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研究成果の概要（和文）：筋サテライト細胞の運命決定に働く、分子の検討を行った。カルシトニン受容体に関
しては下流のが本質的なシグナル経路を明らかにした（論文投稿中）。Hey1/Lは、別のNotchシグナルの
effector分子であるHes1とそれぞれヘテロダイマーを形成し筋サテライト細胞の未分化維持に働いていることを
証明した（Development 2019）。Nrf2に関しても細胞外マトリックスを構成する基底膜からのシグナルと共に
Nrf2を介した経路が筋サテライト細胞の生存維持に働いている可能性を示した（J. Cell. Physiol., 2019）

研究成果の概要（英文）：We examined three molecules regulating the cell fate decision of muscle 
satellite cells. We clarified the downstream signaling pathway of calcitonin receptor (in revision).
 We also demonstrated that Hey1/HeyL forms heterodimers with Hes1, an effector molecule of Notch 
signaling, which funcions to maintain undifferentiated state of muscle satellite cells (Development 
2019). Regarding Nrf2, we showed Nrf2-mediated pathway allow muscle satellite cells to survive 
without basal lamina-mediated signaling (J. Cell. Physiol., 2019).

研究分野： 筋生理学、幹細胞生物学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋幹細胞である、筋サテライト細胞は筋発生・再生に必須の細胞であり、成体においては、休止期・未分化
状態で維持されている。我々はこれまでにカルシトニン受容体（CalcR）が休止期の維持に働き、Hey1/L（古典
的Notchシグナルのエフェクター分子）が未分化状態の維持に必須であることを明らかにしてきた。
本申請課題においては、申請者のこれまでの成果をさらに発展させることで、筋サテライト細胞の運命を制御す
るシグナル経路が見えてきた。これらの成果はiPS細胞などからの筋幹細胞分化系に応用ができ、筋ジストロフ
ィーや筋萎縮疾患などの発症解明、治療法開発にやくにたつ可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 申請者はこれまでに、骨格筋幹細胞（MuSC: Muscle stem cells）の単離・特徴付け・特異
遺伝子の同定・機能解析を通して、MuSC の二つの維持機構を明らかにしてきた。1 つが
Notch-Hey 経路の未分化性維持機構であり、2 つ目がカルシトニン受容体シグナルによる静止
期・局在維持である。 
 これまでの成果により、新しく解明すべき 3 つの課題が出てきた。一つ目の課題は、MuSC
の未分化性に関する課題である。古典的 Notch シグナルの下流として Hey1 と HeyL の必須で
あることは MuSC 特異的な Hey1/HeyL 二重欠損マウスの解析から明らかである。しかし、in 
vitro における MyoD（筋分化決定因子）の強い発現抑制作用は Hey1 にしかない。また、抗酸
化遺伝子のマスターレギュレーターである Nrf2 の発現誘導作用も Hey1 にしかないが、in vivo 
MuSC においては、Hey1 と HeyL が同時に欠損した時にのみ Nrf2 の発現抑制が観察される。
なぜ in vivo と in vitro での違いが生まれるのか今のところ明確な答えは持っていなかった。 
 二つ目の新たな課題として Nrf2 欠損マウスの表現型が挙げられる。申請者は Notch-Hey1/L
の下流に Nrf2 が存在することを明らかにした。Nrf2 は抗酸化遺伝子のマスターレギュレータ
ーであり、数多くの抗酸化遺伝子の発現制御に働いている。実際、MuSC においても、Nrf2
欠損マウスでは、Nrf2 の標的に抗酸化遺伝子群の発現低下が観察された。しかし、MuSC の
維持や筋再生には全く影響がなかった。これらの結果は、MuSC や筋再生において Nrf2 は必
要でない結果を示唆したが、Nrf2 欠損 MuSC を採取し、培養を行ったところ、全く細胞が増
えて来なかった。この結果は、Nrf2 が in vitro で生存・増殖する際には必須であるのに対して、
in vivo での生存・増殖には関係ない矛盾した結果となった。興味深いことに Hey1/HeyL 二重
欠損 MuSC も in vitro での生存がわるいが、in vivo では細胞死は誘導されない。 
 三つ目が MuSC のカルシトニン受容体を介した静止期・局在を制御する分子スイッチについ
てである。申請者は MuSC の静止期・局在維持においてカルシトニン受容体が生理的に働いて
いることを明らかにした。MuSC 特異的にカルシトニン受容体を欠損させると細胞周期関連遺
伝子の発現が亢進する。しかしこれらの中で静止期と活動期状態を決定している「分子スイッ
チ」が何であるかは不明である。本申請課題では、これら疑問に答える為に研究計画を立案し、
実施した。 
 
 
２．研究の目的 
本申請課題では加齢性筋萎縮等の筋疾患治療法開発を最終目的として、下記の３つの MuSC の
運命決定機構の解明を目的に検討を行った。 
 
①MuSC の「未分化性」における Notch シグナル effector 遺伝子(Hey1/L)の in vivo と in vitro
での表現型の違い。 
②Notch-Hey1/L により制御される Nrf2 の欠損 MuSC の in vivo と in vitro での「生存」の劇
的な違い。 
③MuSC の静止期から活動期への移行を抑制しているカルシトニン受容体下流の「活性化ブレ
ーキ」の正体で。 
 
３．研究の方法 
①の目的達成のために、ドキシサイクリン誘導性のHey1、HeyL、Hes1単独、またはHey1-Hes1、
HeyL-Hes1 同時に発現する C2C12 細胞を作成し、ChIP-seq を行い・解析を行った。さらに
研究分担者の光クロスリンク技術を用いて、Hey1、HeyL、Hes1 間のヘテロダイマー形成能
力について検討を行った。 
 
②の目的達成のために、In vitro における Nrf2 欠損 MuSC の低生存率の原因及び、Nrf2 欠損
筋ジスマウスの作成・解析を行った。単一筋線維培養法、単離 MuSC を用いた実験を行い、
Nrf2 欠損 MuSC の低生存率の原因が基底膜の存在であると予想されたため、基底膜を破壊す
る筋再生モデルを確立し、検討を行った。 
 
③の目的達成のために、タモキシフェン誘導型の PKA-tg と MuSC 特異的なカルシトニン受容
体欠損マウスを交配し、PKA によるレスキュー実験を行った。さらに、PKA の標的がもっと
も有名な CREB ではないことが明らかとなったため、PKA の CREB 以外の標的に関する検討
も進めた。 
 
４．研究成果 
本申請課題においては、休止期の維持に働く CalcR の下流経路についての検討を行い、カルシ
トニン受容体-Protein Kinase A (PKA)が MuSC の休止期維持の本質的なシグナル経路である
ことを条件付き遺伝子改変動物の複数の組み合わせにより明らかにした。本成果は現在、論文
投稿中である。また加齢とカルシトニン受容体の発現についても 
 Hey1/Lに関しても条件付き遺伝子改変動物の複数の組み合わせによりHey1とHeyLがMuSC
に置いて cell autonomous かつ redundant に働いていることを明らかにし、別の Notch シグナ



ルのeffector分子であるHes1とそれぞれヘテロダーマーを形成しMuSCの維持に働いている
ことを証明した。特に HeyL に関しては Hes1 とのヘテロダイマー形成により、広範囲かつ強力
に DNA に結合できるようになることが明らかとなった。これら成果は本年度に論文発表するこ
とができた（Development 2019）。  
 抗酸化遺伝子のマスターレギュレーターである Nrf2 を欠損したマウスでは、in vivo での筋
再生能力に異常が見られない。しかし、成体から単離した MuSC は培養系において生存するこ
とができない。この in vivo と in vitro の表現型の矛盾を解明すべく、本課題において実施し
たところ、細胞外マトリックスを構成する基底膜からのシグナルと共に Nrf2 を介した経路が
MuSC の生存維持に働いており、基底膜を除去する筋再生モデルでは、Nrf2 欠損は重篤な筋再
生不全を示すとこと明らかにした。本成果も、本年度論文として発表した（J. Cell. Physiol., 
2019） 
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