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研究成果の概要（和文）：筋分化の研究領域は、転写因子MyoDという世界初のマスター因子の発見以来、発生・
再生研究をリードしてきた。さらに、我々は、抑制性転写因子Rp58が、筋分化の遺伝子ネットワークの要となる
こと、DNAメチル化がエピゲノム情報として記憶されることによって筋の発生と再生に必須であることを報告し
てきた。これらを基盤に、本研究では、筋分化におけるRp58のDNAメチル化を伴った、細胞運命決定のメカニズ
ムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The muscle differentiation has been a model for developmental and 
regenerative research since the discovery of the world's first master factor, the transcription 
factor MyoD. Furthermore, we have reported that the repressive transcription factor Rp58 is a key 
component of the gene network for muscle differentiation and that DNA methylation is essential for 
muscle development and regeneration as epigenomic information. On the basis of these findings, the 
present study clarified the mechanism of cell fate determination involving DNA methylation of Rp58 
in muscle differentiation.

研究分野： 分子生物学、発生・再生医学、整形外科学、リウマチ学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
発生・発達における DNAメチル化は、エピゲノム情報として、細胞の運命を決定するが、その詳細なメカニズム
はまだ不明な点がおおい。我々はその鍵を握る遺伝子として、転写抑制因子Rp58とDNAメチル化酵素の相互関係
に注目し、筋分化・再生の分子メカニズムの一端を明らかにすることができた。この成果は、今後、筋疾患の病
態解明や治療への応用をはじめ、広く、体の恒常性維持、組織再生、発がんなど多くの医学・生物学研究の基盤
となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）発生・分化における de novo DNA メチル化の分子機構 
個体の発生において、遺伝子の発現プログラムが

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、細胞は集団および
個体としてのシステムを構築する。なかでも新たな
DNA のメチル化修飾の誘導、すなわち de novo DNA
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(Where)、②どのタイミングで
(When)、③どのような分子機序でリクルートされる
か(How)、についてまだ多くの部分が明らかでない
（図１）。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、発がんな
ど多くの医学・生物学研究の基盤となる課題であ
る。 
 

（２）筋発生・分化における Rp58 を介した遺伝子
ネットワークと de novo DNA メチル化 
 筋分化の研究領域は、転写因子 MyoD という世界初のマスター因子の発見以来、発生・再
生研究をリードしてきた。さらに、筋分化をモデルに、細胞運命決定のメカニズムを明らか
にするため、我々はホールマウントインサイチューハイブリダイゼーション（WISH）をほぼ
すべての転写因子・転写コファクターに行い胎児発
生期の遺伝子発現データベースを作成した。その結
果として、抑制性転写因子 Rp58 が、筋分化の遺伝子
ネットワークの要となることを世界に先駆けて発表
した（図２；Yokoyama et al, Dev Cell 2009）。さ
らに、我々は、DNMT3A と DNMT3B の筋および筋サテ
ライト細胞（筋組織における幹細胞）特異的ノック
アウトマウスを作成することで、de novo DNA メチ
ル化が筋の発生と再生に必須であることを世界で最
初に報告している（Naito et al, PloS Genet 2016）。
また、ヒト筋芽細胞の分化系においてゲノムワイド
なメチル化の解析を行ったところ、DNA メチル化の
亢進が Rp58 の認識部位に、特異的かつダイナミック
におこっていることを発見した（Miyata et al, Hum 
Mol Genet 2015）。 
 
 
２．研究の目的 
 de novo DNA メチル化は、多くが初期発生期におこり、組織特異的な de novo DNA メチ

ル化領域は比較的限局されていると考えられている。我々は筋特異的な DNMT3A のノックア
ウトマウスの筋組織の de novo DNA メチル化部位をゲノムワイドに探索した。Rp58 がヘテ
ロクロマチン領域に局在する転写リプレッサーであり、DNMT3a 結合能力があるという報告
と合わせると、Rp58 を介した筋分化のモデルは、de novo DNA メチル化の本質に迫る分子
機構であると考える（図 1）。 
さらに、Rp58 が筋分化において、de novo DNA メチル化を介して必須の機能を果たす仮説

を検証するため、Rp58 のコンディショナルノックアウトマウスを作成し、筋細胞特異的な
Cre マウスと交配させたところ、この遺伝子改変マウスでは、筋組織の分化が著しく阻害さ
れていることが確認された。今後、本研究成果を基に、さらに、筋組織のエピジェネティッ
クスレベルでの分化機構を解明する。 
 
 

図１ Rp58 を介した 
de novo DNA メチル化のモデル 

図 2 WISH データベースから 
Rp58 を同定 



 
 
３．研究の方法 
（１）Rp58 の欠損による筋分化阻害の検討：Rp58 のコンディショナルノックアウトマウス
（Rp58CKO；Rp58fl/fl）を作成し、筋細胞特異的な Cre マウスと交配させた遺伝子改変マウス
（Myogeni-Cre；Rp58fl/fl）において、組織染色、遺伝子発現解析などの筋のフェノタイプ解
析を行う。 
（２）Rp58 による de novo DNA メチル化機構の解明： de novo DNA メチル化は、多くが初
期発生期におこり、組織特異的な de novo DNA メチル化領域は比較的限局されていると考
えられている。そこで、筋特異的な DNMT3A のノックアウトマウスの筋組織における de novo 
DNA メチル化部位をゲノムワイドに探索し、筋分化にともなう de novo DNA メチル化領域を
同定し、この領域内の Rp58 結合サイトを検討する。 
（３）筋特異的な DNMT3A のノックアウトマウスとの比較解析： 筋特異的な DNMT3A のノッ
クアウトマウスと、Rp58 ノックアウトマウスの筋組織のフェノタイプを比較検討し、発生
時期特異的な遺伝子発現ネットワークの差異とともに、筋組織における de novo DNA メチ
ル化部位を解析、de novo DNA メチル化と Rp58 結合サイトとの関連を検討する。 
（４）Rp58 と Dnmt3a の筋分化における相互作用： Rp58 と Dnmt3a の筋分化における DNA
結合部位を、時間軸にそって明らかにするため、タグをノックインしたマウス個体を作成し、
個体から得られる、筋発生分化の各ステージにおけるクロマチン免疫沈降および次世代シ
ークエンサーを用いた解析を行うことで、Rp58 と Dnmt3a それぞれの DNA 結合様式を検討す
る。さらに、Rp58 と Dnmt3a の共免疫沈降を行い、これら分子の結合様式を詳細に解析する。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）Rp58 の骨格筋分化における機能を検討する為に、骨格筋特異的な発現を示す Myf5 を
Cre recombinase の driver として用いた Rp58 flox マウスを作成したところ、Rp58 flox; 
Myf5-Cre マウス（Rp58 cKO マウス）は出生後直ちに死亡し（11 匹中 11 匹死亡）、HE 染色で
骨格筋が正常に形成されないことが確認された。骨格筋組織を用いた Real time PCR では、
cKO マウスで Hoxa および Hoxc 遺伝子の発現は、Hoxa9, Hoxc6 が cKO マウスで亢進してい
た。この組織から抽出した DNA を用いて bisulfite sequence を行ったところ、HoxC6 の周
囲の領域の DNA メチル化が cKO マウスで低下していた。 
（２）マウス ES 細胞を用いた Hox 遺伝子座における Rp58 結合領域の DNA メチル化への影
響を検討するため、マウス ES細胞からの筋分化の系において、Rp58 のリクルートと de novo 
DNA メチル化のタイミングを時系列で解析、更に、Rp58 結合サイトに、dCas9 をリクルート
することで Rp58 の結合を阻害させた時の DNA メチル化および遺伝子の発現、更に筋分化へ
の影響を検討した。この時、ヒストンの修飾マーカーも ChIP-seq によって解析し、ヒスト
ン修飾と DNA メチル化の関係についても検証した。 
（３） マウス個体レベルでの DNA メチル化誘導領域の解析：Rp58 と Dnmt3a の筋分化にお
ける DNA 結合部位を、時間軸にそって明らかにするため、DNMT3A および Rp58 の 5’にＨＡ
タグを CRISPR/Cas9 を用いてノックインしたマウス個体を作成し、十分な個体数を得た。こ
れらマウスを用いて、筋組織の発生段階に特異的な Rp58 と Dnmt3a それぞれのターゲット
となる遺伝子を同定、さらにトランスクリプトーム情報と合わせて解析することで、Rp58 お
よび Dnmt3a による遺伝子発現制御機構を検討した。さらに、Rp58 および Dnmt3a に会合す
るタンパク複合体を解析した。 
（４）マウス ES 細胞を用いた Hox 遺伝子座における Rp58 結合領域の DNA メチル化への影
響：マウス ES細胞からの筋分化の系において、Rp58 のリクルートと de novo DNA メチル化
のタイミングを時系列で解析した。その結果、Hox 遺伝子座の中で Hoxc 領域および Hoxa 領
域の中に Rp58 および DNMT3a によって特異的にメチル化制御が行われている候補を見出す
ことが出来た。 
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