していた（図 10a）。これは

１細胞解析の結果と合致するだけでなく、骨芽細胞分化において RUNX2や SP7

といった因子との相互作用の可能性を示唆する結果である。 

 

5-2-2  Zeb2-EGFP ノックインマウスにおける ZEB2 の組織学的解析 

続いて、Zeb2遺伝子領域へ GFPをノックインしたマウスを用いて、骨格組織

における ZEB2の発現パターンを検証した。既報の通り、筋肉等で発現がみられ

る一方で、骨組織においても骨殻や海綿骨に限局する発現がみられた（図 10b）。

加えて SP7 への免疫組織化学染色を併用することで、骨組織において ZEB2 と

SP7が共発現していることが示された（図 10b）。以上から、ZEB2が骨格組織に

おいてヒトおよびマウスに共通した発現パターンを呈することが示された。
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RUNX2 や SP7 との共発現の結果から、ZEB2 はこれらの因子群とともに、骨芽

細胞の分化や維持に重要な転写制御ネットワークの構築に寄与している可能性

が示唆された。 
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図 10：新規骨形成制御因子候補 ZEB2 の組織学的検証 

(a)in situ hybridization（RNAscope）を用いた、ヒト多能性幹細胞由来骨組織（24

週）における ZEB1、ZEB2、RUNX2 および SP7 の遺伝子発現解析、(b)Zeb2-GFP

ノックインマウス（E17.5、脛骨）を用いた免疫組織学的解析による ZEB2（GFP）
と SP7 の発現解析。ZEB2/SP7 を共発現する細胞を矢印で示した。 
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5-2-3 ヒト間葉系幹細胞における ZEB2 ノックダウンを用いた遺伝子発現解析  

ZEB2の骨芽細胞分化における役割を検証すべく、ヒト間葉系幹細胞に対して

shRNA によるノックダウン法を行った。骨芽細胞分化前後における遺伝子発現

を RNA-seq解析によって網羅的に解析した。その結果、k-means クラスタリング

解析により、分化誘導もしくは ZEB2ノックダウンによって発現が変動する遺伝

子群を同定した（図 11a）。また、PCA 解析の結果からも ZEB2 ノックダウンに

よって、本来骨芽細胞に分化する細胞集団が、異なる遺伝子発現プロファイルを

有する細胞集団へ分化していることが示された（図 11a）。コントロール群と比

較して、ZEB2 ノックダウン群で発現が変動する遺伝子群に着目して Gene 

Ontology解析を行ったところ、発現増加群では血管形成などに関連する GO term

が数多く抽出された一方で、発現低下群では骨芽細胞分化や骨化に関する GO 

termが抽出された（図 11a）。以上より ZEB2は骨芽細胞分化を正に、血管形成を

負に制御している可能性が示唆された。 

さらに、ZEB2ノックダウンにより発現が低下した遺伝子群には、ZEB2に加え

て RUNX2や SP7を含む複数の既知の骨分化関連遺伝子がみられた。（図 11b）。

したがって、ZEB2がこれらの骨分化関連因子の発現に関与していることが示唆

された。 
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5-2-4 ヒト間葉系幹細胞における ZEB2 発現ベクターを用いた遺伝子発現解

析 

骨芽細胞分化に対する ZEB2 の役割をさらに検証する目的で、ZEB2 発現レト

ロウイルスをヒト間葉系幹細胞に感染させ、機能獲得系実験を行った。その結果、

ZEB2の発現上昇に加えて、骨芽細胞分化に関連する複数のマーカー遺伝子（SP7、

IBSP、SPP1、ALP、BGLAP）の発現上昇が確認された（図 11c）。以上の結果は、

機能喪失実験の結果と一致しており、ZEB2が骨芽細胞分化に対して正の制御を

行っている可能性を強く示唆するものである。 
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図 11：in vitro における機能喪失系および獲得系を用いた ZEB2 の機能解析 

(a-b) ヒト間葉系幹細胞を用いた ZEB2 の shRNA ノックダウン解析。shRNA 導
入後、骨芽細胞分化誘導培地で 14 日間培養した細胞を回収して RNA-seq 解析を
行った（n = 3）。(a)左上：サンプル間で特異的な発現遺伝子群をヒートマップで
表示した。左下：ノックダウンおよび分化誘導前後におけるサンプル間の遺伝子
発現プロファイルに基づいた関係性を PCAプロットによって示した。右：分化
誘導後にノックダウンによって上昇もしくは低下傾向がみられた遺伝子集団に
ついて Gene Ontology 解析を行った。 (b)ZEB2 ノックダウンによる発現変動遺伝
子群の Volcano plot。骨芽細胞分化誘導培地で 14 日間培養した細胞を使用。骨芽
細胞分化に関連することが知られている主要な遺伝子についてはその位置に遺
伝子名を追記した。(c) ヒト間葉系幹細胞における ZEB2 強制発現による遺伝子
発現解析。ZEB2 発現レンチウイルスを細胞に感染させ、骨芽細胞分化誘導培地
で 14 日間培養した細胞を回収して RT-qPCR による主要な骨分化マーカー遺伝
子の発現解析を行った（n = 3）。ctrl；コントロール群、KD；ZEB2 ノックダウン
群、OE；ZEB2 過剰発現群、d0；分化誘導前、d14；分化誘導後。統計解析は Dunnett

の検定を用い、分化誘導前コントロール群（ctrl d0）をコントロールとして各群
と比較した。n.s；有意差なし、*；p < 0.05、**；p < 0.005、***；p <  0.0001 
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5-3 小括 

１細胞解析の統合解析により抽出した新規転写因子 ZEB2 は、骨組織の中で

特に骨芽細胞で強く発現し、RUNX2 や SP7 と一部共発現していた。ZEB2 の発

現は、ヒトおよびマウスで類似しており、骨発生における機能が種間で保存され

ている可能性が示唆された。さらに、ヒト間葉系幹細胞を用いた機能喪失・獲得

系による評価の結果、ZEB2 の発現と主要な骨分化関連マーカー遺伝子の発現が

正の相関を示した。これらの結果から ZEB2 は骨分化過程における転写制御ネ

ットワークを正に制御している可能性が示唆された。 
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考察 

本研究で得られた主な知見は以下の通りである。 

1. ヒト多能性幹細胞から椎板細胞を効率的に誘導する方法を確立した。低分子

化合物の組み合わせを最適化することで、組換えタンパク質製剤を汎用する

既存の報告と同程度の性能を持った椎板細胞を、より簡便・安価に誘導する

ことが可能になった。さらに、網羅的遺伝子発現解析によって、段階的な分

化誘導過程の妥当性を示し、１細胞解析によって、in vitro 分化誘導における

椎板細胞の多様性を明らかにした。 

2. 誘導したヒト椎板細胞を免疫不全マウスへ移植することで、骨組織が形成さ

れることを明らかにした。組織学的解析および１細胞解析によって、本法に

より形成される骨組織が、生理的な内軟骨性骨化過程をよく再現したもので

あることが明らかになった。 

3. １細胞多層解析を用いることで、骨形成過程における前駆細胞から骨芽細胞

および軟骨細胞への運命決定・分化に伴う、ダイナミックな遺伝子発現・ク

ロマチンアクセシビリティのランドスケープを明らかにした。 
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4. 骨芽細胞運命決定に関わる主要な転写因子群を明らかにした。加えて、新規

転写因子 ZEB2 が、RUNX2 や SP7 と協調し、ヒトの骨形成における転写制

御ネットワークの一端を担っていることを示した。 

 以上より、本研究はヒト沿軸中胚葉の分化過程から内軟骨性骨化による体幹

骨の形成過程まで、幅広くヒトの骨格形成過程を解析するためのツールとなり

えることから、将来的に更なる応用が期待される。また、本研究で得られた遺伝

子発現・オープンクロマチンデータセットは、ヒト骨発生の研究基盤としての利

用が期待され、臨床応用に向けた基礎的研究においても有用であると考えられ

る。 

 

1. ヒト多能性幹細胞を用いた in vitro 椎板細胞誘導法の最適化 

ヒト多能性幹細胞を用いた椎板細胞誘導は、これまでに報告されたいずれの

方法においても、組換えタンパク質製剤を複数使用することを前提としている

12, 20, 21。本研究では低分子化合物のみを使用し、組み合わせを最適化することで、

5日間という短期間でも同様の分化誘導が可能であることを示した。既存の文献

で示されているように、組み換えタンパク質製剤を用いることで、多少の分化効

率改善が得られる可能性は残るが、少なくとも本実験系においては明らかな差
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は見られなかった。また、多能性幹細胞から椎板への段階的な誘導を RNA-seq

解析によって、誘導した椎板の多様性を１細胞 RNA-seq 解析によって詳細に評

価し、十分な分化誘導が得られていることを示した。加えて、異なる複数のヒト

ES 細胞および iPS 細胞株を用いた分化誘導においても、細胞株の種類によらず

高い再現性を示した。したがって本法は、椎板細胞および移植による骨組織誘導

という目的において、十分な妥当性と有用性を有していると考えられる。さらに、

基礎培地や誘導因子を簡便化している点は、既報と比較して本法の進歩性を支

持するものであると考えられる 12, 20, 21。 

既存の文献では、発生時期の解剖学的な位置による椎板の多様性が示されて

おり、in vitro 分化誘導系においても同様に、遺伝子発現の点で多様な細胞集団

の存在が示唆されている 10, 21。しかし、その多様性に関して 1細胞レベルで詳細

に検討した報告はなく、今回１細胞解析を用いてその多様性を検討したことは、

新規性が高いと考えられる。 

一方、本研究における１細胞解析の結果は、異なる分化指向性を有する椎板細

胞が複数存在することを示しており、骨軟骨を形成する特定の椎板細胞集団の

みが誘導されているわけではないと考えられる。そのため、分化指向性の厳密な

制御は、今後の検討課題である。異なる性質や分化能を有する多様な椎板細胞群
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の中から、ある特定の細胞集団を選択的に誘導できれば、さらに効率的な骨形成

が可能となると考えられる。 

 

２．ヒト多能性幹細胞由来骨組織の誘導 

 マウス生体内へ細胞を移植することで組織形成を促す方法は、幹細胞研究に

おいてよく用いられる手法であり、in vitro 培養系における組織形成の限界を解

消するという点で、有効な手段である 21, 58。移植部位は文献によって異なるが、

およそ皮下と腎皮膜下が用いられている 21 33。本法では、その旺盛な骨形成から

皮下ではなく腎被膜下を選択した 21。 

 また、マウスへの移植を介した骨組織誘導法として、次の２点が考えられた。

一つは、本法のように椎板細胞もしくは他の骨格系幹細胞、前駆細胞を移植する

方法である。もう一つは、多能性幹細胞や椎板細胞からあらかじめ in vitroで誘

導した軟骨組織を移植する方法である 21。上記によって得られる骨軟骨組織は、

その構造や成長が異なり、それぞれに利点と欠点が考えられる。軟骨組織を移植

する場合、組織の大きさは移植時と比較してあまり変わらないのに対して、椎板

細胞を移植する場合は、時に数㎝の大きさに組織が成長することがある（既報 8, 

21 および本研究の比較）。これは、胎生期の細胞である椎板細胞が、移植時点で
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高い分化・増殖能を有していることを示唆している。そして、いったん軟骨形成

を介した分化誘導が行われると、その旺盛な分化・増殖能は失われると考えられ

る。一方で、ある程度組織化された軟骨を移植したほうが、より整った組織を誘

導できると予想される。つまり、運命決定や空間・足場がある程度制限されるこ

とで、分化や組織形成の方向性が、より秩序立てて制御されやすいのではないか

と想定される 3。逆に、細胞集団を単純に移植した場合は、秩序形成が不完全に

なりやすく、不均一な組織になりやすいのではないかと想定される。実際、本法

における椎板細胞のマウスへの移植を介した骨形成では、完全に方向性が統率

された組織構築は難しい。そのため、骨組織形成における方向性の制御は、今後

の検討課題の一つであると考えられる。加えて、人体を構成する骨は 200を超え

るにも関わらず、それぞれが正確な位置関係、形状、そして大きさを保っている。

これは、細胞自身の能動的な分化や成熟だけではなく、細胞同士または周囲の環

境との受動的な相互作用によって、位置・形状・大きさが複雑かつ精密に制御さ

れていると考えられる。この骨における“形”の制御機構は、先天性疾患の病態解

明などにも関連するため、将来的にも機序の解明が期待される。 

 また、本法も含めて実験動物への移植を伴う組織形成の場合、ホスト動物の細

胞混入は不可避である。本研究では、免疫染色および１細胞解析から、骨組織中
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の血管および血球はホストであるマウス由来であると考えられた。そのため、骨

形成におけるマウス細胞の関与は完全には除外できず、生理的なヒト骨発生と

同一の機構であるとは断言できない。この点が、本法も含めた骨誘導におけるも

う一つの検討課題である。しかし一方で、異なる種の異なる細胞種同士が、互い

に協調して一つの組織を構築している（キメラ組織）点は、種間で保存された共

通の骨形成機構が存在することを示唆するものであり、生物学的には更なる検

討の価値があるかもしれない。残念ながら、臨床応用を念頭に置いた場合、異種

動物成分が完全に除去できなければ、移植材としての使用は困難である。したが

って、将来的には in vitro培養系において、完全ヒト細胞由来の骨組織形成（骨

オルガノイド）を実現することが望まれる。 

 

3. ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対する１細胞解析 

ヒト椎板細胞をマウスへ移植することで誘導した骨組織に対して１細胞解析

を行うことで、組織中の細胞の生物種を同定することが可能であった。本研究で

用いた骨組織は、ヒトの骨格系細胞に加えてマウスの血管・血球系細胞が検出さ

れたことから、ヒトおよびマウスの細胞が混在するキメラ組織であることが示

唆された。本法で誘導した椎板細胞は、遺伝子発現の点から血管平滑筋への分化
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能を有している可能性が示唆されたものの、組織中にはヒト血管平滑筋細胞の

存在を確認できなかった。したがって、分化指向性に関して多様性を有している

と考えられた椎板細胞から、どのように骨・軟骨細胞への限定的な分化が生じた

のかという点については、未だに明らかになっていない。低酸素環境が軟骨形成

を促進するとの報告があることから 59, 60、移植細胞周囲の微小環境が、細胞の運

命決定に関与した可能性は否定できない。もしくは、マウスへの移植時点で、ま

だ椎板細胞の分化指向性に可塑性が残っており、いずれの細胞も軟骨細胞へ運

命決定された可能性も考えられる。重要なことに、未分化な多能性幹細胞の移植

によって生じる奇形腫は、組織学的解析・１細胞解析いずれにおいてもみられな

かった。以上より、その安全性については十分に担保できたものの、椎板細胞が

有する分化指向性の精密な制御や、細胞の運命決定に関する機序解明は今後の

課題である。 

本研究では、誘導した骨組織のデータと公共データベース上のヒト胎児長管

骨の１細胞解析プロファイルを統合・比較解析した結果、誘導した骨組織は、比

較的未熟な胎生期に相当すると想定された。このように、多能性幹細胞から誘導

した組織に対して、１細胞解析を用いて検証する方法は、他の臓器においてはそ
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の有用性とともに複数報告されているが、骨組織では未だ報告はなく、世界初の

取り組みである 61, 62。 

 

4.ヒト多能性幹細胞由来骨組織に対する１細胞多層解析を用いた新規転写因子

の探索と同定 

 本研究では、誘導した骨組織を用いた１細胞解析により、次にあげる新規デー

タセットを構築した。これまでヒト骨発生における類似のデータセットは報告

されておらず、初めての報告となる可能性が高い。 

第一に、ヒト骨発生過程において、骨軟骨前駆細胞（胎児期骨格前駆細胞）か

ら骨芽細胞系譜および軟骨細胞系譜を網羅するダイナミックな遺伝子発現プロ

ファイルを取得した。本プロファイルには、成熟骨芽細胞分化マーカーである

BGLAP発現細胞や、前肥大・肥大軟骨細胞マーカーである IHHおよび COL10A1

発現細胞も含まれる。前述の通りヒト胎児骨組織由来データでは、このような成

熟細胞がほとんど含まれておらず、本研究で得られたデータの価値は高い。今後

は、骨芽細胞からさらに分化が進んだ骨細胞や、種々の骨格系幹細胞のプロファ

イルが含まれるか、解析を進める予定である。特に骨格系幹細胞は、その多様な

性質や特徴から、様々なマーカー遺伝子とともに様々な細胞集団が報告されて
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いる。代表例としては、古くから知られている間葉系幹細胞（MSC：Mesenchymal 

stromal cell）があるが、様々な臓器に存在する不均一な細胞集団であることが示

唆されており、統一した見解に乏しいという欠点がある 2。近年では、ヒトにお

いて胎児期よりその存在や機能が示されている Skeletal stem cell（SSC）58, 63や、

造血幹細胞のニッチ形成も担うとされる CXCL12 abundant reticular cell（CAR細

胞）64など、様々なマーカー発現に基づいた骨格系幹細胞がその有用性とともに

報告されている 2。しかしながら、各定義に基づく幹細胞集団の関係性は、未だ

十分に明らかになっていない。そこで、本プロファイルを用いてその特異性を検

証し、有用な骨格幹細胞マーカーの探索に加えて、様々な骨格幹細胞における性

質の類似性や相違性を検討する予定である。 

  第二に、１細胞多層解析（ATAC-seqおよび RNA-seq）により、骨発生にお

けるダイナミックなオープンクロマチン領域を同定した。オープンクロマチン

領域の大部分は転写制御領域として機能することが知られており、本プロファ

イルは、骨発生における転写ネットワークを理解するための基盤となる。生物種

間の保存性が高いことが知られている骨芽細胞特異的 COL1A1 プロモーターや

肥大軟骨細胞特異的 COL10A1制御領域において、各細胞種特異的なクロマチン

アクセシビリティが検出されたことからも、得られたデータの妥当性は支持さ
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れる。さらに、本プロファイルを用いた転写因子モチーフ解析に、遺伝子発現解

析および RNA velocity 解析を統合することで、骨芽細胞における転写因子ネッ

トワークの探索を試みた。本解析により得られた重要転写因子群の中には、骨芽

細胞マスター転写因子の RUNX2をはじめ、骨芽細胞分化に関わることが知られ

ている転写因子群が複数含まれており、解析の妥当性を支持するものであった。

今後、骨軟骨前駆細胞や異なる分化段階の軟骨細胞においても同様の解析を行

い、骨発生における転写制御ネットワークの全貌解明に取り組む予定である。 

また、これまでの転写ネットワークの理解は、主にマウス遺伝学を駆使した遺

伝子改変マウスを用いた解析により蓄積されてきた。今後、マウス・ヒトの種間

解析を行うことで、マウスで得られた知見のヒトへの外挿性の検証と、骨発生に

関わる転写因子群の種間の相異性を検証する予定である。 

 

5．新規骨形成転写制御因子 ZEB2 の機能解析 

本研究では、骨芽細胞の分化を制御する新規転写因子 ZEB2を同定した。前述

の通り ZEB2は様々な発生過程、がん、遺伝病に関与することが知られているが、

今まで ZEB2 の骨芽細胞分化や骨形成における役割は全く明らかになってこな

かった。従来の報告通りであれば、本研究においても ZEB2 が体節および椎板形
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成時期に重要な働きを有していることが想定される 54。一方で、骨芽細胞の分化

系譜は、Sox9陽性の骨軟骨前駆細胞、続いて Runx2陽性の骨芽細胞前駆細胞、

その後 Runx2/Sp7陽性の骨芽細胞前駆細胞を経て、Bglap陽性の成熟骨芽細胞へ

と至ることが知られている 65。そして、今回の 1細胞解析や組織学的解析におい

て、ZEB2の発現は成熟骨芽細胞および一部の骨芽細胞前駆細胞のみでみられた

（図 9d、図 10）。したがって、ZEB2は既知である初期発生に加えて骨芽細胞へ

の分化過程、もしくは骨芽細胞の性質維持において機能を有している可能性が

あると考えられる。また、RNA velocity解析において ZEB2が Driver geneとして

検出されており、細胞の状態変化（骨芽細胞分化）に際して ZEB2の発現がダイ

ナミックに変化（増加）していることから、骨芽細胞分化の過程で機能している

可能性がより高いのではないかと推測される。 

これまでの報告では、ZEB2は転写抑制因子としてはたらくことが知られてい

た 66, 67。一方、本研究では骨芽細胞の分化を正に制御し、血管形成を負に制御す

る可能性が示されている。ZEB2の作用機序を考えるための一例として、マウス

の海馬形成において ZEB2 が Wnt シグナル経路において抑制的な機能を有する

SFRP1 を負に制御することで、結果的に Wnt 活性を制御していることが報告さ

れている 68。ノックダウンの結果でも Wnt シグナル経路に関与する因子が複数
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挙がっており、骨芽細胞分化におけるWntシグナルの重要性を考慮すると、ZEB2

の同様の関与があるかもしれないと考えられる。したがって、その詳細なメカニ

ズム解明のため、今後、クロマチン免疫沈降－シークエンス（ChIP-seq）解析を

予定している。ZEB2 に対する ChIP-seq 解析により、ゲノムワイドな ZEB2 の

DNA 結合部位を同定する。さらに、エンハンサー領域およびリプレッサー領域

を標識する特異的ヒストン修飾（H3K27acおよび H3K27me）に対する ChIP-seq

解析を行い、これらの統合解析によって、各標的遺伝子近傍における ZEB2結合

のクロマチン活性に対する役割を明らかにする。 

また、本研究では、in virto実験系で ZEB2の役割を検討したものの、in vivoに

おける機能解析は行っていなかった。そこで、次にあげる実験を計画している。

ゲノム編集法を用いた ZEB2遺伝子欠損と、本研究で確立した骨組織誘導法を用

いて、ヒト多能性幹細胞由来骨形成における ZEB2欠損の表現型を検討する。し

かしながら、前述の通り ZEB2は発生過程で様々な機能を有していることが予想

されるため、Cre-LoxP システム等を用いた骨芽細胞特異的な ZEB2 欠損が求め

られる。同様に遺伝子改変マウスを用いた解析を検討している。Zeb2-floxマウス

に対して、骨格系細胞特異的な種々の Creライン（Sox9-Creや Sp7-Creなど）を

掛け合わせることで、骨格系細胞の分化段階特異的な Zeb2 欠損が可能になる。
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以上の解析を通して、ZEB2の骨発生における役割とその作動様式を明らかにす

る予定である。 

骨芽細胞分化に関与するのであれば、骨発生だけではなく、骨の恒常性維持や

再生過程においても、ZEB2の機能検証の余地があると考えている。すでに使用

しているレポーターマウスを用いて、骨再生過程の組織学的解析をまず行う予

定である。もし骨再生過程で ZEB2の十分な発現がみられるのであれば、すでに

RUNX2や SP7などとの関係が示されていることから、再生においても機能して

いる可能性も十分想定される。加えて、前述の Cre-LoxPシステム等を用いた骨

格系細胞特異的な Zeb2欠損マウスを用いることで、骨再生における表現型の差

も検証できるかもしれないと考えている。このように、様々な場面における

ZEB2の機能が明らかになることで、最終的に創薬や治療介入を含めた新規骨再

生法へつながることを期待している。 
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6．本研究の今後の発展性・将来展望（図 12） 

臨床における治療法の開発は、概ねモデル動物や in vitro 実験系におけるデー

タの蓄積から始まり、安全性や効果の確認を経て初めて治験へ進み、改めて安全

性や効果の検証が行われる。この過程には非常に多くの労力と時間を要し、動物

実験でみられた有効性や安全性がヒトでは再現されないケースもある。このよ

うな実用化までのギャップを縮小可能とするために、ヒト組織の再現は以下の

点で非常に有用である。種差への配慮が不要、in vitro と比較してより生体（in 

vivo）に近い条件で検証が可能、均質かつ大量のサンプルを用いた網羅的なスク

リーニングが可能、そして遺伝子改変技術や患者由来 iPS 細胞を用いることで

病態や治療応答性の再現も可能、といった点が挙げられる。本研究で誘導したヒ

ト骨組織は研究材料としては十分妥当であるが、マウス循環系とのキメラ組織

である可能性が高い。したがって、将来的には in vitro で複数種のヒト細胞のみ

で構成される骨組織（骨オルガノイド）の作製が望まれる。そのためにも正常な

骨形成過程を詳細に解析し、in vitro と in vivo の差を埋める取り組みも必要であ

る。今後は、病態モデルや損傷・再生モデルなど様々な観点からヒト多能性幹細

胞由来骨組織を用いる予定で、基礎から臨床応用まで広い視野に基づいた基礎

研究およびトランスレーショナルリサーチとなることを期待している。 
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図 12：本研究の将来展望 

本研究は、単に正常なヒトの骨格形成を解析するツールにとどまらず、モデル動
物とヒトにおける種差解消のための移行的役割を果たすことが期待される。将
来的には、マウスへの移植を伴わない完全なヒト骨組織（骨オルガノイド）の作
製を目指している。本研究において作成した組織は単純に移植材として使用す
るだけでなく、疾患モデルへの応用も期待される。均質な組織を大量に作製でき
れば、臨床実験の前段階として再現組織において治療薬スクリーニングや安全
性試験も可能であると考えられる。 
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表 2：RT-ｑPCRに用いたプライマーの一覧 

 

 

表 3：本実験で使用した抗体一覧 

遺伝子名 Forward (5'-3') Reverse (5'-3')
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA GAAGATGGTGATGGGATTTC

MIXL1 GGATCCAGGTATGGTTCCAG GGGCAGGCAGTTCACATCTA

T CAGTCAGTACCCCAGCCTGT ACTGGCTGTCCACGATGTCT

TBX6 GTGTCTTTCCATCGTGTCAAGC TATGCGGGGTTGGTACTTGTG

MSGN1 CGGAATTACCTGCCACCTGT GGTCTGTGAGTTCCCCGATG

HAND1 CACTCTTCCACCCTTTTGGA TCCTGCGTCTGGTTCTCTTT

FOXF1 TCTTTGTGCGAACAACTTGC AGCGAAGGAAGAGGAGGAAC

PARAXIS GAGCTGAGGAGAGTCCCGT TGTGCCTCTCTCTAGGTCCA 

PAX3 CTCCACGCTCCGGATAGTTC ATCTTGTGGCGGATGTGGTT 

PAX1 CGCTATGGAGCAGACGTATGGCGA AATGCGCAAGCGGATGGCGTTG 

PAX9 TGGTTATGTTGCTGGACATGGGTG GGAAGCCGTGACAGAATGACTACCT

NKX3.2 GGAGGTTAAGACGTGTCGCA GCAGAGGGCAGAAGGTAGAC

FOXC2 CCTCCTGGTATCTCAACCACA GAGGGTCGAGTTCTCAATCCC

RUNX2 CAGACCAGCAGCACTCCATA CAGCGTCAACACCATCATTC

SP7 AAGCTGATCTGGTGGTGCAT GACTCCACAAAGGGCATGAT

IBSP TTCATTGAATGGTTTGAGGTTG AGTGTTGCATAGGTAGTGCGATT

SPP1 GAAGTTTCGCAGACCTGACAT GTATGCACCATTCAACTCCTCG

ALP CCTGCCTTACTAACTCCTTAGTGC CGTTGGTGTTGAGCTTCTGA

BGLAP GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG AGCAGAGCGACACCCTAGAC

ZEB2 CAAGAGGCGCAAACAAGCC GGTTGGCAATACCGTCATCC

抗体 製造会社 ID 使用濃度 抗原賦活化
Human Nuclei Millipore MAB1281 1:500 -

SP7 Abcam ab22552 1:1000 -
RUNX2 Abcam ab192256 1:1000 -
SOX9 Millipore AB5535 1:1000 -
COL1 Abcam ab6308 1:500 Protease
COL2 Millipore MAB8887 1:500 Protease
COL10 Invitrogen 14-9771-82 1:500 Protease
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