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 一一細細胞胞CCRRIISSPPRR解解析析をを用用いいたた疾疾患患関関連連SSNNPP探探索索法法のの開開発発  北北條條  宏宏徳徳  

  

【【目目的的】】近年、人の遺伝病や生活習慣病を対象としたゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association Study：GWAS）
が活発に行われ、疾患との関連が示唆される一塩基多型（SNP）のビックデータが蓄積している。最近の研究で、これ

ら疾患と関連する SNP（GWAS-SNP）の多くが遺伝子制御領域であるエンハンサー領域に集積していることから、

SNP によるエンハンサー活性の変化が疾患と深く関連することが明らかになってきた。そこで本研究では、研究代表

者がこれまで取り組んできた、ゲノム編集と一細胞 RNA-seq を統合したエンハンサースクリーニング法を用いて、

GWAS-SNPデータから表現型に寄与するSNPを効率的に選別する手法の開発を行った。さらにそのproof of concept
を示すため、骨格系疾患に関するGWAS-SNPデータベースから疾患の病因となるSNPの同定を目指した。 
【【方方法法】】1．ヒト SNP 関連骨発生エンハンサー候補選定：ヒト GWAS-SNP データとヒト骨芽細胞エンハンサー       
データセットの統合解析により、骨関連疾患への関与が疑われるSNP の中で、エンハンサー領域に位置する候補を選

定した。2．ガイド RNA（gRNA）レンチウイルスライブラリーと CRISPR レポーター細胞の作製：各エンハンサー

候補領域を標的とするガイドRNAウイルスライブラリーの作製のため、CROPseqベクターを用いた。Cas9を恒常的

に発現する骨芽細胞株を用いた。3．エンハンサースクリーニングおよび機能検証：樹立した CRISPR 細胞に gRNA  
ウイルスライブラリーを感染させた後、骨芽細胞への分化誘導を行い、細胞を単離した。10x Genomics 社のChromium 
システムによる一細胞RNA-seq解析を行った。有望エンハンサーの機能検証としてルシフェラーゼアッセイを行った。 
【【結結果果】】1．ヒト SNP 関連骨発生エンハンサー候補選定：ヒト GWAS-SNP データとして、GWAS catalog データ      
ベースから骨関連疾患との関与が疑われるSNP プロファイルを取得した。また、ヒト骨芽細胞エンハンサープロファ

イルとして、研究代表者らが開発したヒト骨発生モデルを用いたシングルセル多層解析（scMultiome）を行った。以上

の統合解析により候補エンハンサーを取得した。2．ガイド RNA（gRNA）レンチウイルスライブラリーと CRISPR  
レポーター細胞の作製：マウスMC3T3E1 細胞においてCas9 が恒常的に発現する細胞株（Cas9-MC3T3E1）を用い

て検討を行った。同定した骨格系疾患と関連するSNP を有する骨芽細胞エンハンサー候補領域の中で、マウスにおい

ても配列が保存された有望領域50領域選定し、50領域に対するガイドRNAを設計した。各gRNA配列をCROPseq
ベクターにクローニングし、gRNA レンチウイルスライブラリーとした。3．エンハンサースクリーニングおよび機能

検証：gRNAレンチウイルスライブラリーをCas9-MC3T3E1細胞に感染させ、薬剤セレクションおよび骨芽細胞分化

誘導を行った後、10x Genomics 社の Chromium システムによる一細胞RNA-seq 解析を行った。解析の結果、有望

なエンハンサーとして Enh1 を同定した。Enh1 の機能検証を行うため、Enh1 配列を有するルシフェラーゼレポー   
ターDNA を構築した。線維芽細胞と骨芽細胞を用いてレポーターアッセイを行ったところ、線維芽細胞および分化   
誘導前の骨芽細胞に比べて、分化誘導後の骨芽細胞ではレポーター活性が顕著に促進した。 
 
 

本研究の概念図 
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緒緒  言言  
 
近年、人の遺伝病や生活習慣病を対象としたゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association Study：GWAS）が

活発に行われ、疾患との関連が示唆される一塩基多型（SNP）のビックデータが蓄積している。これらの多くは一般公

開され、情報を自由に使えるものの、GWAS-SNP データベースから、病気と関連する SNP を選別する手法はほとん

ど開発されていない。最近の研究で、これら疾患と関連するSNP（GWAS-SNP）の多くが遺伝子制御領域であるエン

ハンサー領域に集積していることから、SNP によるエンハンサー活性の変化が疾患と深く関連することが明らかにな

ってきた［1］。そこで本研究では、研究代表者がこれまでに取り組んできた、ゲノム編集と一細胞RNA-seqを統合し

たエンハンサースクリーニング法を用いて、GWAS-SNP データから表現型に寄与する SNP を効率的に選別する手法

の開発を行った。さらに、そのproof of conceptを示すため、骨格系疾患に関するGWAS-SNPデータベースから病因

となるSNPの同定を目指した。 
 

方方  法法  
 
11．．ヒヒトトSSNNPP関関連連骨骨発発生生エエンンハハンンササーー候候補補選選定定  
ヒトGWAS-SNPデータとヒト骨芽細胞エンハンサーデータセットの統合解析により、骨関連疾患への関与が疑われ

るSNPの中で、エンハンサー領域に位置する候補を選定した（図1）。 
 

22．．ガガイイドドRRNNAA（（ggRRNNAA））レレンンチチウウイイルルススラライイブブララリリーーととCCRRIISSPPRRレレポポーータターー細細胞胞のの作作製製  
各エンハンサー候補領域を標的とするガイドRNAウイルスライブラリー作製のため、CROPseqベクターを用いた。

Cas9 が恒常的に発現する骨芽細胞株を用いた。骨芽細胞の分化過程を蛍光タンパク質で可視化するため、骨芽細胞特

異的レポーター活性を有するCol2.3Obの利用を検討した（図1）。 
 

33．．エエンンハハンンササーーススククリリーーニニンンググおおよよびび機機能能検検証証  
樹立したCRISPR細胞にgRNAウイルスライブラリーを感染させた後、骨芽細胞への分化誘導を行い、細胞を単離

した。CROPseqベクターにはピューロマイシン耐性遺伝子がコードされている。そのため、ウイルス感染細胞をピュ

ーロマイシンにより選別した。その後、リコンビナントヒトBone morphogenetic protein（rhBMP2）を含む骨芽細胞

分化誘導培地で一週間培養し、骨芽細胞分化誘導を行った。次に、10x Genomics社のChromiumシステムによる一細

胞 RNA-seq 解析を行った。有望エンハンサーについては、機能検証としてルシフェラーゼアッセイを行った（図 1）。 
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図1．本研究の概念図 

 
結結  果果  

  
11．．ヒヒトトSSNNPP関関連連骨骨発発生生エエンンハハンンササーー候候補補選選定定  
ヒトGWAS-SNP データとして、GWAS catalog（https://www.ebi.ac.uk/gwas/）データベースから骨関連疾患との

関与が疑われるSNPプロファイルを取得した。“bone density”、“bone disease”、“bone mineral content measurement”、
“bone fracture”を含む10個のカテゴリー中で報告があったSNPセットを用いた。 
ヒト骨芽細胞エンハンサープロファイルとして、研究代表者らが開発したヒト骨発生モデルを用いた［2］。オープン

クロマチンと遺伝子発現解析を一細胞レベルで同時に解析可能なシングルセル多層解析（scMultiome）を行った。オー

プンクロマチン領域には複数の転写因子が作用し、エンハンサー活性と正の相関を有することが知られている。本解析

を通して骨芽細胞におけるエンハンサー群を同定した。本データセットと SNP データセットを、BEDTools
（https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/）により intersectionを行い、SNPを有するエンハンサー群を同定した。 

 
22．．ガガイイドドRRNNAA（（ggRRNNAA））レレンンチチウウイイルルススラライイブブララリリーーととCCRRIISSPPRRレレポポーータターー細細胞胞のの作作製製  
ヒト間葉系細胞の safe harbor領域にCol2.3Ob-GFP細胞をノックインした細胞を作製した。しかし、骨芽細胞分化

誘導前からGFP 陽性細胞が認められ、スクリーニングに用いることは不適切であると判断した。そのため、本研究で

は、既にスクリーニングで機能することを確認していたCas9-MC3T3E1 細胞［3］を用いることとした。結果 1 で同

定した骨格系疾患に関連するSNP を有する骨芽細胞エンハンサー候補領域の中で、マウスにおいても配列が保存され

た有望領域 50 領域選定し、50 領域に対するガイドRNA を設計した。各 gRNA 配列をCROPseq ベクターにクロー

ニングした。 
 

33．．エエンンハハンンササーーススククリリーーニニンンググおおよよびび機機能能検検証証  
Cas9-MC3T3E1 細胞に CROPseq ベクター由来レンチウイルスを感染させた。薬剤セレクションおよび骨芽細胞 

分化誘導を行った後、10x Genomics 社の Chromium システムによる一細胞 RNA-seq 解析を行った。本解析では、 

一細胞ごとに Chromium システムによる一細胞分子バーコード付与を行った後、遺伝子発現解析を行うことで、各分

子バーコードに対する遺伝子発現プロファイルと gRNA プロファイルを取得可能である。バイオインフォマティクス

の手法を用いて、各細胞における Genotype（エンハンサー欠損部位）と、Phenotype（遺伝子発現プロファイル）を

対応付けることで、どのエンハンサー候補群が、骨芽細胞の分化に寄与するか絞り込んだ。その結果、有望な候補とし

てエンハンサーEnh1を同定した。Enh1の機能検証を行うため、Enh1配列を有するルシフェラーゼレポーターDNA
を構築した。線維芽細胞と骨芽細胞を用いてレポーターアッセイを行ったところ、線維芽細胞および分化誘導前の骨芽

細胞に比べて、分化誘導後の骨芽細胞ではレポーター活性が顕著に促進することが確認された（図2）。 
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図2．Enh1の転写活性アッセイ 

Enh1配列を有するルシフェラーゼレポーターベクターを線維芽細胞3T3細胞、骨芽細胞MC3T3E1
細胞に遺伝子導入した。MC3T3E1 細胞については、通常培地で培養を行ったサンプル（pre-
induction）に加えて、骨芽細胞分化誘導を3日間行ったサンプル（post-induction）も検討した。 

 
考考  察察  

 
本研究により、骨格系疾患SNP と関連するヒト骨芽細胞エンハンサー群を同定した。今後、上述のルシフェラーゼ

アッセイにおいて、SNPの1塩基置換を導入し、SNPによりレポーター活性が変化するか検討する予定である。有望

な結果が得られた場合は、同定したエンハンサー活性の組織特異性の検討に進む予定である。また、同定したエンハン

サー内で、どのような転写因子が作用するか明らかにするため、JASPARを用いたモチーフ解析を検討する。今回樹立

できなかったヒト間葉系細胞のCRISPRレポーター細胞については、異なるレポーター遺伝子や、PiggyBacシステム

の利用を検討する予定である。 
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