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研究成果の概要： 

骨格筋分化における遺伝子発現高次制御機構として、遺伝子集積現象について解析を行った。
そのために、必要となるゲノムワイドでの遺伝子集積現象の解析系を新たに立ち上げ、その結
果、骨格筋分化の極めて初期に染色体の特異的部位が、遺伝子集積を起こすことが明らかとな
った。さらに、遺伝子集積を起こす因子群を複数同定し、その機能阻害により骨格筋分化が抑
制されたことから遺伝子集積現象が、骨格筋分化の高次制御機構であることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

  細胞の分化は，単一の遺伝子で制御され
ているのではなく，異なる発現制御をもつ多
数の遺伝子がセットになり，大きなプログラ
ムとして動くことで始めて可能になる．個々
の遺伝子がプロモーター，エンハンサー領域
を持つため，発現制御の研究は単一遺伝子レ
ベルでは飛躍的に進んできた．しかし，分化
プログラムが成立するためには，そのさらに
上流の複数の遺伝子にまたがる制御メカニズ
ムが必要である．細胞内の特定の遺伝子が発

現するためには、１）ヒストンの修飾（アセ
チル化、メチル化）、２）プロモーター・エ
ンハンサー領域上のクロマチン構造の開放
（クロマチンリモデリング）、３）プロモー
ター・エンハンサー領域への転写因子の結合 
４）転写開始、という，複数のステップを段
階的に経ることが必要である。申請者は、骨
格筋分化において、これらのイベントが特定
遺伝子のみならず、複数のグループ遺伝子ご
とに、まとまって各段階ごとに同調的に制御
されていることを見出した（Ohkawa, Y. EMBOJ 
2006）。このことは，個々の遺伝子をセット
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として制御する高次制御システムが少なくと
も骨格筋分化において存在していることを強
く示唆する。 

  高次制御システムの一つとして考えられ
ているのがジーンクラスタリング（遺伝子集
積）である。遺伝子集積現象の解析は、本領
域で高次クロマチン構造制御とも言われ欧米
でここ数年で極めて活発な研究が行われてい
る (Palstra, R.J. Nat Genet 2003, 
Spilianakis, C.G. Nature 2006)。２００４
年にLopesらにより、細胞分化に伴い、発現す
る遺伝子数が増大するにも関わらず、核内で
転写が行われる場所の数が劇的に減少してい
く現象が発見され、複数の遺伝子が、核内で
は同じ場所に集積している可能性が示唆され
ている（Lopes S Nat Genet. 2004）。申請者
は、酵母を用いて開発された遺伝子座の高次
構造を検出する分子生物学的な解析法
（Capturing Chromatin Conformation: 3C）
(Dekker, J Science 2002)を用いることで体
系的な遺伝子集積の解析が可能にする上で適
した方法と考え、本法の開発者、Dr. Dekker
の助言のもと、哺乳類細胞での高効率な遺伝
子集積検出法の開発に、成功した。この変法
に基づきいくつかの重要な知見を得た。 

我々は自ら開発した技術をもとに、
in vitroの培養細胞系のみならず、in vivo 、
つまりマウス胚での骨格筋分化過程で、複数
の遺伝子が、遺伝子発現のみならず、その前
段階であるヒストン修飾、クロマチン構造制
御が同調的に起こっていることを初めて見出
した（Ohkawa, Y. Mol Cell Biol 2005, Ohkawa, 
Y EMBOJ 2006）。この知見より、骨格筋分化
における高次システム制御の存在が明らかに
なったことから、その構成要素の根幹である
遺伝子集積が存在すると予測し、先に述べた
の３Ｃ解析変法を用いて検討した。その結果、
骨格筋分化において確かに遺伝子集積現象が
起こることが明らかになった。 
非常に興味あることに、“転写因子”として
同定されて以来２０年もの間、骨格筋分化に
重要であることが示されてきた分子であるＭ
ＹＯＤが、骨格筋分化を誘導するにも関わら
ず、発生、成体におけるin vivoでの骨格筋分
化、そして培養細胞系においてさえも、実際
の転写には関わっていなかった。具体的には、
ＭＹＯＤは、標的遺伝子の転写が活性化され
るかなり以前から、そのプロモーター上に結
合しているにも関わらず、実際の転写が活性
化される段階には、プロモーター領域から離
れていることが分かった。つまりＭＹＯＤは、
ゲノム上で、転写そのものではなく何か別の
機構により骨格筋の分化を誘導していること
が強く示唆されていた。 
 
２．研究の目的 

成体由来の骨格筋幹細胞、骨格筋前駆細胞、
成熟骨格筋組織を用いて①どの分化段階で
遺伝子集積が起こるかを、３Ｃ解析を用いた
分子生物学的な解析、及び、in situ DNA ハ
イブリダイゼーションを用いた可視化を伴
う細胞生物学的な解析の双方を用いて明ら
かにする。そして、②３Ｃアッセイを複数の
ゲノム上で解析することで、遺伝子集積がお
こる領域を特定する。③また、遺伝子集積が
起こる時期の培養細胞や、組織サンプルを用
いて、MyoD 結合タンパク質の探索をもとに遺
伝子集積に関与する分子を生化学的に同定
する。④同定した分子をＲＮＡ干渉法を用い
てノックダウンさせ、遺伝子集積への関与を
評価することでそのメカニズムを解明する
ことを目的とした。 
３．研究の方法 
1. 遺伝子集積は骨格筋分化のどの段階で起
こるか？ 
骨格筋組織を４－６週齢マウスより単離し、
骨格筋幹細胞（筋サテライト細胞を単離し用
いる）および、骨格筋前駆細胞、成熟筋組織
のそれぞれより核を単離する。（Dacwag CS Mol 
Cell Biol. 2006）単離した核を用いて、骨格
筋組織に強く発現が見られ、且つ、同調的に
制御されていることが明らかになっている骨
格筋クレアチンキナーゼ遺伝子(ckm)、デスミ
ン遺伝子、そしてsk-alphaアクチン遺伝子間
について、プロモーター領域のクラスタリン
グを３Ｃ解析により検討する。次に他の遺伝
子として、sk-alphaアクチンなどの他の遺伝
子についても引き続き解析を試みる。また３
Ｃ解析のみならず、骨格筋クレアチンキナー
ゼ、デスミンの遺伝子座についてFluorescent 
in situ DNA hybridization(FISH)を行い、二
つの遺伝子座をラベルし、顕微鏡下で可視化
する相補的な解析を同時に試みる。両遺伝子
座に対するFISH用プローブはすでに得ている。
また、他の遺伝子座に対するFISH用プローブ
はＢＡＣＰＡＣより購入し検討を行った。 
2. 遺伝子集積は遺伝子座のどこでおこる
か？ 
プロモーター領域に加え、他の領域を検討す
るために、骨格筋クレアチンキナーゼ遺伝子
(ckm)、デスミン遺伝子、sk-alphaアクチン遺
伝子などについてプロモーターをふくむ１０
０ｋｂの遺伝子座領域の領域に存在する
E-boxについて遺伝子集積がおこる位置を探
索する。５ｋｂごとのデータに基づき、遺伝
子集積が起こる部位についてさらに絞り込み
解析を行う。遺伝子集積に必要な領域が同定
された場合、rVISTAやBLASTを用いて、含まれ
ているシスエレメントをピックアップしそこ
に結合する転写因子を予測した。 
3. 遺伝子集積に関与する分子の探索 
このMyoDが遺伝子集積に関わっている可能性
があることから、①によって骨格筋分化段階



での遺伝子集積時期の同定に基づいて、サン
プルを限定し、抗MyoD抗体アフィニティカラ
ムを用いてMyoD結合タンパク質を同定する。 
２０年来作出が困難とされてきた抗 MyoD 抗
体を、申請者はその作出に独自のモノクロー
ナル抗体作出法を用いることで成功した。抗
MyoD 抗体アフィニティカラム作製は、ハイブ
リドーマにより得られる無制限量の抗体を
用いて行われる。一度精製された結合タンパ
ク質群は、多次元タンパク質同定技術
（MudPIT 法）（Washburn MP Nat Biotechnol. 
2001）により直接質量分析により同定した。 
4. 遺伝子集積に関与する分子メカニズム
の解明 
の④にて同定された分子について、培養細胞
を用いたsRNAiを用いたＲＮＡ干渉により細
胞レベルでノックダウンすることで、遺伝子
集積への関与を評価した。 
 
４．研究成果 
1. 遺伝子集積は骨格筋分化のどの段階でど
こで起こるか？ 
当初想定していた局所的３Ｃ解析では、遺伝
子集積の全貌を俯瞰的にとらえる点におい
て困難があった。そこで、最近注目されてい
る自制代シークエンサーをもちいてゲノム
ワイドに遺伝子集積部位を探索する新手法
を考案し、これを確立した。そのゲノムワイ
ド３Ｃ解析の結果、骨格筋分化に伴い、遺伝
子集積が顕著に増大する部位ｔと逆に、減少
する部位が見られた。興味深いことに、分化
に関わらず一定頻度で常に遺伝子集積を形
成している部位も確認できた。今回遺伝子集
積が確認された部位につてFluorescent in 
situ DNA hybridization(FISH)を行い、さら
に検証を行った。ＢＡＣＰＡＣより購入した
BACクローンよりFISH用プローブの作成を行
い、細胞株を用いた実験においてはckmや、
sk-alphaアクチンの遺伝子座について二つ
の遺伝子座をラベルし、顕微鏡下で可視化し
た。（図１）これら可視化の系によってもゲ
ノムワイド３Cの実験系でえられた遺伝子座
の近接が確かに確認された。 

FISHによる骨格筋特異的遺伝子座近接の検出

例 ckm遺伝子座（緑） des遺伝子座（赤）ヘ

キスト（青）（左3パネル） C2C12骨格筋芽

細胞（分化後）  

 
3. 遺伝子集積に関与する分子の探索と分子
メカニズムの解明 

遺伝子集積に関与する因子群を探索するた
めに、ＭｙｏD 結合因子の網羅的同定を行っ
た。その結果、クロマチンリモデリング因子
である、Ｂｒｇ１及びＣＨＤ2 の 2 分子は独
立して遺伝子集積に関わっていることを見
出した。特に、CHD2 タンパク質について、抗
体を作製しアフィニティ精製を行った後、質
量分析により、結合タンパク質の網羅的同定
を試みた。その結果、非常に興味深いことに
CHD2 はヒストンバリアントの一つである
H3.3 と複合体を形成していること、さらに
質量分析を行うと既知のＨ３．3 とは２アミ
ノ酸異なる、新規ヒストンＨ３．3 バリアン
トであった。これら新規ヒストンバリアント
を中心としたジーンクラスタリンング制御
機構が示唆されており、更なる解析を行うこ
とが求められる。 
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