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研究成果の概要（和文）：筋は運動機能における動力源であり、組織幹細胞による再生メカニズムとMyoDに始ま
る発生分化転写制御システムの研究モデルとして長らく医学・生物学をリードしてきた。我々は、筋分化に必須
の転写因子としてRp58を同定、これがDNAメチル化と連動して筋分化制御を担っている可能性を示した。本研究
の成果は、筋の疾患、再生医療に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Muscle, a power source in our musculoskeletal function, has long been 
studied in medicine and biology for its regeneration mechanism by tissue stem cells and 
transcriptional control system starting with MyoD. We identified Rp 58 as a transcription factor 
essential for muscle differentiation and showed that this could be responsible for muscle 
differentiation control in conjunction with DNA methylation. The results of this research are 
expected to contribute to muscle diseases and regenerative medicine.

研究分野： 分子生物学、発生・再生医学、整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
個体の発生は、たったひとつの受精卵から
細胞が分裂していく中での、個々の細胞の
遺伝子発現調節を介した運命決定と細胞間
の調和からなる。この時、遺伝子の発現プ
ログラムは個々の細胞に長期あるいは短期
のエピゲノム情報として記憶されることに
よって、細胞は集団として個体としてのシ
ステムを構築する。なかでも DNA のメチル
化については、長期エピゲノム記憶におい
て中心的な役割を果たしていると考えられ
ているが、①どの遺伝子部位に、②どのタ
イミングで、③どのような分子機序でリク
ルートされるか、まだ多くが明らかでない。
これらを明らかにすることは、生物の発生、
ヒトの発育、恒常性維持、組織再生など多
くの医学・生物学研究にとって基盤となる
課題であるが、今まで、鍵となる分子、遺
伝子が同定されなかったことが本課題の解
明を困難にしていると考えられる。MyoD の
発見は、初めて組織特異的な転写因子が発
生・分化を誘導することを示し、その後の
医学・生物学的に大きな影響を与えている。
筋においてはその後の多くの研究により、
複数の転写“活性化”因子が、協調して筋
分化に関わることがしめされたが、同時に、
筋分化によって不必要な遺伝子群をロック
する転写“抑制”因子の存在が予想されて
いた。我々は、発生期における全ての転写
因子の 4次元的な発現をホールマウント in 
situハイブリダイゼーション（WISH）によ
って解析し、分類したデータベース EMBRYS
を作成、公開した (Yokoyama et.al. Dev 
Cell 2009)。この EMBRYS はマイクロアレイ
に比べ、より空間解像度の高い WISH 解析を
用いているため、筋の発生に必須の転写“抑
制”因子として Rp58 を同定することができ
た(Yokoyama et. al. Dev Cell 2009)。し
かし、筋幹細胞であるサテライト細胞にお
ける機能は明らかでない。 
 我々は最近、Human Methylation 450k Bead 
Chip を用いて、ヒト筋芽細胞の分化における
DNA メチル化部位を全ゲノムにおいて解析、
筋分化において特異的に DNA メチル化が起こ
るシークエンスを同定したところ、DNA メチ
ル化は筋分化とともに上昇し、Rp58 の結合配
列が最も強く DNA メチル化されることが明ら
かとなった(Hum Mol Genet 2014)。興味深い
ことに、この Rp58 は DNMT3A と結合すること
が報告されており（Fuks F, et al, EMBO J, 
2001）、De novo メチル化のメカニズムとの関
わりが示唆されている。しかし、これらの部
位において、Rp58 が本当に DNA メチル化に寄
与しているかどうか、また、どのような分子
機序で de  novoメチル化がおこるか明らか
でない。  

 Rp58は筋の発生に必須の転写リプレッサー
であり、その筋再生における機能をRp58コン
ディショナルノックアウトマウスと
Pax7-CreERマウスを用いて、解析する。さら
に、Rp58の筋の発生・再生における直接の遺
伝子ターゲットを決定し、DNAメチル化を含め
た、遺伝子制御メカニズムを検討する。さら
に、de novoDNAメチル化酵素であるDNMT3a、
３bコンディショナルノックアウトマウスと
Pax7-CreERマウスを用いて、筋再生における
DNAメチル化のダイナミズムを比較検討し、エ
ピジェネティックス制御を介した筋再生機構
の分子基盤を明らかにする。 
 
 
２．研究の目的 
筋は運動機能における動力源であり、組織幹
細胞による再生メカニズムと MyoD に始まる
発生分化転写制御システムの研究モデルとし
て常に医学・生物学をリードしてきた。我々
は、筋分化に必須の転写因子として Rp58 を同
定、さらに、ヒト筋芽細胞の分化系を用いた
ゲノムワイドなメチル化解析で、Rp58 に認識
されるプロモーターが効率に DNA メチル化を
受けることを明らかにした。本研究ではこれ
らの研究を基に、コンディショナルノックア
ウトマウスを用いて、Rp58 の筋サテライト細
胞における筋再生を促す機能を解析し、Flag
ノックイン Rp58 マウスを用いて Rp58 および
DNMT3a,b を介した DNAメチル化を中心とした
エピジェネティックスレベルでの筋分化・再
生の分子機序を明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
Rp58CKO（Rp58fl/fl）を用いて、遺伝子改変

マ ウ ス （ Pax7CreERT2; Rp58fl/fl, Pax7WT; 
Rp58fl/fl）各 6匹ずつを用意する。タモキシフ
ェン 3mg/40gBW 腹腔内注射を連日 5 日間行
いRp58遺伝子をサテライト細胞でノックアウ
トする。タモキシフェン投与初日より 7 日後
に前脛骨筋に cardiotoxin(0.03mg/ml) 50μl
を注射することにより筋損傷を起こし、術後
１週あるいは２週で前脛骨筋を採取し、筋組
織を HE 染色ならびに、Pax7、MF20、troponin 
T 等の筋特異的抗体染色で検討することで、筋
再生の評価を行う。また、Pax7CreERT2; Rp58fl/fl

よりサテライト細胞を採取し、in vitroでタ
モキシフェンを投与した後に筋分化を誘導し、
サテライト細胞の筋分化におけるRp58の役割
を検討する。 

Rp58のターゲットをゲノムワイドに探索す
るため、ChIP シークエンスを行う。TALEN・
CRISPR 法を用いて、Rp58 の 5’に Flag タグ
をノックインしたマウスを作成し、Flag タグ
で Rp58 の結合するクロマティン断片を免疫



沈降し、DNA を次世代シークエンサーを用い
てシークエンスすることで、Rp58 が結合して
いるプロモーターを同定する。ChiP シークエ
ンスならびに TALEN・CRISPR による Flag ノッ
クインマウスの作成については、現在当研究
室で稼動している。これら Rp58 の結合部位に
対し、転写開始点から、上流 7kb 下流 3kb を
プロモーターと定義して、その中に Rp58 の
DNA 結合予測サイトを持つものを選出し、そ
れらプロモーターが実際に、Rp58 のターゲッ
トであるかどうかを予測する。 
こうして、同定された候補遺伝子を中心に、

Rp58 に直接制御されるかどうかにつき、１）
プロモーターアッセイ、 ２）ゲルシフトア
ッセイ、 ３）クロマティン免疫沈降、によ
って、解析を行い、さらに、４）Rp58 の過剰
発現による候補遺伝子の発現をリアルタイム
PCR で確認し、５）KO マウスにおける未分化
筋芽細胞における各々の遺伝子の発現の確認
を行う。６）さらに、直接ターゲットである
と確認された遺伝子につき、その遺伝子の機
能を C2C12 細胞の筋分化誘導系において
TALEN/CRISPRで遺伝子変異を導入することで
解析する。 
 
４．研究成果 
骨格筋幹細胞における DNA メチル化の意義を
明らかにするため、骨格筋前駆細胞で発現す
るPax7あるいはPax3依存的にDnmt3a遺伝子
を欠損するコンディショナルノックアウトマ
ウスを作成した。このマウスは正常なマウス
より筋肉量が少ない傾向がみられましたが、
正常なマウスに比較して、一見フェノタイプ
がないようにられた。しかし、筋が損傷を受
けた後の筋再生を観察したところ、ノックア
ウトマウスにおいては、再生能力が著しく障
害されていることが観察された。このノック
アウトマウスをさらに詳細に解析すると、筋
肉の元となる細胞（幹細胞）である筋サテラ
イト細胞の増殖が障害されていることが明ら
かとなった。また、筋再生時において、DNA
メチル化を十分行うことのできないノックア
ウトマウスにおいては、サテライト細胞の指
標となる Pax7 陽性細胞の数が激減しており、
サテライト細胞が十分増えることができない
ため、筋の損傷が治癒できないことが考えら
れた。さらに、ノックアウトマウスの筋サテ
ライト細胞の異常の原因を探るため、筋サテ
ライト細胞における遺伝子の発現をマイクロ
アレイという手法で解析したところ、本来な
ら低く保たれているはずの p57Kip2 遺伝子の
発現がノックアウトマウスの筋サテライト細
胞において異常に上昇していることがわかっ
た。DNA メチル化を司る Dnmt3a という遺伝子
を欠損したマウスにおいて、このような症状
がみられたことから、この遺伝子と DNA メチ

ル化との関係が予測された。そこで、バイサ
ルファイト法という DNA メチル化部位を解析
する手法を用いて検討したところ、予測され
たとおり、ノックアウトマウスから得られた
筋サテライト細胞の p57Kip2 遺伝子近傍では
本来あるべき DNA メチル化修飾が有意に減少
していることが明らかになった。さらに、こ
の p57Kip2 遺伝子の異常な発現上昇を抑えて
やると、サテライト細胞の増殖が一部回復す
ることを見出した。 
すなわち、Dnmt3a は p57Kip2 の発現調節を介
して骨格筋幹細胞の増殖を制御し骨格筋の再
生を制御する一因となっていると考えられた。
以上、エピジェネティックスレベルでの筋分
化・再生の分子機序の一部を明らかにした。 
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