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Ⅰ 緒言 

脊椎動物において，軟骨組織は胎生期から成体まで多様な機能を担う主要な運動器

の一つである。成体においては永久軟骨として関節や鼻中隔などの組織に存在し，運動

器の潤滑な動きと荷重吸収，さらには組織構造の維持などにおいて重要な役割を担う 

(1)。一方，胎生期において軟骨細胞は骨格のテンプレートとなる軟骨原器を形成するこ

とで骨を形成し，成長期では成長板軟骨として骨の長軸方向への伸長を担うことで骨を

成長させる。この軟骨細胞による骨格形成機構は軟骨内骨化と呼ばれ，ヒトにおいては，

椎骨，肋骨，四肢の長管骨など大部分の骨格形成を担う (2,3)。顎顔面骨格形成におい

ても軟骨細胞は重要な役割を演じており，下顎頭軟骨は顎関節の機能に，鼻中隔軟骨や

脳頭蓋底に存在する蝶形篩骨軟骨，蝶形骨間軟骨，蝶形後頭軟骨および後頭骨間軟骨は

中顔面の形成に重要である (4,5)。そして，遺伝的要因による軟骨細胞の機能不全は軟

骨無形成症をはじめとする重篤な骨格形成不全の原因となり，歯科領域においても頭蓋

底部軟骨結合の成長が障害されることによる上顎骨劣成長とそれに伴う反対咬合など

を引き起こす (6,7)。したがって，様々な遺伝性骨格疾患の病態を理解し治療へと応用

するためには，骨格形成を制御する軟骨内骨化の分子メカニズムを解明することが重要

なアプローチとなる。 

軟骨細胞は，骨芽細胞と同様に，肢芽を形成する中胚葉（mesoderm）および顔面

骨を形成する神経堤（neural crest cells）から発生する間葉系幹細胞をその起源とする 

(8)。間葉系幹細胞の中でも骨芽細胞，軟骨細胞および骨髄間質細胞など骨格形成に重要

な細胞への分化能を有する幹細胞は骨格系幹細胞(skeletal stem cell)と呼ばれ，生涯に

わたって骨格の形成や維持に関与する (9,10)。間葉系幹細胞は将来的に軟骨原基が形成

される部位に凝集する間葉系細胞凝集が引き金となって軟骨細胞への分化を開始する 

(2,3)。軟骨細胞の細胞系譜へとコミットした未熟軟骨細胞は，骨端側から骨の中心部に

向かって，表層軟骨細胞，球状の形態をした静止軟骨細胞，扁平な形態の増殖軟骨細胞

へと分化した後に増殖を停止させ，前肥大化軟骨細胞，巨大な肥大化軟骨細胞へと連続

的な分化を遂行する (2,3)。この一連の軟骨細胞分化は骨の伸長方向に向かって行われ

るため，成長板軟骨では表層軟骨細胞から肥大化軟骨細胞に向かって，分化段階の異な

る軟骨細胞が柱状に並ぶ特徴的な階層構造を示す (2,3)。そして，成熟した肥大化軟骨

細胞は軟骨基質の石灰化を経てアポトーシスに陥り，血管侵入に続く破骨細胞前駆細胞

ならびに骨芽細胞前駆細胞の出現により骨組織へと置換される (2,3)。軟骨内骨化の最
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終段階において機能する骨芽細胞前駆細胞の起源として，軟骨膜に存在する骨格系幹細

胞細が骨芽細胞へと分化する経路 (11,12)と，肥大化軟骨細胞から骨芽細胞へと直接的

に細胞転換する経路 (13,14)の 2 つが報告されている。 

  成長板軟骨の特徴の一つである連続的な細胞分化は，軟骨細胞の形態学的な変化の

みならず，ダイナミックな遺伝子発現の変動を引き起こす。軟骨細胞は分化段階に応じ

て特異的なマーカー遺伝子を発現することが知られており，その遺伝子発現は緻密に制

御されている。静止軟骨細胞と増殖軟骨細胞では，II 型コラーゲン（Col2a1） (15)，Ⅺ

型コラーゲン（Col11a2） (16)およびアグリカン(Acan) (17)が，前肥大化軟骨細胞では

Indian hedgehog （Ihh） (18)および Parathyroid hormone（PTH）受容体が (19)，肥

大化軟骨細胞ではⅩ型コラーゲン（Col10a1） (20)および Matrix metalloprotein13

（Mmp13） (21)が特異的に発現する。 

一方，成長板軟骨の一部は永久軟骨として骨端に残存し関節を形成する。将来的に

関節が形成される部位は，軟骨原基の内部に形成される細胞密度の高い領域，すなわち

インターゾーンによって決定される (22)。胎生期に出現するインターゾーン細胞は軟

骨原基を分断しながら二本の骨とそれらを連結する関節を形成する。インターゾーン細

胞の特異的マーカー遺伝子として Growth differentiation factor5 (Gdf5)が報告されてい

るが，その発現は関節形成の初期段階における一過的なものであり，マウスの膝では胎

生 15 日から GDF5 の発現は減弱していく (23)。しかし，Gdf5 陽性細胞は Gdf5 発現

が消失した後もインターゾーンにおいて分化・増殖し，関節軟骨，十字靭帯および半月

板などの関節構成体を形成する (24)。 

これらの軟骨細胞の分化マーカーとなる遺伝子群は分化段階に特異的な転写因子

によって直接制御されている。例えば静止軟骨細胞および増殖軟骨細胞においては，

SRY-box transcription factor (Sox)ファミリーに属する転写因子 Sox9 とその転写コファ

クターSox5 および Sox6 が特異的に発現し，Col2a1 (25),Col11a2 (26)および Acan (27)

のエンハンサー領域に直接結合することでその遺伝子発現を促進している。一方，肥大

化軟骨細胞では Runx2 および Sp7/Osterx が Ihh (28),Col10a1 (29)および Mmp13 (30)

の遺伝子発現を制御している。しかし，Sox9 による静止軟骨細胞および増殖軟骨細胞，

ならびに Runx2 および Sp7 による肥大化軟骨細胞の分化や機能制御については上記の

通り多くの研究がなされてきているが，増殖軟骨細胞から肥大化軟骨細胞への移行期に

存在する前肥大化軟骨細胞については未だ解明すべき点が多く残されている。例えば，

前肥大化軟骨細胞に特異的に発現する遺伝子として認知されているのは Ihh と PTH 受
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容体だけであり，前肥大化軟骨細胞に特異的に発現する他のマーカー遺伝子やその発現

制御機構はほとんど解明されていない。さらに，上記の転写因子だけで骨格形成の分子

メカニズムを説明することは不可能であり，軟骨細胞分化を俯瞰的に捉えその連続性や

階層性を制御する分子メカニズムの解明が強く望まれている。 

  成長板軟骨細胞の分子メカニズムが未だ解明に至っていない理由の一つとして，従

来の遺伝子発現解析法の技術的限界があげられる。これまで行われてきた遺伝子発現解

析法は，ヘテロな細胞集団からなる成長板軟骨細胞を一つのバルクとして取り扱い，

個々の細胞の遺伝子発現を全ての細胞で平均化することで評価している (31)。そのた

め，希少な細胞集団の遺伝子発現を検出することが不可能であり，複数の細胞集団から

構成される軟骨細胞の多様性を解明することが困難であった。一方，近年の解析技術の

進歩により個体や組織を一細胞レベルにまで分解し，解析するシングルセルゲノミクス

が開発され，多くの研究に実装されている。その一つであるシングルセル RNA シーク

エンス(scRNA-seq)は，バルクではなく数千個におよぶ細胞個々の遺伝子発現プロファ

イルを検出し，数理的解析と組み合わせることで，遺伝子発現を一細胞レベルで網羅的

に解析する技術である (32)。一細胞レベルでの解析は，従来の解析技術では困難であっ

た細胞多様性の可視化と遺伝子発現に基づく細胞クラスタリング，さらにはバルク解析

では検出できなかった少数細胞集団の特定とその特異的遺伝子を同定することを可能

にする (33)。この遺伝子発現に基づく細胞集団の分類は，形態学的特徴では見出せない

遺伝子レベルでの細胞不均一性を明らかにすることも可能である。さらには，遺伝子発

現プロファイルの類似性をもとに疑似時間を仮定することで，連続的な細胞状態の遷移

プロセスを再現することも可能である (34,35)。したがって，分化段階の異なるヘテロ

な細胞集団である成長板軟骨細胞の多様性や階層性を分子レベルで明らかにするため

には，scRNA-seq を応用したシングルセル解析が有効な研究アプローチになると考え

られる。 

  そこで本研究では，成長板軟骨細胞のシングルセル解析を行い，軟骨細胞の多様性，

階層性を遺伝子レベルで解明するとともに，得られた知見を骨格形成の分子基盤と遺伝

性骨格疾患の病態理解へと発展させることを目的に研究を行った。 
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Ⅱ 材料と方法 

1. 軟骨細胞レポーターマウスの作製 

  軟骨細胞特異的に Cre 遺伝子を発現することが報告されている Col11a2-enh-Cre

マウス (36)は，大阪大学大学院生命機能研究科組織生化学教室の妻木範行教授より供

与を受けた。ROSA26-CAG-LSL-ZsGreen マウス (37)はジャクソンラボラトリーより

入手した。ジェノタイピングに用いた PCR プライマーを表 1 に示す。Col11a2-enh-Cre

マウスとROSA26-CAG-LSL-ZsGreenを交配させてCol11-ZsGreenマウスを作出した。

Col11-ZsGreen は蛍光実体顕微鏡(Leica Microsystems 社 M205FA)により確認した遺伝

子組み換えマウスを用いた実験は，大阪大学遺伝子組換え実験安全委員会（承認番

号:3852-1）ならびに歯学研究科動物実験委員会(承認番号:動歯-31-005-0)の審査・承認

を得て行った。すべてのマウス実験は大阪大学動物実験規定に基づいて実施した。 

 

2. 免疫組織染色 

Col11-ZsGreen マウスから下肢を採取したのち，4%パラホルムアルデヒドに 4°C

一晩浸漬固定後，通法に従ってパラフィン包埋し，厚さ 5μm の切片を作成した。得ら

れた組織切片は，脱パラフィン処理後，2.5%ヒアルロニダーゼ/PBS を用いて 37°C，

30 分の抗原賦活化処理を行った。その後，1%ウシ血清アルブミンでブロッキングし，

一次抗体として抗 TypeⅡコラーゲン抗体(Chondrex,  #7050, 1:500, Woodinville, WA, 

USA)ならびに抗TypeⅠコラーゲン抗体(#AB765, Merck Millipore, Burlington, MA, USA)

を用いて 4°C にて一晩静置した。二次抗体として Alexa Fluor 555（Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA）と結合した抗ラビット IgG 抗体を反応させた後に，VECTASHIELD Mounting 

Medium with DAPI（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）にて核を染色し封入し

た。 

 

3. シングルセル RNAseq（scRNA-seq） 

①ZsGreen 陽性軟骨細胞の単離 

  Col11a2-enh-Cre マウスと ROSA26-CAG-LSL-ZsGreen マウスを交配させ，胎生

15 日齢の Col11-ZsGreen マウスより上肢および下肢を摘出し，0.25 %コラゲナーゼ

Type2（Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA）を含む DMEM に

て 37°C ,2 時間酵素処理により 1 細胞に単離した。40 μm ナイロンメッシュ（BD 

Bioscience, Bedford, MA, USA）で濾過した後，濾過液中の細胞を遠心し 1×107 個/ml 
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PBS に調整した。細胞懸濁液から BD FACS Aria セルソーター（Becton-Dickinson, NY, 

USA）を用いて ZsGreen 陽性のみを回収し，シングルセル解析に用いた。 

②シングルセル RNA-seq(scRNA-seq) 

  1 細胞に単離した ZsGreen 陽性細胞は 10X Chromium システム(10x Genomics, 

Pleasanton, CA, USA)を用いて解析を行った。ZsGreen 陽性細胞を，Chromium 

Controller にてビーズ毎にユニークなバーコード配列を有するプライマー付きのビーズ

および逆転写酵素とともにドロップレットに封入し，シングルセルエマルジョン液滴

（GEM:Gel Bead-in-emulsion）を作製する。その後，GEM 内で逆転写 1st Strand cDNA

合成を行い，1 細胞ごとにユニークなバーコードが付加されたシングルセルライブラリ

ーを調整した。シングルセルライブラリーは NovaSeq6000(Illumina, San Diego, CA, 

USA)を用いてシークエンスを行った。 

 

4.  scRNAseq データ解析 

   得られたシークエンスデータは図 1 に示すワークフローにしたがって，Cell Ranger 

7.1.0 による一次解析と Seurat 4.0 による二次解析を行った。まず cellranger mkfastq

により FASTQ ファイルを作製し (コマンド  $cellranger mkfastq --id=[name]  --

run=[name] --csv=SampleSheet.csv )，cellranger count によるフィルタリング，マッピ

ン グ ， UMI(Unique Molecular Identifier) カ ウ ン ト を 行 い ， 遺 伝 子 発 現

Matrix(raw_feature_bc_matrix.h5)として抽出した（コマンド $ cellranger count [name] 

[options] --id <id> --transcriptome <PATH>）。 

遺伝子発現マトリックスとして得られた scRNAseq データは Seurat 4.0 (38)により

解析した。まずはじめに raw_feature_bc_matrix.h5 を Seurat object に変換し(コマンド 

$Col11ZS_raw.data <- Read10X_h5(“raw_feature_bc_matrix.h5")，発現遺伝子数（200

以上 6000 以下）とミトコンドリアリード率（5%以下）による細胞のフィルタリング

（コマンド $ Col11zs_raw <- subset(Col11zs_raw, subset=nFeature_RNA> 200 & 

nFeature_RNA< 6000 & percent.mt < 5)，ならびに細胞ごとの総 UMI 数が 10,000 に統

一する正規化を行った (コマンド  $ Col11zs_raw <- NormalizeData(Col11zs_raw, 

normalization.method = "LogNormalize", scale.factor = 10000)。その後，主成分分析

(PCA: Principal Component Analysis)による次元削減に用いる次元数を決定し（コマン

ド  $ Col11zs_raw <- RunPCA(Col11zs_raw, features = VariableFeatures(object = 

Col11zs_raw)) print(Col11zs_raw[["pca"]], dims = 1:5, nfeatures = 5)，UMAP（Uniform 
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Manifold Approximation and Projection）による二次元プロットを行った（コマンド 

$ Col11zs_raw <- RunUMAP(Col11zs_raw, dims = 1:19)）。 最後に，各クラスターで

発現が変動している遺伝子を抽出した ( コマンド  $ Col11zs_raw.markers <- 

FindAllMarkers(Col11zs_raw, only.pos = TRUE, min.pct = 0.25, logfc.threshold = 0.25) 

$ Col11zs_raw.markers %>% group_by(cluster) %>% top_n(n = 2, wt = avg_logFC)。 

 

5. In Situ ハイブリダイゼーション 

胎生 15.5 日齢マウスより脛骨を採取したのち，4%パラホルムアルデヒドに 4°C 一

晩浸漬固定後，通法に従ってパラフィン包埋し，厚さ 6μm の切片を作成した。得られ

た組織切片は，脱パラフィン処理，プロテアーゼ処理，アセチル化処理を行った後，Pre-

Hybridization バッファー(50% Gormamide, x5 SSC, 0.5mg/ml Heparin, 0.2mg/ml torula 

yeast RNA)で前処理（65°C，30 分）を行った。その後，Ihh，Uts2b, Baiap2l2,  Mpz, 

Serinc5, Efemp1 および Ttll3 に特異的な Dig 標識 RNA プローブを，50ng/100ul ハイ

ブリダイゼーションバッファー(G-Hybo, ジェノスタッフ株式会社，東京)となるように

希釈し，ハイブリダイゼーション（65°C，一晩）を行った。 各遺伝子の検出に用いた

標的配列および RNA ポリメラーゼを表 2 に示す。Ihh の RNA プローブ作製用に用いた

プラスミドは小守壽文教授（長崎大学生命医科学講座）より供与を受けた (28)。遺伝子

特異的 RNA プローブをハイブリダイズしたサンプルは，洗浄液 1 （50% ホルムアミ

ド/2×SSC pH7.0 ，65°C 30 分×3 回），洗浄液 2（2×SSC pH7.0 ，65°C 20 分×1 回），

洗浄液 3（0.2×SSC pH7.0，65°C 20 分×2 回）で洗浄したアルカリフォスファターゼ 

（ALP） 標識された抗 Dig 抗体（1:2500, Sigma）と反応させ，ALP の基質である NBT 

(4-Nitro blue tetrazolium chloride, Roche)および BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate, Roche)を用いた発色反応により目的遺伝子を検出した。 

 

6. マイクロマス培養 

  肢芽細胞の採取および培養はマイクロマスカルチャー法を用いて行った (39)。す

なわち, 胎生 12 日齢の ICR マウス（日本 SLC, 静岡）の肢芽を実体顕微鏡下において

分離し, 0.2%コラゲナーゼ Type2（Worthington Biochemical Corporation）を含む DMEM

にて 37°C 20 分酵素処理を行った。消化後, セルストレーナーで濾過し, 濾過液中の細

胞を遠心して, 肢芽細胞を単離した。細胞濃度が 2x107 細胞/ml になるよう 10 % ウ

シ胎仔血清を含む DMEM（Sigma, St. Louis, MO, USA）を追加し, 5 % 二酸化炭素気相
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下で 120 分間培養した後, 10 % ウシ胎仔血清を含む DMEM をさらに追加した。培養

液を 3 日後に交換し， 6 日後に 50 μg/mL ascorbic acid and 10 mmol/L β-

glycerophosphate を添加した 10 % ウシ胎仔血清を含むα-MEM（Sigma）に交換した。 

 

7. 初代培養軟骨細胞 

マウス初代培養軟骨細胞の分離は，Thirion (40)らの方法を一部改良して行った。生

後 0 日齢 ICR マウス（日本 SLC，静岡）より肋軟骨を採取し，0.25 %コラゲナーゼ

Type2（Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA）を含む DMEM に

て 37°C 1 時間酵素処理により軟組織を除去した。その後，軟組織を除去した肋軟骨を

0.25 %コラゲナーゼ Type2 を含む DMEM 中で，1 時間ごとに Vortex で撹拌しながら

37°C 6 時間酵素処理を行った。細胞分散液は，40 μm ナイロンメッシュ（BD Bioscience, 

Bedford, MA, USA）で濾過し，濾過液中の細胞を遠心して，マウス初代培養軟骨細胞と

して単離した。細胞は，10%FBS を含む α-MEM（Sigma）中において 37 °C，5 % 二

酸化炭素気相下で培養した。 

 

8. 細胞培養 

マウス胚性腫瘍由来細胞株 ATDC5 ならびにマウス未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2

は理研細胞バンク（茨城）より購入した。ATDC5 細胞は，10 % ウシ胎仔血清（Fetal 

Bovine Serum; FBS, JRH Bioscience, Lenexa, KA, USA）を含む D-MEM / Ham's F-12

培地（Sigma, St. Louis, MO, USA）中で，C3H10T1/2 は 10%FBS を含む DMEM(Sigma)

中で，37°C，5 %  二酸化炭素気相下で培養した。ATDC5 細胞は 5 % ウシ胎仔血清を

含む DMEM:F12(1:1)培地（Sigma）で培養し，インスリン 5 μg/mL，トランスフェリン 

5 μg/mL，亜セレン酸ナトリウム 5 ng/mL (Sigma; ITS)存在下で培養することにより軟

骨細胞分化を誘導した。 

C57BL/6 マウス由来 間葉系幹細胞(MSC:Mesenchymal Stem Cells)は，cyagen 社

(Santa Clara, CA, USA)より購入した（カタログ番号:MUBMX-01001）。間葉系幹細胞は

10 % ウシ胎仔血清を含む DMEM 培地（Sigma, St. Louis, MO, USA）を用いて 37 °C，

5 % 二酸化炭素気相下で培養し，継代 2 回目以内の細胞を実験に用いた。 

 

9. Serinc5 レンチウィルスの作製 

マウス Serinc5 cDNA プラスミドを GenScript 社から購入した。KOZAK 配列なら
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びに制限酵素サイトを付与したプライマーを用いて Serinc5 cDNA を PCR で増幅し，

SIN 型レンチウイルスベクターpLentiCMV-puro(TAKARA BIO INC.，滋賀)にライゲー

ションした(pLVSIN-Serinc5)。pLVSIN-Serinc5 を pLentiviral High Titer Packaging Mix 

(TAKARA BIO)とともに LentiX-293T 細胞にトランスフェクションし，72 時間後に培

養上清をレンチウィルスとして回収した。 

 

10. 細胞増殖アッセイ 

Serinc5 レンチウィルスまたは Empty Vector レンチウィルスを感染させた初代

培養軟骨細胞を(5,000 個/well)を 96 穴プレートに播種し，24 時間後にメディウムを交

換し，0, 24，48 時間培養した。細胞増殖試薬(WST-1；Roche Holding AG，Basel，

Switzerland)を用いてプロトコールに従い発色させ，マイクロプレートリーダー(Model 

550；Nippon Bio-Rad Laboratories，東京)を用いて吸光度を測定した。 

 

11. Real-time Polymerase Chain Reaction（real time PCR） 

  細胞を PBS にて２回洗浄した後，NucleoSpin RNA Plus Kit（Marcherey Nagel, 

Duren, Germany）を用いて全 RNA を精製した。回収した全 RNA を ReverTra Ace qPCR 

RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO，大阪，日本）を用いてゲノム DNA の

除去ならびに逆転写反応を行い，cDNA を合成した。遺伝子発現は，Taqman PCR 

protocol にしたがって Step One Plus real-time PCR system（Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA, USA）を用いて遺伝子ごとに検量線を作製することで定量化し，内在性

コントロール遺伝子として β-アクチンを使用した。Real time PCR に使用した Taqman

プローブおよびプライマーを表 3 に示す。 

 

12.リコンビナント BMP2 の作製 

  ラット BMP2 cDNA を組み込んだ発現ベクターを Lenti-X 293T 細胞にトランスフ

ェクションし，24 時間後に培養液を 10%FBS 含有 DMEM に交換した。さらに 48 時間

後に Lenti-X 293T 細胞培養液を回収し，フィルター滅菌した培養上清をリコンビナン

ト BMP2 として実験に用いた。 

 

13. ウェスタンブロッティング 

細胞をPBSで洗浄後，RIPAバッファー(50mM Tris-HCl Buffer(pH7.6), 150mM NaCl, 
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1% Nonidet P40 Substrate, 0.5% Sodium Deoxycholate, 0.1% SDS，ナカライテスク株

式会社，京都)にプロテアーゼ阻害剤カクテル(ナカライテスク株式会社，京都)を加えた

細胞溶解液にて溶解し，4°C で 10 分間回転混和した後，4°C，15,000rpm で 15 分間遠

心し，上清に試料用緩衝液(2ME を添加した Sample Buffer Solution；0.125M Tris-HCl, 

4w/v% SDS, 20w/v% Glycerol, 0.002w/v% Bromophenol Blue, 10vol% 2-

Mercaptoethanol pH6.8，富士フィルム和光純薬株式会社，大阪)を加え，無処理のサン

プル並びに熱溶解(95°C，5 分間)したサンプルを作製した。サンプルを 10％SDS-ポリ

アクリルアミドゲルを用いた電気泳動法により分離し，ニトロセルロースメンブレンに

転写後，熱処理したサンプルは一次抗体としてマウス抗 β-Actin 抗体(1:1000，#M177-

3，MBL ライフサイエンス，名古屋)およびラビット抗 Sox9 抗体(1:500，#AB5535，

Merck Millipore)と 4°C で一晩反応させた。熱処理していないサンプルは，ラビット抗

Serinc5 抗体(1:5000，#ab204400，Abcam，Cambridge，UK) と 4°C で一晩反応させ

た。二次抗体として抗マウス IgG 抗体(1:10000，cat. no. 330，MBL ライフサイエンス，

名古屋)，抗ラビット IgG 抗体(1:5000，cat. no. 458，MBL ライフサイエンス)と反応さ

せた。イムノスターLD (富士フィルム和光純薬株式会社，大阪)を用いて発光シグナルを

増幅した後，X 線フィルム(Kodak，NY，USA)に現像した。 

 
14. ATAC-seq 

  ATAC-seq は Buenrostro (41)らの方法に従って行った。初代培養軟骨細胞ならびに

間葉系幹細胞をトリプシン-EDTA を用いて培養ディッシュから剥離し，500g で 5 分間

遠心分離を行った後，冷 1×PBS を用いて洗浄した。細胞を 50,000 個/500 µl PBS に調

整し 500g で 5 分間遠心分離した後に上清を捨て，溶解バッファー（10 mM Tris-HCl, 

pH 7.4, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2 and 0.1% IGEPAL CA-630）用いて細胞を溶解させ

た。溶解後すぐに 500g で 10 分間の遠心分離を行い，ペレットを細胞核とした。細胞

核にトランスポザーゼ反応ミックス（ 25μL 2×TD buffer, 2.5μL transposase 

(Illumina) ,22.5μL nuclease-free water）加えて 37°C で 30 分間処理した。トランスポー

ズ反応を行ったサンプルは，NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up（Marcherey Nagel）

を用いて精製した。精製後，1×NEBnext PCR master mix と 1.25µM の PCR プライマ

ー  Ad1_noMX (5’-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTG-3’) お よ び Ad2.1_TAAGGCGA (5’-CAAGCA 

GAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT-3’)を用いて，
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72 °C 5 分，98°C 30 秒，[98 °C 10 秒，63 °C 30 秒，72°C 1 分]×10 サイクルの PCR

反応を行った後，NucleoSpin Gel and PCR Clean-up で精製したサンプルを ATAC-seq

用ライブラリーとした。ATAC-seq 用ライブラリーから TruSeq ChIP Sample Prep 

Kit(Illumina)を用いて次世代シークエンサー用ライブラリーを作製し，Illumina HiSeq 

2500 を用いてリード長 100bp，ペアエンド，2,000 万リードペアで解析した。 

 

15.クロマチン免疫沈降(ChIP：Chromatin Immunoprecipitation) 

クロマチン免疫沈降を行うために，まず Covaris truChIP® Chromatin Shearing Kit

を用いてゲノムの断片化を行った。初代培養軟骨細胞を冷 PBS で洗浄した後，1 %メ

タノール非含有ホルムアルデヒド（Thermo Scientific）を用いて DNA/タンパク質結合

をクロスリンクさせた。その後，細胞溶解液を用いて細胞核を抽出し，Shearing Buffer

に懸濁したサンプルを Covaris Focused-ultrasonicator M220 を用いて 7°C, Duty Factor 

10%,12 分 でクロマチンを約 200bp-500bp に断片化した。クロマチン断片化効率は 2%

アガロースゲルにより確認した。断片化したクロマチンサンプルに，ラビット抗

H3K27ac 抗体（Cell Signaling Technology #8173）あるいはラビット抗 H3K4me2 抗体

（Cell Signaling Technology #9725）を 2 μg 混合し，4°C，4 時間，反応させてクロマ

チン免疫沈降を行った。抗体と結合したタンパク質/クロマチン複合体をプロテイン G

磁気ビーズで回収し，脱架橋およびプロテアーゼ処理を行った後，NucleoSpin® Gel and 

PCR Clean-up を用いて精製した。 

ChIP-seq は，クロマチン免疫沈降サンプルから，TruSeq ChIP Sample Prep 

Kit(Illumina)を用いて次世代シークエンサーライブラリーを作製し，Illumina HiSeq 2500

を用いてリード長 100bp，ペアエンド，2,000 万リードペアで解析した。また，ChIP-

real time PCR は，Serinc5 のエンハンサー領域を認識するプライマー（Fwd:5’-

ACTTCTACCCTGTATGTGGATCA-3’, Rev:5’-GCTGCTGAAGTGGCCTAATT-3’）を用い

て行った。 

 

16. ATAC-seq および ChIP-seq データ解析 

ATAC-seq および ChIP-seq の raw data は，まず fastp(Ver 0.23.2) (42)を用いて

クオリティ管理，リードフィルタリング，ベース補正を行った。設定はデフォルトで行

い，コマンドは $ fastp -i. [name].fastq -o. [name]_trimmed.fastq で行った。ChIP-seq

データは，Bowtie2(Ver 2.4.4) (43)を用いてシークエンスリードを mm9 にデフォルト設
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定でマッピングし(コマンド $ bowtie2 -p 4 -x mm9 -1 [name_R1]_trimmed.fastq -2 

[name_R2]_trimmed.fastq -S [name].sam)，MACS2(Ver 2.2.7.1) (44)を用いてピークコ

ールを行った（コマンド $ macs2 callpeak -t [name].bam -f BAM --nomodel --shift -100 

--extsize 200 -g mm -n [name] –B）。マッピングを行った SAM 形式のファイルは，

samtools(Ver 1.14) (45)を用いた以下のコマンドで SAM 形式を BAM 形式に変換し

($ samtools view bhS –F 0x4 [name].sam) ，ソートを行い ($ samtools sort –T 

[name_sorted].bam) と イ ン デ ッ ク ス の 作 成 を 行 っ た ($ samtools index  

[name_sorted].bam) 。 ATAC-seq デ ー タ は ， Picard (Ver 2.26.9 , 

https://broadinstitute.github.io/picard/) を用いて PCR 重複を除去した後（コマンド 

$ picard MarkDuplicates I=[name].bam O=[name].bam M=[name].txt 

REMOVE_DUPLICATES=true），MACS2 を用いてピークコールを行った。データ解析

によって得られたピークは IGV(Ver 2.6.2) (46)を用いて可視化した。 

  

17. ルシフェラーゼアッセイ 

Col2a1 遺伝子の minimal promoter とイントロン 1 に存在する Sox9 結合配列を組み

込んだレポーターコンストラクト(Col2a1-Luc)は，旭化成ファーマ松田昭生博士より供

与を受けた (47)。 Acan 遺伝子の minimal promoter ならびに Acan 遺伝子の転写開始

点から 10kb 上流に存在し Sox9 が結合するエンハンサー領域 (48)を pGL4.1 ベクター

（Promega, Madison, WI, USA）にクローニングし Acan-Luc のレポーターコンストラ

クトを作製した。Serinc5 遺伝子のイントロン 1 領域に存在するエンハンサー領域の全

長(600bp)，5’側 300bp および 3’側 300bp を PCR で増幅した後，In-Fusion® Snap 

Assembly Master Mix (TAKARA) を用いて pGL4.23 ベクター(Promega)組み込み，

Serinc5-Enh-Luc のレポーターコンストラクトを作製した。レポーターコンストラクト

を X-tremeGENE™ HD DNA トランスフェクション試薬（Merck）を用いて C3H10T1/2

細胞または初代培養軟骨細胞にトランスフェクションし，48 時間後に細胞溶解液にて

細胞を溶解した。すべてのサンプルは，ルシフェラーゼ基質液（Promega）と混合した

後，ルミノメーター（Promega）を用いて発光量を測定した。遺伝導入効率の測定は，

ウミシイタケルシフェラーゼ発現ベクターphRL-TK（Promega）を用いて補正を行った。  

 

18. 統計処理 

実験結果は，平均値±標準偏差(SD)で表し，p 値が 5％未満のものを有意差ありと
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した。2 群間の比較には対応のない Student-t 検定を，3 群間以上の比較は一元配置分

散分析(One way ANOVA)を行った後，Tukey-Kramer 検定を用いて多重比較検定を行っ

た。 
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Ⅲ 結果 

１．軟骨細胞レポーターマウスの作製  

  成長板軟骨細胞のシングルセル解析を行うために，軟骨細胞特異的に緑色蛍光タン

パク質 ZsGreen を発現させた軟骨細胞レポーターマウスの作製を行った。軟骨細胞特

異的遺伝子の一つである Col11a2 遺伝子のプロモーター領域とエンハンサー領域を用

いることで，軟骨細胞特異的に Cre 遺伝子を発現することが可能な Col11a2-enh-Cre

マウス  (36,49,50)と，ROSA26-CAG-LSL-ZsGreen マウスを交配させ，  Col11a2-

ZsGreen マウスを作出した（図 2）。蛍光実体顕微鏡により，胎生 15.5 日齢 Col11a2-

ZsGreen マウスの四肢および肋骨などの骨格組織に ZsGreen が発現していることを確

認した（図 2）。 

   成長板軟骨における ZsGreen の発現を検討するために，軟骨内骨化が活発に骨を

成長させている時期である生後 0 日齢の大腿骨および脛骨を用いて組織学的解析を行

った。その結果，予想に反して ZsGreen はⅡ型コラーゲン成長板軟骨だけでなくⅠ型

コラーゲン陽性の骨組織においても発現していることが明らかとなった（図 3）。そこ

で，一次骨化による骨組織が出現する直前の胎生 15.5 日齢の大腿骨および脛骨におけ

る ZsGreen の発現を検討した。その結果，胎生 15.5 日齢の大腿骨および脛骨にⅠ型コ

ラーゲン陽性の軟骨膜は検出されたが，骨組織は出現していないことが観察された（図

4A）。一方，胎生 15.5 日齢の骨格組織では，大腿骨と脛骨の間に存在し将来関節が形

成されるインターゾーンに ZsGreen を強く発現する細胞集団が観察された（図 4A 点

線枠および図 4B）。興味深いことに，インターゾーンにはⅠ型コラーゲンおよびⅡ型

コラーゲンのどちらか，または両方が陽性を示す細胞が存在しており，ヘテロな細胞集

団で構成されていることが確認された（図 4B）。インターゾーンにおける ZsGreen 陽

性細胞の発現は，一つの軟骨原器がインターゾーンによって２本の骨に分裂しつつある

時期の指関節のインターゾーンにも認められた（図 5）。さらに，ZsGreen 陽性細胞は

軟骨膜や血管侵入に伴って成長板軟骨に流入するⅠ型コラーゲン陽性の骨芽細胞にも

認められることが明らかとなった（図 6 矢頭）。 

  以上の結果より，成長板軟骨細胞の scRNAseq を行うためには，ZsGreen 陽性細胞

の大部分が軟骨細胞を占める胎生 15.5 日齢 Col11a2-ZsGreen マウスが適切であるこ

と，また一部ではあるが ZsGreen 陽性細胞はインターゾーン細胞および骨芽細胞を含

むことが明らかとなった。 
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２．ZsGreen 陽性細胞の単離と scRNA-seq 解析 

  胎生 15.5 日齢の Col11a2-ZsGreen マウス 3 匹より上肢および下肢を回収し 0.2%

コラゲナーゼにて細胞分散を行った後，ZsGreen 陽性細胞のセルソーティングを行っ

た（図 7）。10x Chromium システムを用いて 1 細胞からの RNA 抽出と cDNA 合成を

行い scRNA-seq に用いた。得られたシークエンスデータは Cell Ranger にてマッピン

グならびに UMI (Unique Molecular Identifiers)カウントを行い，遺伝子発現 Matrix デー

タとして出力した（図 1）。シングルセル解析に用いた細胞数は 7,179 個，1 細胞当た

りのリード数 31,496，総リード数 226,116,897，1 細胞当たりの 平均検出遺伝子数は

3,164 であった。 

  一次解析で出力された遺伝子発現 Matrix を用いて，Seurat 4.0 による二次解析を

行った（図 1）。細胞フィルタリング，正規化を行い，UMAP（Uniform Manifold 

Approximation and Projection）による次元削減と二次元プロットを行った結果，

ZsGreen 陽性細胞は 20 のクラスターにクラスタリングされた（図 8）。これらの細胞

クラスターは，0,1,2,4,5,6,7,9,10,11,15,16 から構成される細胞集団と，それ以外の分散

して分布する 200 個以下の比較的少数の細胞から構成されるクラスター

（3,8,12,14,17,18,19）に大別された（図 8A）。これら細胞クラスターの細胞種を決定

するためにドットプロットにより Col11a2,Col2a1 および Col1a1 の発現を比較した（図

8B）。その結果，Col11a2,Col2a1 または Col1a1 を高発現する前者の細胞集団は軟骨

細胞または骨芽細胞などを含む間葉系細胞，また Col11a2 および Col1a1 の両方の発現

が非常に低い 8,14,17,18,19 は間葉系細胞以外の細胞であると考えられた。そこで，他

のクラスターに比較してクラスター3,8,12,14,17,18,19 で有意に高発現する発現変動遺

伝子（DEG : Differentially Expressed Gene）を抽出し（表 4），Metascape によるエン

リッチメント解析 (14)を行った。その結果，クラスター8,12,17 には肥満細胞，クラス

ター14 にはミクログリア，クラスター18 には表皮細胞，クラスター19 には NK 細胞の

遺伝子群がそれぞれエンリッチしていることが明らかとなった。また，クラスター3 は

複数のミトコンドリア遺伝子が特異的遺伝子として上位に検出されていた（表 4）。ミ

トコンドリア遺伝子が比較的多く検出される細胞は状態の悪いダメージ細胞であるこ

とが報告されており (51)，解析から除外した。 

最終的に，クラスター0,1,2,4,5,6,7,9,10,11,15,16 の間葉系細胞群のみを抽出し再

クラスタリングを行い，ZsGreen 陽性の間葉系細胞群を 11 個の細胞集団にクラスタリ

ングした(図 9)。各クラスターにおける発現変動遺伝子を表 5 に示す。 
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３．間葉系細胞クラスターの細胞種同定 

(1)成長板軟骨細胞 

  次に各細胞クラスターの発現変動遺伝子（表 5）と組織学的データ（図 3,4,5,6）を

統合し，各クラスターの細胞種同定を行った。まずはじめに，遺伝子発現量を可視化す

るリッジプロットならびにドットプロットを作製し，各クラスターにおける

Col11a2,Col2a1,Sox9 および Col1a1 の発現を比較検討した（図 10）。その結果，Col1a1

発現が低く Sox9 発現の高い細胞クラスター(Col1a1(±)Sox9(++)；0,1,2,3,5,7,8,9)と，

Cola1 発現が高く Sox9 発現の低い細胞クラスター(Col1a1(+)Sox9(+)；4,6,10)の 2 つ

の細胞集団に大別された（図 10，表 6）。前者は主に成長板軟骨細胞，後者は骨芽細胞

系細胞と推察される。 

  軟骨細胞のマーカー遺伝子であるCol11a2およびCol2a1の発現パターンはほぼ同

様であったが，クラスター間における遺伝子発現量の差は，Col2a1 よりも Col11a2 の

方が顕著であった（図 10）。そこで，Col1a1(±)Sox9(++)の細胞クラスターを Col11a2

の 発 現 量 で さ ら に 分 類 す る と ， Col11a2 の 発 現 量 が 低 い 順 に

Col1a1(±)Sox9(++)Col11a2(±) のクラスター9，Col1a1(±)Sox9(++)Col11a2(++)のクラ

スター2,7，Col1a1(±)Sox9(++)Col11a2(+++)のクラスター0,1,3,5,8 に分類された。 

  次に，成長板軟骨細胞の分化マーカー遺伝子の発現をヒートマップ（図 11）なら

びにバイオリンプロット（図 12）により検討した。その結果，表層軟骨細胞のマーカー

遺伝子である Gdf5と Pthlh はクラスター9 に，細胞増殖マーカーの Mki67 および Top2a

はクラスター3,8 に，前肥大化/肥大化軟骨細胞のマーカー遺伝子である Ihh，Col10a1，

Runx2 および Sp7 はクラスター7 でそれぞれ高発現が認められた（図 11,12）。また，

クラスター0,1,3,5,8 は他の細胞クラスターに比較して Col2a1, Col11a2, Acan の発現が

僅かに高かった（図 11,12）。以上の結果より，クラスター9 は表層軟骨細胞，クラス

ター0,1,5 は静止軟骨細胞，クラスター3,8 は増殖軟骨細胞，クラスター7 は前肥大化/

肥大化軟骨細胞であることが明らかとなった。 

  続いて，疑似時間軸を用いた軟骨細胞分化の軌道解析を行った（図 13）。その結

果，表層軟骨細胞のクラスター9 を起点として 9→1→0→5→8→3 の軟骨細胞分化経路

が推定された（図 13）。成長板軟骨細胞の細胞アノテーションと各クラスターの細胞

数を表 6 に示す。 
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(2)成長板軟骨細胞以外の細胞集団 

組織学的解析により，ZsGreen 陽性細胞はインターゾーン細胞，ならびにⅠ型コラ

ーゲン陽性の軟骨膜や骨芽細胞においても確認された（図 3,4,5,6）。そこで成長板軟骨

細胞以外の細胞集団（クラスター2,4,6,10）の細胞種同定を行った。 

初期骨芽細胞マーカーであるアルカリフォスファターゼ (Alpl:Alkaline 

Phosphatase)ならびに成熟骨芽細胞のマーカーである骨シアロタンパク質 (Ibsp: 

Integrin Binding Sialoprotein)の発現を検討した。その結果 Alpl は クラスター6 と 10 に，

Ibsp はクラスター10 に集積していた（図 11,12）。さらに骨芽細胞分化に必須の転写因

子 Runx2 および Sp7 は 6 と 10 の両方に高発現がみられた（図 11,12）。したがって

6,10 は骨芽細胞であること，また 6→10 で骨芽細胞分化が進んでいることが明らかと

なった。  

残りのクラスター2,4 はインターゾーン細胞と推察され，また，Col1a1 を高発現す

るクラスター4 はⅠ型コラーゲン陽性の軟骨膜細胞も含むと考えられる。また，軌道解

析では，前述のクラスター9 から軟骨細胞への経路と独立して，クラスター2 のインタ

ーゾーンへと向かう分化軌道が検出されていた（図 13）。これらの結果は，クラスター

9 には，成長板軟骨細胞へと分化する表層軟骨細胞だけでなく，将来的に関節を形成す

るインターゾーン細胞の前駆細胞が存在する可能性を示唆している。 

以上の結果をまとめた細胞クラスターの細胞種を表 6 に示す。  

４．前肥大化軟骨細胞の新規マーカー遺伝子の同定 

  scRNA-seq は少数の細胞集団の検出とその特異的遺伝子の同定が可能である (33)。

そこで，本研究では成長板軟骨細胞に含まれる割合の少ないマイナー細胞集団である前

肥大化軟骨細胞に焦点を置き，その特異的マーカー遺伝子の同定と役割の解析を行った。

まずはじめに，前肥大化軟骨細胞のクラスター7 に特異的に発現する遺伝子の中から，

p 値の低い上位 10 個の遺伝子，Uts2b  (Urotensin 2B), Ihh, Col10a1, Panx3  

(Pannexin 3), Baiap2l22 (BAR/IMD Domain Containing Adaptor Protein 2 Like 2), Mpz 

(Myelin Protein Zero), Serinc5 (Serine Incorporator 5), Efemp1 (EGF Containing 

Fibulin Extracellular Matrix Protein 1), Cd200, Ttll3 (Tubulin Tyrosine Ligase Like 3) を

抽出し，バイオリンプロットにより発現パターンを検討した（図 14）。その結果，Panx3

および Cd200 はクラスター7 のみならず，クラスター10 の骨芽細胞でも高い発現が認

められたが，その他の遺伝子はクラスター7 に特異的であった（図 14）。そこで，既に

前肥大化軟骨細胞での発現が報告されている Ihh，ならびにクラスター7 に特異的であ
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った Uts2b, Baiap2l, Mpz, Serinc5, Efemp1, Ttll3 を特異的に認識する RNA プローブを

作製し In Situ ハイブリダイゼーション法を行った（図 15A）。その結果，Serinc5 が Ihh

の発現部位に一致して前肥大化軟骨細胞に特異的に発現していることを見出した（図

15A）。Ihh と Serinc5 の共局在は FeaturePlot においても認められた（図 15B）。 

  前肥大化軟骨細胞における Serinc5 の発現をさらに検討するため，間葉系細胞凝集

からの軟骨細胞分化を In Vitro で再現可能なマウス肢芽細胞のマイクロマス培養法を用

いて Serinc5 の発現を検討した。RT-qPCR 法により，Col2a1,Acan および Sox9 など

の静止/増殖軟骨細胞のマーカー遺伝子発現は Day6 をピークに Day9 で低下すること，

Ihh は Day6 をピークに Day9 までその発現が持続すること，また肥大化軟骨細胞のマ

ーカー遺伝子である Col10a1 および Mmp13 は Day9 がピークとなることを確認した

（図 16）。興味深いことに，Serinc5 は Ihh と同じく Day6 が発現のピークとなり Day9

までその発現が持続することが明らかとなった（図 16）。 

  マウス肢芽細胞は BMP2 存在下で単層培養すると骨芽細胞分化へと分化すること

が知られている (52)。そこで単層培養法を用いて骨芽細胞分化における Serinc5 の発

現を検討したところ，Ibsp およびオステオカルシン(Ocn)などの骨芽細胞分化マーカー

遺伝子が顕著に増加する一方で，Serinc5 の発現は有意に低下していた（図 17）。 

  以上の結果より，Serinc5 は前肥大化軟骨細胞に特異的に発現することが明らかと

なった。 

５．軟骨細胞分化における Serinc5 の役割 

  軟骨細胞分化における Serinc5 の役割を明らかにするために，初代培養軟骨細胞に

Serinc5 を過剰発現させ軟骨細胞の増殖ならびに分化に対する効果を検討した。まず，

WST-1 法により細胞増殖に対する Serinc5 の効果を検討した結果，Serinc5 の過剰発現

は軟骨細胞の増殖を抑制すること明らかとなった（図 18A）。次に，軟骨細胞分化マー

カー遺伝子に対する Serinc5 の効果を検討した。Serinc5 単独では Col2a1, Acan および

Sox9 の遺伝子発現に変化は見られなかったが，BMP2 によって誘導される Col2a1, 

Acan の発現増加を阻害し，Sox9 の発現増加を阻害する傾向を認めた。（図 18B）。一

方，Serinc5 は Ihh, Col10a1,Runx2 および Sp7 などの前肥大化ならびに肥大化軟骨細

胞遺伝子発現には影響を与えなかった（図 18C）。 

Serinc5 の役割をさらに検討するために，静止軟骨細胞および増殖軟骨細胞の分化

と機能において必須的役割を担う転写因子 Sox9 に対する Serinc5 の作用を検討した。

RT-qPCR の結果に一致して，初代培養軟骨細胞に Serinc5 を過剰発現させても Sox9
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のタンパク質発現に変動は見られなかった（図 19A）。しかし，Serinc5 は Sox9 誘導

性の Col2a1 ならびに Acan の発現増加を有意に抑制した（図 19B）。これらの結果は

Serinc5 が Sox9 の発現ではなく機能を抑制することで軟骨細胞分化を阻害している可

能性を示唆する。そこで，Sox9 が直接結合する Col2a1 遺伝子ならびに Acan 遺伝子の

エンハンサー領域を用いたレポーターアッセイを行い，Sox9 の転写活性脳に対する

Serinc5 の効果を検討した。興味深いことに，Serinc5 は容量依存的に Sox9 の転写活性

を阻害することが明らかとなった（図 19C）。以上の結果より，Serinc5 は Sox9 の転

写活性を抑制することにより，増殖軟骨細胞の増殖と機能を負に制御していることを強

く示唆する。 

６．軟骨細胞における Serinc5 の発現制御機構の解明 

   最後に，軟骨細胞における Serinc5 の発現制御機構の解明を行った。真核生物の

遺伝子発現は，エンハンサーと呼ばれるクロマチン構造が緩んだゲノム領域（オープン

クロマチン）に転写因子が結合し転写を活性化することによって促進される (53)。そこ

で，初代培養軟骨細胞および間葉系幹細胞を用いて，ゲノムワイドにオープンクロマチ

ン領域を検出することが可能な ATAC-seq，ならびに活性化エンハンサー領域のヒスト

ンマークである H3K27ac を指標とした ChIP-seq を行い，Serinc5 の発現制御にかかわ

るエンハンサーの探索を行った。その結果，Serinc5 遺伝子のイントロン１領域に，初

代培養軟骨細胞ではオープンになっているが間葉系幹細胞ではクローズしている約

600bp のゲノム領域(chr13:93406733-93407307)を見出した（以下 Serinc5-Enh）（図

20）。さらに，この領域は H3K27ac の ChIP-seq においてもピークが検出された（図

20）。これらの結果は，Serinc5-Enh は成熟軟骨細胞で特異的に活性化し Serinc5 遺伝

子の発現制御を担うエンハンサー領域であることを示唆する。 

  軟骨細胞における Serinc5-Enh のエンハンサー活性を検討するために，Serinc5-

Enh 領域の全長およびその一部をルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み込みレポーター

アッセイを行った。その結果，Serinc5-Enh は軟骨細胞においてエンハンサー活性を示

すこと，またエンハンサー活性には 5’側のゲノム領域が重要であることが明らかとなっ

た（図 21A）。 

  最後に ITS 処理により軟骨細胞分化が誘導される ATDC5 を用いて，軟骨細胞分化

に伴う Serinc5-Enh の変化を検討した。その結果，Serinc5-Enh は Serinc5 の遺伝子発

現増加に一致して，H3K27ac の割合も増加することが明らかとなった（図 21B）。 

  以上の結果より，軟骨細胞における Serinc5 の発現は，軟骨細胞特異的なエンハン
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サー領域によってエピジェネテックに制御されていることが明らかとなった。 
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Ⅳ 考察 

   顎顔面を含む骨の形成と成長を担う成長板軟骨細胞は多様な軟骨細胞から構成

される生物学的にユニークな組織であり，成長板軟骨細胞の特性や分化メカニズムを解

明することは遺伝性骨系統疾患の病態メカニズム理解するうえで非常に重要である。し

かし，生物学的特性の異なる多様な軟骨細胞を１つの細胞集団（バルク）として解析し

てきた既存のアプローチでは，成長板軟骨細胞の多様性や階層性の解析が不可能であっ

た。本研究では，軟骨細胞レポーターマウスを用いて成長板軟骨細胞の scRNA-seq を

行い，成長板軟骨を 7 つの細胞クラスターに分類するとともに，それぞれのクラスター

に特異的な遺伝子の抽出に成功した。さらに，前肥大化軟骨細胞の新規マーカー遺伝子

として Serinc5 を同定し，Sox9 の機能を抑制することで軟骨細胞分化を制御している

ことを見出した（図 22）。成長板軟骨細胞の多様性や階層性を分子レベルで解明した

本研究は，軟骨内骨化の分子メカニズムの解明が飛躍的に進展させるとともに，軟骨内

骨化やその異常によって生じる遺伝性骨系統疾患の病態メカニズムの理解が深まると

期待できる。 

組 織を １細 胞レ ベル で解析する scRNAseq は生体組織の不均一性

(heterogeneity)を解析するうえで非常に強力なツールとなる。本研究以外にも骨組織を

用いた scRNA-seq は複数行われているが，本研究のように軟骨細胞だけを単離して行

うのではなく血液細胞や皮膚を含む骨組織を用いて行われている (54-56)。また，

Col11a2-Cre ではなく Col2a1-Cre マウスで標識した細胞を回収して scRNA-seq を行

った報告もみられるが，いずれも生後のマウスを用いた解析であり，本研究結果（図 3）

と同様に骨組織が数多くラベルされている (57,58)。これらの手法は scRNA-seq に用

いる総細胞数において軟骨細胞の占める割合が少なくなることを示唆しており，解析の

解像度(resolution)が低くなるという問題点が考えられる。さらに，Col2a1-Cre は分化

初期の間葉系凝集時期，すなわち骨芽細胞への分化能も有する骨-軟骨前駆細胞で Cre

活性が見られるため，Col11a2-Cre に比較して軟骨細胞の特異性が低いことが報告され

ている (49,50)。実際，ドットプロットによる遺伝子発現解析では，すべての細胞クラ

スターで Col2a1 の発現が高いのに対して，Col11a2 はクラスター間における発現量の

差が明確である（図 10B）。したがって，Col11a2-Cre で標識した細胞のみを単離し，

一次骨化が開始していない胎生 15.5 日齢を用いて行った本研究は，従来の研究アプロ

ーチに比較して高い解像度で成長板軟骨細胞の解析を行ったと考えられる。 
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一方，本研究では胎生 15.5 日齢のみのマウスを用いたため，成熟軟骨細胞を高

い割合で解析に用いることができたが，UMAP で検出できた分化初期の骨格系幹細胞

や肥大化軟骨細胞の細胞数が少なかった（図 3）。そのため，擬似時間軸の設定による

細胞系譜解析では，増殖軟骨細胞から肥大化軟骨細胞への細胞遷移を検出することが不

可能であった（図 13）。また，細胞数が不十分である場合，統計学的計算による DEG

解析の精度が低下する恐れもある。今後は，骨格系幹細胞が多く含まれる胎生 11 日齢

や肥大化軟骨細胞,骨芽細胞の細胞数が多い生後 0 日齢マウスで scRNA-seq を行い，す

べてのデータを統合することで，クラスター特異的な遺伝子クローニングの精度を上げ

る必要がある。そのための解析手法として，複数の scRNA-seq データを統合する方法

はすでに確立されており，その際に問題となる異なる時期の試料調整に伴うデータのば

らつき（バッチ効果）を補正するバッチ補正法も開発されている (59,60)。 

   本研究により前肥大化軟骨細胞の新規マーカー遺伝子として Serinc5 を同定する

ことに成功した。Serinc5 は Serinc1 から Serinc5 まで存在する Serinc(Serine 

incorporator)ファミリーに属する膜タンパク質で，細胞膜セリンを取り込むことでフォ

スファチジルセリンおよびスフィンゴ脂質の合成を促進することが報告されている 

(61)。Serinc5 は HIV ウィルスに取り込まれることで HIV 感染を阻害することが報告さ

れていたが (62)，骨格形成における Serinc5 の役割について報告はなされていなかっ

た。そして，本研究では Serinc5 が Sox9 の転写活性を抑制することで軟骨細胞分化遺

伝子の発現を制御していることを明らかにしたが（図 19），その分子メカニズムつい

ては解明できていない。推測される分子メカニズムの一つは，Serinc5 によって活性化

される NF-κB を介した経路である (63)。軟骨細胞において NF-κB は Sox9 の転写活性

を抑制することが報告されていることから (64)，Serinc5 は NF-κB シグナルの活性化

を介して Sox9 の機能を阻害していると推察される。他のメカニズムとして推測される

のは，スフィンゴリン脂質代謝を介した間接的な経路である。細胞膜に取り込まれたセ

リンは，セリンパルミトイル転移酵素によって触媒されるパルミトイル CoA との縮合

反応を経てセラミドに変換される (65)。そして，セラミドを前駆体として合成されるス

フィンゴシンやスフィンゴシン-１-リン酸（S1P）は細胞の分化や増殖を制御する重要

な脂質メディエーターとして機能することから (66)，Serinc5 はセラミドや S1P を介

して間接的に Sox9 の機能を抑制している可能性が推察される。また，スフィンゴリン

脂質の代謝産物は骨格系細胞において様々な機能を発揮することも報告されており 

(67)，例えば，セラミドは軟骨細胞の増殖を抑制する一方でアポトーシスを促進するこ
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とが報告されている (68)。増殖軟骨細胞が前肥大化軟骨細胞へと分化が進むと細胞増

殖が停止すること，また軟骨細胞の肥大化はアポトーシスを誘導することを考慮すると，

前肥大化軟骨細胞はセラミド合成の原料となるセリンを取り込むために Serinc5 を高

発現する必要があるとも推察される。今後は Serinc5 によって活性化される細胞内シグ

ナル経路やスフィンゴリン脂質代謝についても検討を行うことで，軟骨細胞における

Serinc5 の役割の解明を進めていきたいと考えている。 

   エンハンサーには，特定の転写因子によって認識される塩基配列が複数存在し，

転写因子がその認識配列に結合することで遺伝子発現が促進される。したがって，本研

究で明らかにした Serinc5 遺伝子のエンハンサー領域（図 20）に結合し Serinc5 遺伝子

の発現を促進する転写因子を同定することが重要となるが，本研究では未解決のままで

ある。近年，特定のゲノム領域に結合するタンパク質を同定する方法開発されている。

例えば，ゲノム編集法を応用して特定ゲノム領域に結合するタンパク質を同定する

enChIP 法 (69)，また DNA オリゴを用いた DNA プルダウンアッセイと液体クロマト

グラフィー質量分析法（Liquid Chromatography / Mass Spectrometry:LC/MS）を組み合

わせた方法などが報告されている (70)。今後はこれらの実験手法や転写因子結合配列

予測ツールなどとも連携させながら，Serinc5 の遺伝子発現を制御する転写因子の同定

にも取り組んでいきたいと考えている。 

前述のとおり，本研究では軟骨特異性に関する過去の報告 (49,50)を参考にして

Col11a2-Cre を用いたが，ZsGreen 陽性細胞にはインターゾーン細胞，軟骨膜細胞およ

び一部の骨芽細胞にも含まれていた（図 4,5）。先行研究における Col11a2-Cre マウス

の軟骨組織特異性は LacZ を指標に検討されているが (50)，本研究で利用した ZsGreen

は 4 量体を形成する緑色蛍光タンパク質であり蛍光強度と光安定性が強いため (71)，

Col11a2 の発現が弱い成長板軟骨細胞以外の細胞でも ZsGreen が検出されたと推測さ

れる。興味深いことに，Hyde らは Col2a1-Cre マウスを用いて関節形成過程における

Col2a1 発現細胞の系譜解析を行った結果，胎生 12.5 日齢では大腿骨と脛骨はインター

ゾーンで分断されずに Col2a1 陽性細胞で繋がっているのに対して，胎生 13.5 日齢で

は Col2a1 発現が消失したインターゾーン細胞で分断されていることを報告している 

(72)。これらの報告は，将来的に関節となるインターゾーン細胞は初期の軟骨原基にお

いて Col2a1 または Col11a2 陽性であった可能性を示唆しており，Col11a2-ZsGreen マ

ウスのインターゾーン細胞において ZsGreen が検出されたのも合理的であると考えら

れる。さらに，インターゾーン細胞のクラスターである#2,4 の特異的遺伝子として検出
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された遺伝子の中には，関節形成への関与が報告されている遺伝子も含まれている。例

えば，クラスター2 の Hoxd13 の遺伝子欠損マウスは関節形成障害を示すこと (73)，ま

たクラスター4 に高発現する Scx は十字靭帯の形成に重要であることが報告されてい

る (74)。したがって，クラスター2,4 の特異的遺伝子についての解析は，インターゾー

ン細胞を制御するシグナルネットワークと関節形成の分子メカニズム解明に貢献する

と期待できる。 

一方，クラスター9 にも関節形成において必須的役割を担う Gdf5 が高発現して

いた（図 11,12,表 6）。Gdf5 は胎生 11.5 日頃から軟骨前駆領域に弱い発現を認め，胎

生 14.5 日にかけてインターゾーンに限局して強く発現するようになり，その後の成長

とともに関節における発現が減少することから (75) ，Gdf5 陽性細胞は関節発生の初

期において関節組織の前駆細胞として機能する細胞集団であると推測される。実際，

Monocle3 による軌道解析では，クラスター9 からクラスター2 のインターゾーンへの

分化経路が示唆されている（図 13）。また Gdf5-CreER マウスを用いた Gdf5 陽性細胞

の細胞系譜解析により，関節はインターゾーンの Gdf5 陽性細胞や，関節形成初期に周

囲から流入してくる細胞が新たに Gdf5 陽性細胞となり関節軟骨，半月板，靱帯，滑膜

などの形成に関与することが明らかとなっている (24)。さらに，Gdf5 遺伝子の自然発

生変異マウスである Gdf5bp-3J マウスでは，指関節が融合し関節が形成されないこと

が示されている (76)。これらの結果は Gdf5 と同じ細胞クラスター9 に特異的な遺伝子

が，Gdf5 と同様に関節形成に重要である可能性を示唆している。実際，クラスター9 の

特異的遺伝子の上位に位置する複数の遺伝子が関節形成に関与することが報告されて

いる。Barx2 (77), Osr1 (78), Sfrp2 (79), Creb5 (80)ならびに Irx1 (81,82)は Gdf5 と同じ

く関節に特異的に発現しており，Creb5 遺伝子欠損マウスは関節癒合を示すことが報告

されている (80)。クラスター9 の上位に位置する，Atp1a2, Tfap2b, Btc, Col26a1 とい

った遺伝子の関節形成における役割も興味がもたれる。 

  本研究で行った scRNA-seq は 2013 年度の Nature Methods 誌において Method of 

the year に選出され (83)，現在ではシングルセル解析は生命科学研究の新しい潮流と

なって様々な研究分野で応用されている。しかし，scRNA-seq においても技術的な問

題点がいくつか明らかとなっている。その一つが酵素処理による細胞分散やセルソーテ

ィング処理のストレスによって生じる解析結果のバイアスである。例えば，細胞分散の

ための酵素処理によって特定の遺伝子発現を誘導すること (84)，また細胞分散による

アポトーシスやダメージの発生率が細胞種によって異なることが報告されている (85)。
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Van den Brink らは筋肉組織の scRNA-seq を行う際にコラゲナーゼ処理を 1 時間のグ

ループと 2 時間のグループを作製し解析した結果，2 時間処理のグループで Heat Shock 

Protein(HSP)の遺伝子を高発現するクラスターが出現したことを報告している (84)。

本研究結果においても，クラスター2 において Hsp1a および Hsp1b が高発現していた

（表 5）。細胞の単離にコラゲナーゼ処理は必要不可欠であり，細胞分散処理によるス

トレス応答をゼロにすることは不可能であるが，解析に注意が必要である。 

  もう一点の問題点として，scRNA-seq は組織を分解し細胞を分散させるため，遺

伝子発現の位置情報が失われることである。本研究では，scRNA-seq 解析によって得

られた遺伝子群を，In Situ ハイブリダイゼーション法によって組織学的な再検討を行

っているが，In Situ ハイブリダイゼーション法や免疫染色法では解析できる遺伝子数

に限界がある。この問題点を解決するために，空間トランスクリプトームと総称される

解析技術が開発された (86)。空間的トランスクリプトームは組織サンプルにおける全

ての遺伝子活動を測定し，それがどの部位で行われているかを検出することで，「遺伝

子発現プロファイルを組織学的情報に紐づける遺伝子発現マップ」の作製が可能となっ

ている。しかし，現段階では RNA を回収するスポットの直径は 55µm，中心間の距離

は 100µm であることから得られるデータは 1 細胞単位ではないが，scRNA-seq データ

と統合することで成長板軟骨の遺伝子発現解析が飛躍的に進展すると考えられる。 

  空間的トランスクリプトーム解析に加えて，近年では 1 細胞レベルでエピゲノム

情報を解析するシングルセル ATAC-seq(scATAC-seq)も開発されている (87)。ゲノム

ワイドなオープンクロマチン領域を解析する scATAC-seq は，遺伝子発現の ON/OFF

を制御するエピゲノム情報を 1 細胞レベルで明らかにすることが可能である。したがっ

て，遺伝子発現は類似していてもエピジェネティックなクロマチン動態が異なるなど，

さらに詳細な軟骨細胞の分類や解析が可能になると予測される。今後はこれら最新の解

析技術を取り入れ，本研究で得られた scRNA-seq の遺伝子発現情報を，エピゲノム情

報（scATAC-seq）ならびに遺伝子発現マップ（空間的トランスクリプトーム）と有機

的に連携させることで補完し，軟骨細胞における遺伝子発現ネットワークを「エピゲノ

ム－RNA 発現－組織学的な局在」と多元的に解明することに挑戦していきたい。 
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Ⅴ. 総括 

1. シングルセル解析に用いるための軟骨細胞レポーターマウス(Col11a2-ZsGreen マ

ウス)を作製した。免疫組織学的検討により，成長板軟骨，将来的に関節を形成する

インターゾーン，軟骨膜および骨芽細胞に ZsGreen が発現していることを確認し

た。 

2. 胎生 15.5 日齢マウス四肢からセルソーティングにより ZsGreen 陽性細胞を単離し

scRNA-seq を行った結果，分化段階の異なる成長板軟骨細胞を 7 個の細胞集団に

分類し，各クラスターにおける特異的発現遺伝子(DEG)を同定することに成功した。

さらに，インターゾーン領域と推測される細胞集団の特定とその特異的遺伝子も明

らかにした。 

3. 前肥大化軟骨細胞としてアノテーションされたクラスター7 の遺伝子に着目し，In 

Situ ハイブリダイゼーション法により成長板軟骨における発現部位を検討した結

果，Serinc5 が前肥大化軟骨細胞に特異的に発現していることを見出した。 

4. Serinc5 は初代培養軟骨細胞の細胞増殖を抑制した。 

5. Serinc5 は軟骨細胞分化の初期に重要な転写因子 Sox9 の機能を阻害することで，

静止軟骨および増殖軟骨細胞の分化マーカ遺伝子である Col2a1 ならびに Acan の

発現を抑制することが明らかとなった。 

6. 軟骨細胞におけるSerinc5の発現制御にはイントロン１に存在するエンハンサー領

域が重要であること，またそのエンハンサー活性は軟骨細胞分化に伴って促進され

た。 
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Ⅵ. 結語 

scRNAseq による Dry 解析と，初代培養軟骨細胞を用いた Wet 実験を組み合わせた

研究アプローチにより，成長板軟骨細胞の多様性と階層性が遺伝子レベルで明らかとな

った。 
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表 1 マウスジェノタイピングに用いた PCR プライマー 
 

Col11a2-enh-Cre 
 Fwd 5’-GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA-3’ 

 Rev 5’-GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT-3’ 

ROSA26-CAG-LSL-ZsGreen 
 Fwd 5’-GGCATTAAAGCGCGTATCC -3' 

 Rev 5’-AACCAGAAGTGGCACCTGAC -3' 
  



 
 

表 2 In Situ ハイブリダイゼーション法に用いたクラスター7 の RNA プローブ 
 

遺伝子名 標的配列(mRNA) サイズ(bp) RNA ポリメラーゼ 
Uts2b 165-721 556 Sp6 

Ihh 427-1006 679 T7 
Baiap2l2 576-1141 565 T7 

Mpz 156-722 566 T7 
Serinc5 578-1250 672 Sp6 
Efemp1 427-855 442 Sp6 

Ttll3 1963-2621 634 T7 
 



 
 

表 3 Real time PCR に用いたプライマーおよび Taqman プローブ 
 
 

 sense primer: 5'-CTCAGGAGCGTTCTTCATTCC-3' 
Serinc5 anti-sense primer: 5'-GCAGTCCAGTTCTTGTTCCAC-3' 
 probe: 5'-CTCCCACATAGCGCCAGACTTTCAGAAA-3' 

 sense primer: 5'-TGGAGCCCTGGATGAGCAAG-3' 
Col2a1  anti-sense primer: 5'-TGAGGTTGCCAGCCGCTTCGTCCA-3' 
 probe: 5'-TGAGGTTGCCAGCCGCTTCGTCCA-3' 
 sense primer:    5'-TCACTGTTACCGCCACTTTCC-3' 
Aggrecan anti-sense primer: 5'-TGCTGCTCAGATGTGACTGC-3' 
 probe: 5'-ACCGTCTCTCCGCATCCACCCAGG-3' 

  sense primer:    5'-CCTTCAACCTTCCTCACTACAGC-3' 
Sox9   anti-sense primer: 5'-GGTGGAGTAGAGCCCTGAGC-3' 
  probe:  5'-CCGCCCATCACCCGCTCGCAATAC-3' 

  sense primer:     5'-GACTCATTGCCTCCCAGAACTG-3' 
Ihh   anti-sense primer:  5'-CCAGGTAGTAGGGTCACATTGC-3' 
  probe: 5'-CCACAGCCAGCCTGGACATCCCGA-3' 

  sense primer:    5'-GCCAAGCAGTCATGCCTGAT-3' 
Col10a1 anti-sense primer: 5'-GACACGGGCATACCTGTTACC-3' 
  probe: 5'-AGCACTGACAAGCGGCATCCCAGA-3' 
 sense primer:    5'-GGTTATGACATTCTGGAAGGTTATCC-3' 
Mmp13 anti-sense primer: 5'-CGTGGTTCTCAGAGAAGAAGAGG-3' 
 probe: 5'-CCCGTGTTCTCAAAGTGAACCGCAGCG-3' 
  sense primer:    5'-CTCCTTCCAGGATGGTCCCA-3' 
Runx2  anti-sense primer: 5'-CTTCCGTCAGCGTCAACACC-3' 
  probe: 5'-CACCACCTCGAATGGCAGCACGCT-3' 

  sense primer:    5'-AGCGACCACTTGAGCAAACAT-3' 
Sp7 anti-sense primer: 5'-GCGGCTGATTGGCTTCTTCT-3' 
  probe: 5'-CCCGACGCTGCGACCCTCCC-3' 
 sense primer:    5'-AAGCAGCACCGTTGAGTATGG-3' 
Ibsp anti-sense primer: 5'-CCTTGTAGTAGCTGTATTCGTCCTC-3' 
 probe: 5'-CGGTAAGTGTCGCCACGAGGCTCCC-3' 
  sense primer:    5'-GCAATAAGGTAGTGAACAGACTCC-3' 
Ocn anti-sense primer: 5'-GTTTGTAGGCGGTCTTCAAGC-3' 
  probe: 5'-TGGGAGTTCCAGTCCCCAGCCCA-3' 

  sense primer:    5'-TTAATTTCTGAATGGCCCAGGTCT-3' 
Actb anti-sense primer: 5'-ATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG-3' 
  probe: 5'-CCTGGCTGCCTCAACACCTCAACCC-3' 



 表 4. クラスター3,8,12,14,17,18,19 において特異的に発現する遺伝子(DEG)のリスト。p_val_adj は補正した有意確率を示す。 

 
 
 
  

 Cluster #3 Cluster #8 Cluster #12 Cluster #14 Cluster #17 Cluster #18 Cluster #19 
 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 

1 Gm42418 6.68E-172 Tpsb2 0 Cpa3 1.32E-122 Cxcl2 0 Skap1 0 Krt14 0 Trbc2 0 

2 mt-Co1 7.34E-96 Cpa3 0 Hdc 1.22E-105 Lyz2 0 Smpx 6.24E-268 Krt15 0 Cd7 0 

3 mt-Co2 2.67E-95 Hdc 0 Cma1 9.48E-77 Cd74 0 Slc22a3 1.88E-265 Krt5 0 Ltb 0 

4 mt-Cytb 6.32E-95 Srgn 0 Tpsb2 4.16E-76 Il1b 0 Cst7 1.10E-254 Tacstd2 0 Il2rb 0 

5 mt-Nd2 7.51E-92 Fcer1g 0 Actb 2.48E-58 C1qb 0 Ptprcap 3.10E-246 Ifi202b 0 Cxcr6 0 

6 mt-Atp6 7.99E-92 Cyp11a1 0 Ftl1 5.86E-49 Pf4 0 Rgs18 5.58E-241 S100a14 0 Trbc1 0 

7 mt-Co3 1.95E-91 Tph1 0 Srgn 7.79E-33 Ccl3 0 Phldb3 1.29E-240 Cldn4 0 Pdcd1 0 

8 mt-Nd4 2.43E-91 Csf2rb 0 Apoe 6.22E-28 C1qa 0 Il1rl1 2.58E-231 Ripk4 0 Klrb1b 0 

9 mt-Nd1 4.61E-86 Tyrobp 0 Fth1 2.68E-25 Slfn2 0 Tespa1 5.80E-221 Trim29 0 Acpp 0 

10 Xrn2 6.46E-69 Arhgdib 0 Gm42418 4.42E-25 Cxcl3 0 Gnaz 2.46E-218 Trp63 0 Ptpn22 0 

11 Ddx501 1.03E-66 Tnfrsf9 0 Ube2n 5.72E-25 Tyrobp 0 Maob 6.57E-213 Esrp1 0 Asb2 0 

12 Ggnbp2 7.40E-65 Prss34 0 Tmsb4x 1.98E-23 Cd52 0 Prkcb 1.83E-211 Irf6 5.01E-302 Ikzf3 0 

13 Rlim 8.51E-64 Serpinb1a 0 Txn2 9.09E-23 Cd14 0 Gpr65 9.37E-211 Ovol1 1.18E-293 Prr29 0 

14 Gpatch8 6.77E-63 Calca 0 Tyrobp 2.96E-22 Ccl4 0 Tpsg1 4.15E-203 Krtdap 7.20E-292 Klrd1 0 

15 Zfp644 7.16E-63 Rab27b 0 Tmem14c 9.09E-22 C1qc 0 Il4 1.21E-198 Serpinb5 3.38E-290 Cd200r2 0 

16 Nrd1 8.11E-63 Rac2 0 Cycs 9.98E-22 Bcl2a1b 0 Tph1 2.69E-198 Gjb6 2.94E-285 Cd160 0 

17 Thoc2 1.12E-62 Ifitm1 0 Eif3m 1.92E-21 Ctss 0 Adora3 1.94E-197 Fgfbp1 5.38E-270 Cxcr3 0 

18 Ccar1 2.11E-62 Samsn1 0 Ube2j2 9.55E-21 Selenop 0 Prkcq 2.60E-191 Cdh1 1.01E-255 Cd4 0 

19 Smchd1 9.16E-62 Hs3st1 0 Fcer1g 1.11E-20 Alox5ap 0 Ap1s3 3.56E-190 Cdcp1 1.54E-227 Sh2d2a 0 

20 Sbno1 3.32E-60 Csf2rb2 0 Ninj1 1.91E-20 Clec4e 0 Cd200r3 6.68E-189 Dsc3 4.08E-226 AC163354.1 0 



 
表 5-1. 間葉系細胞クラスターにおいて特異的に発現する遺伝子（クラスター #0~#5）のリスト。p_val_adj は補正した有意確率を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 Cluster #0 Cluster #1 Cluster #2 Cluster #3 Cluster #4 Cluster #5 
 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 

1 Col2a1 2.06E-236 Tnfrsf12a 6.84E-275 Hspa1b 1.34E-202 Top2a 0 Egfl6 0 3110079O15Rik 1.45E-160 

2 Col9a3 7.37E-235 Emp1 5.71E-269 Hspa1a 5.06E-188 Stmn1 0 Abi3bp 7.56E-222 Ccng1 2.44E-136 

3 Matn1 3.89E-217 Rcan1 9.01E-259 Id3 5.12E-184 Ube2c 0 Gas2 4.32E-202 Anxa8 8.12E-134 

4 Col9a2 4.64E-214 Kif21a 2.00E-232 Hspa8 1.38E-171 Hmgb2 0 Aqp1 3.40E-191 Rps27l 2.89E-133 

5 Epyc 2.12E-213 Lmna 1.21E-229 Hsp90ab1 6.90E-148 Hist1h2ae 0 Postn 1.69E-182 Lcp1 7.27E-120 

6 Col9a1 3.77E-204 Hmga2 1.78E-228 Matn4 4.43E-142 Mki67 0 Gas1 3.06E-179 Ak1 1.10E-107 

7 Dlk1 6.14E-195 Srxn1 3.09E-219 Hoxd13 4.43E-117 Birc5 0 Ssc5d 6.47E-177 Cdkn1a 2.69E-106 

8 Cnmd 4.69E-184 Fosl1 9.86E-210 Dnaja1 6.54E-107 Pclaf 0 Col3a1 3.45E-171 Fabp7 5.67E-98 

9 C1qtnf3 1.82E-175 Camk2d 1.48E-197 Hsp90aa1 1.63E-103 Hist1h1b 0 Lgals1 1.54E-166 Dcxr 7.89E-98 

10 Scrg1 3.49E-174 Gprc5a 1.50E-180 Hsph1 7.03E-103 Cenpf 0 Col1a1 3.20E-163 Anxa11 1.47E-93 

11 Susd5 9.71E-171 Plaur 9.97E-180 Id1 3.65E-93 Cdca8 0 Col5a2 1.10E-142 Hapln1 2.36E-92 

12 Col11a2 1.81E-165 Errfi1 5.59E-168 Tcf4 1.33E-92 Cks2 0 Htra1 1.32E-141 Pcolce2 4.26E-90 

13 Slc2a1 3.72E-165 Fam180a 6.94E-163 Ccnd1 5.84E-92 Prc1 0 Scx 2.08E-139 C1qtnf3 2.03E-86 

14 Peg3 9.46E-165 Il11 1.59E-161 Hspe1 1.03E-88 Tpx2 0 Fbn2 5.87E-132 Batf3 4.93E-85 

15 Fam162a 2.42E-163 Timp1 2.30E-160 Cpe 6.89E-87 Cenpa 0 Tmsb4x 2.56E-129 Ctsz 1.35E-79 

16 Acan 2.04E-161 Ank 5.67E-160 Cthrc1 4.43E-84 Smc4 0 Rbms3 1.17E-128 Scn1b 9.06E-75 

17 Nrk 9.35E-153 Sgms2 1.18E-157 Gadd45g 1.68E-81 Smc2 0 Dkk3 5.82E-126 Epyc 2.10E-70 

18 Fzd9 1.47E-149 Hmga1 1.39E-156 Bcl2 2.69E-79 Cenpe 0 Col6a2 4.11E-124 Nid2 8.29E-69 

19 Plod2 5.16E-148 Atp2b1 1.22E-154 Adgrl3 5.41E-74 Nusap1 0 Sfrp2 8.66E-123 1810058I24Rik 2.55E-65 

20 Bnip3 6.88E-146 Rtn4 9.73E-151 Sox4 2.21E-72 Cdca3 0 Col5a1 1.16E-112 Meltf 3.24E-65 



 
表 5-2. 間葉系細胞クラスターにおいて特異的に発現する遺伝子（クラスター #6~#10）のリスト。p_val_adj は補正した有意確率を示す。 
 

 Cluster #6 Cluster #7 Cluster #8 Cluster #9 Cluster #10 
 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 遺伝子名 p_val_adj 

1 Aspn 1.38E-298 Uts2b 0 Mcm5 1.32E-153 Barx2 0 Ifitm5 0 

2 Alpl 1.85E-256 Ihh 1.05E-271 Pclaf 1.11E-150 Atp1a2 0 Alpl 0 

3 Mmp9 2.09E-196 Col10a1 6.92E-231 Hells 6.22E-150 Osr1 1.13E-222 Slc13a5 0 

4 Podnl1 4.11E-185 Panx3 9.51E-223 Lig1 1.04E-148 Tfap2b 7.74E-198 Car3 0 

5 Crabp1 1.62E-170 Baiap2l2 1.85E-187 Clspn 2.01E-141 Btc 4.39E-181 Cfh 0 

6 Thbs2 6.68E-154 Mpz 2.14E-162 Cdc6 2.27E-140 Col26a1 1.29E-178 Col22a1 0 

7 Col8a2 8.54E-151 Serinc5 3.53E-155 Tcf19 1.23E-132 Sfrp2 5.38E-169 Satb2 0 

8 Slc40a1 4.57E-145 Efemp1 8.83E-155 Ccne1 4.41E-132 Pamr1 3.53E-155 Hrc 0 

9 Ptprd 1.02E-134 Cd200 8.49E-145 Dhfr 2.69E-128 Creb5 1.18E-151 Col13a1 0 

10 Kctd12 2.85E-132 Ttll3 1.24E-134 Chaf1b 1.22E-124 Pdlim3 1.97E-149 Tcf7 0 

11 Maf 9.96E-131 Pcsk6 4.08E-134 Mcm3 8.62E-121 Gdf5 3.22E-136 Slc36a2 0 

12 Nrp2 2.69E-129 Dach1 9.08E-123 Gins2 9.99E-119 Tenm4 1.88E-135 Dkk1 0 

13 Hck 5.46E-125 Sp7 2.38E-118 Tk1 1.62E-109 Hs3st3b1 5.38E-130 Ramp1 0 

14 Olfml3 1.27E-120 Pltp 4.70E-111 Mms22l 8.36E-108 Sulf1 5.16E-119 Insc 0 

15 Loxl1 4.62E-119 Smim5 1.44E-109 Chaf1a 9.08E-106 Hs3st3a1 3.02E-118 Mlip 0 

16 Tbx2 1.51E-114 Nim1k 8.70E-109 Gmnn 1.56E-102 Ssc5d 6.50E-118 Entpd3 0 

17 Col1a1 2.30E-114 Agtr1a 4.26E-108 Cenph 2.84E-102 Irx1 1.80E-116 Chst13 0 

18 Mafb 1.00E-112 Cpa6 4.28E-105 Tyms 9.27E-99 Nbl1 1.21E-114 Dapk2 0 

19 Ppfibp2 3.39E-111 Pth1r 6.01E-104 Uhrf1 2.36E-98 Kcnj15 1.14E-106 Enpp6 0 

20 Marcks 9.61E-111 Mef2c 3.96E-103 E2f1 2.88E-97 Tgfbi 2.68E-105 Adamts18 0 

 



 
 

表 6 間葉系細胞のクラスタリングと細胞アノテーション 
 

Col1a1 Sox9 Col11a2 クラスター 細胞種 細胞数 

Col1a1 (±) Sox9 (++) 

Col11a2(±) 9 表層軟骨細胞 182 

Col11a2 (+++) 

1 静止軟骨細胞 1 943 

0 静止軟骨細胞 2 1342 

5 静止軟骨細胞 3 362 

8 増殖軟骨細胞 1 222 

3 増殖軟骨細胞 2 574 

Col11a2 (++) 
2 インターゾーン細胞 927 

7 
前肥大化/肥大化 

軟骨細胞 
225 

Col1a1 (+) Sox9 (+) 
Col11a2 (±) 

4 
軟骨膜細胞、 

インターゾーン細胞 
492 

6 未熟骨芽細胞 274 

Col11a2 (++) 10 骨芽細胞 54 

    合計 5597 
 
 



 
 

 

図 1. scRNA-seq 解析のワークフロー 

次世代シークエンサーによって得られたシークエンスデータは、Cell Ranger による一次解析と

Serurat 4.0 による二次解析を行い、細胞クラスタリングと細胞クラスター特異的発現変動遺伝子の

抽出を行った。DEG : Differentially Expressed Gene 

  



 
 

 
 

図 2.軟骨細胞レポーターマウスの作製 

Col11a2-enh-Cre マウスと ROSA26-CAG-LSL-ZsGreen を交配させて Col11-ZsGreen マウスを作出

した。図は胎生 15.5 日齢の蛍光実体顕微鏡像を示す。スケールバー:1mm 

  



 
 

 
 

図 3. 生後 0 日齢マウスの大腿骨(A)および脛骨(B)における ZsGreen の発現と免疫組織化学的検討 

 生後 0 日齢マウスから大腿骨(A)ならびに脛骨(B)を採取し HE 染色、ZsGreen の発現検討、抗Ⅱ型

コラーゲン(Col2)抗体および抗Ⅰ型コラーゲン(Col1)抗体を用いた免疫染色を行った。スケールバ

ー：500µm 

  



 
 

 
 

図 4. 胎生 15.5 日齢マウスの下肢ならびに膝関節のインターゾーン領域における ZsGreen の発現

と免疫組織化学的検討 

(A、B)胎生 15.5 日齢マウスから下肢を採取し、HE 染色、ZsGreen の発現、抗Ⅱ型コラーゲン(Col2)

抗体および抗Ⅰ型コラーゲン(Col1)抗体を用いた免疫染色を行った。スケールバー：500µm (B)は

(A)の点線で囲まれたインターゾーン領域の強拡大像を示す。スケールバー：100µm 

 

  



 
 

 
 

図 5. 胎生 15.5 日齢マウスの手ならびに指関節のインターゾーン領域における ZsGreen の発現と

免疫組織化学的検討 

 (A、B)胎生 15.5 日齢マウスから手を採取し、HE 染色、ZsGreen の発現、抗Ⅱ型コラーゲン(Col2)

抗体および抗Ⅰ型コラーゲン(Col1)抗体を用いた免疫染色を行った。 (B)は(A)の点線で囲まれた指

関節のインターゾーン領域の強拡大像を示す。スケールバー：(A) 500µm, (B) 100µm  

 



 
 

 
 

図 6. 胎生 15.5 日齢マウス大腿骨の骨芽細胞における ZsGreen の発現と免疫組織化学的検討 

 (A、B)胎生 15.5 日齢マウスから大腿骨を採取し、HE 染色、ZsGreen の発現、抗Ⅱ型コラーゲン

(Col2)抗体および抗Ⅰ型コラーゲン(Col1)抗体を用いた免疫染色を行った。 (B)は(A)の点線で囲まれ

た軟骨膜の強拡大像を示す。矢頭は Col1 陽性の骨芽細胞を示す。スケールバー：250µm  

 

  



 
 

 
 

図 7.  ZsGreen 陽性細胞の単離  

胎生 15.5 日齢の Col11a2-ZsGreen マウスより上肢および下肢を回収し 0.2%コラゲナーゼを用いて

細胞分散を行った後、FACS Aria を用いて ZsGreen 陽性細胞のセルソーティングを行った。 

  



 
 

 

 
 

図 8. 全ての ZsGreen 陽性細胞のクラスタリングと遺伝子発現 

(A) ZsGreen 陽性細胞を 10x Chromium システムを用いて scRNA-seq 解析を行った後、UMAP によ

る二次元プロットを行った。表は各クラスターに含まれる細胞数を示す。(B) Col11a2,Col2a1 およ

び Col1a1 のドットプロット。ドットプロットの大きさは各遺伝子を発現する細胞の割合を、青色の

濃さは遺伝子発現量の平均を示す。 

 

 



 
 

 
 

図 9.  ZsGreen 陽性間葉系細胞のクラスタリング 

 ZsGreen 陽性の間葉系細胞を抽出し再クラスタリングを行い、UMAP による二次元プロットを行

った。 

  



 
 

 
 

図 10. 細胞クラスターにおける Col11a2, Col2a1, Col1a1 および Sox9 遺伝子発現量の比較 

各細胞クラスターにおける Col11a2, Col2a1, Col1a1 および Sox9 遺伝子の発現をリッジプロット

（A）ならびにドットプロット(B)で視覚化した。(A)リッジプロットの横軸は遺伝子発現量を、プロ

ットの高さは細胞数を示す。(B)ドットプロットの大きさは各遺伝子を発現する細胞の割合を、青色

の濃さは遺伝子発現量の平均を示す。 

 

  



 
 

 
 

図 11. 細胞クラスターにおける軟骨細胞および骨芽細胞マーカー遺伝子のヒートマップ  

それぞれの細胞クラスターにおける軟骨細胞および骨芽細胞マーカー遺伝子発現をヒートマップで

可視化した。 

  



 
 

 
 

図 12. 各細胞クラスターにおける軟骨細胞および骨芽細胞マーカー遺伝子のバイオリンプロット 

バイオリンプロットの縦軸は遺伝子発現量(Expression Level)、横軸は細胞クラスター番号を示す。

図中にプロットされた個々のプロットは細胞を示し、バイオリンの型で表されるグラフの横幅はプ

ロットされた細胞密度を示す。 

 

 

 



 
 

 
 

図 13 擬似時間軸の設定と軟骨細胞分化の軌道解析 

Monocle3 のアルゴリズムを用いて次元削減された二次平面上で擬似時間軸を設定し、軟骨細胞分化

の軌道解析を行った。 

  



 
 

 
 

図 14.  クラスター7 に特異的な遺伝子のバイオリンプロット  

バイオリンプロットの縦軸は遺伝子発現量(Expression Level)、横軸は細胞クラスター番号を示す。

図中にプロットされた個々のプロットは細胞を示し、バイオリンの型で表されるグラフの横幅はプ

ロットされた細胞密度を示す。 

 
 



 
 

 
 

図 15. 前肥大化軟骨細胞における Serinc5 の発現 

（A）In situ ハイブリダイゼーション法により、胎生 15.5 日齢のマウス脛骨成長板軟骨における Ihh

ならびにクラスター7 に特異的な遺伝子群の mRNA の発現を検討した。左パネルは H&E 染色像を

示す。スケールバー： 200mm (B)フィーチャープロットにより Ihh および Serinc5 の発現分布を

可視化した。丸で囲った細胞群において Ihh と Serinc5 のオーバーラップが認められる。 

  



 
 

 
 

図 16. マイクロマス培養における軟骨細胞分化マーカー遺伝子ならびに Serinc5 の発現変動 

マウス胎児肢芽細胞を用いたマイクロマス培養を行い、0 日目、1 日目、3 日目、6 日目、9 日目に

RNA を精製し逆転写反応で cDNA を作製後、図に示す各遺伝子特異的 Taqman probe を用いてリ

アルタイム PCR を行った。各遺伝子発現量は βアクチンの発現量で補正し、0 日目の発現量の倍数

で示した。データは平均値及び標準偏差を示す。（n=3） 

  



 
 

 
 

図 17. 単層培養における骨芽細胞分化マーカー遺伝子ならびに Serinc5 の発現変動 

マウス胎児肢芽細胞を用いた単層培養を BMP2 存在下で行い、0 日目、3 日目、7 日目に RNA を精

製し逆転写反応で cDNA を作製後、図に示す各遺伝子特異的 Taqman probe を用いてリアルタイム

PCR を行った。各遺伝子発現量は βアクチンの発現量で補正し、0 日目の発現量の倍数で示した。

データは平均値及び標準偏差を示す。（n=3） 

 

  



 
 

 
 

図 18. 軟骨細胞の増殖ならびに遺伝子発現に対する Serinc5 の効果  

(A)初代培養軟骨細胞にレンチウィルスを用いて Serinc5 を遺伝子導入し、48 時間培養した。その

後、5000 個/ウェルで 96 ウェルプレートに播種した後、24，48 時間培養し WST-1 を用いて増殖能

を評価した。値は吸光度の平均値および標準偏差を示す（B、C）初代培養軟骨細胞に Serinc5 発現

ベクターまたはコントロールとして空ベクター(EV)を用いて作製したレンチウィルスを感染させ 48

時間培養した。その後リコンビナント BMP2 を添加して 48 間培養した後に RNA を精製し逆転写反

応で cDNA を作製後、図に示す静止/増殖軟骨細胞のマーカー遺伝子（B）ならびに前肥大化/肥大化

軟骨細胞のマーカー遺伝子（C）に特異的 Taqman probe を用いてリアルタイム PCR を行った。各

遺伝子発現量はβアクチンの発現量で補正し、EV を感染させた無処理の初代培養軟骨細胞の発現量

の倍数で示した。データは平均値及び標準偏差を示す。（n=3） 

 

 

 
 



 
 

 
図 19. Sox9 の発現および転写活性に対する Serinc5 の効果  

(A)初代培養軟骨細胞にレンチウィルスを用いて Serinc5 を遺伝子導入し、48 時間後に全細胞タンパ

ク溶解液を回収し、抗 Serinc5 抗体(パネル上段)、抗 Sox9 抗体(パネル中段)および抗β-アクチン抗

体(パネル下段)を用いたウエスタンブロッティングを行った。 (B) 初代培養軟骨細胞に Serinc5 発

現ベクター、コントロールとして空ベクター(EV)を用いて作製したレンチウィルスを感染させ 48 時

間培養した。その後コントロールアデノウィルスまたは Sox9 アデノウイルス感染させ 48 間培養し

た後に RNA を精製し逆転写反応で cDNA を作成後、図に示す各遺伝子特異的 Taqman probe を用

いてリアルタイム PCR を行った。各遺伝子発現量は βアクチンの発現量で補正し、無処理の初代培

養軟骨細胞の発現量の倍数で示した。アデノウイルスの感染は M.O.I. 20 にて行った。データは平均

値及び標準偏差を示す。（n=3） (C) C3H10T1/2 細胞に Col2a1 遺伝子のエンハンサー領域または

Acan 遺伝子のエンハンサー領域を組み込んだルシフェラーゼ遺伝子、および図に示す容量の

Serinc5 遺伝子ベクターを遺伝子導入し、48 時間培養しルシフェラーゼアッセイを行った。データ

は平均値及び標準偏差を示す。(n=4） **:p<0.01 (vs Sox9 - Serinc5 0ng) 

 

 



 
 

 
 

図 20. Serinc5 遺伝子およびその近傍のゲノム領域における ATAC-seq および ChIP-seq プロファ

イル 

間葉系幹細胞ならびに初代培養軟骨細胞における、Serinc5 遺伝子およびその近傍のゲノム領域にお

ける ATAC-seq と ChIP-seq プロファイルを示す。アスタリスクは初代培養軟骨細胞で強いピークが

検出された ATAC-seq 領域を示す。上段のグレーで示されたゲノム領域を拡大したプロファイルを

下段に示す。 

 

  



 
 

 
 

図 21. イントロン 1 に存在する Serinc5 遺伝子エンハンサー(Serinc5-Enh)の解析  

(A) Serinc5 遺伝子のイントロン１に局在するエンハンサー活性に重要な領域の解析。図に示す Serinc5-

Enh を分割して組み込んだレポーター遺伝子を作製し初代培養軟骨細胞に遺伝子導入した。48 時間後に

細胞溶解液を回収し、ルミノメーターにてレポーター活性を測定した。データは平均値および標準偏差

を示す (n=4)。 (B) 無添加の ATDC5 細胞（Control）あるいは ITS を添加し 2 週間培養した ATDC5 細

胞(ITS）から RNA を回収し、逆転写反応で cDNA を作製後、Serinc5 遺伝子に特異的 Taqman probe を

用いて real time PCR を行った。遺伝子発現量は β アクチンの発現量で補正し、無添加の ATDC5 細胞の

発現量の倍数で示した。データは平均値および標準偏差を示す(n=3)。 (C) ATDC5 細胞を無添加（Control）

あるいは ITS にて 2 週間培養した後、抗 H3K27ac 抗体を用いてクロマチン免疫沈降 (ChIP)を行った。

ChIP サンプルを、Serinc5-Enh を特異的に認識するプライマーを用いて real time PCR を行った。デー

タは Input 量にて補正したパーセントの平均値および標準偏差を示す(n=3) 。ITS；insulin, trasferrin, selen  

  

 

  



 
 

 
 

図 22. 本研究で明らかとなった成長板軟骨細胞の多様性と Serinc5 の役割 

scRNA-seq による Dry 解析により、成長板軟骨細胞を７つのクラスターに分類し、それぞれのクラ

スターにおける特異的遺伝子ならびに分化の階層性を明らかにした。さらに、前肥大化軟骨細胞の

新規マーカー遺伝子として Serinc5 を同定し、Serinc5 は軟骨細胞の増殖と Sox9 の転写活性を阻害

することで増殖軟骨細胞の機能を抑制し、成長板軟骨細胞を制御していることが明らかとなった。 
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