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研究成果の概要（和文）：転写因子 TWIST1 は神経堤由来間葉細胞に発現し、頭蓋顎顔面の形態

形成において重要な役割を果たすとともに、頭蓋縫合部の未分化間葉組織に発現し、膜性骨化

の過程を制御することが知られている。本研究では、間葉系細胞における TWIST1 の発現制御機

構の解明を足がかりに、頭蓋顎顔面の発生過程における TWIST1 の役割を理解すること目的とし

た。ヒト骨肉種由来骨芽細胞様細胞株 MG63 およびマウス未分化間葉細胞 C3H10T1/2 を用いてク

ロマチン免疫沈降法を行った結果、TWIST1 プロモーターに転写因子 CREB が結合することが明

らかとなった。これらの細胞に CREB を過剰発現させると、TWIST1 プロモーター活性の上昇が

みられ、間葉系細胞における TWIST1 の発現における転写因子 CREB の関与が示唆された。また、

Yeast	 Two	 Hybrid	 screening	 を行った結果、TWIST1 と相互作用し間葉系細胞の特性に関与し

うる因子として複数のユビキチン関連酵素を特定した。	 

 
研究成果の概要（英文）：Transcription factor TWIST1 is expressed in the cranial neural 
crest-derived mesenchyme, and plays a crucial role in craniofacial morphogenesis. We 
examined molecular basis of transcriptional regulation of the TWIST1 gene in 
mesenchymal cells. Chromatin immunoprecipitation assays and luciferase reporter assays 
demonstrated that the TWIST1 promoter was associated with the transcription factor 
CREB in mesenchymal cells. In yeast two-hybrid assays using TWIST1 N-terminus and 
HLH domain as the bait, we identified two ubiquitination-associated enzymes as 
TWIST1-interacting proteins. 
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１． 研究開始当初の背景 

頭蓋縫合は分娩時に狭い産道の通過を可能に

し、脳の成長に自由を与えるなどの多くの機能を

持っており、そのほとんどは成人になるまで完全

に癒合しないことが知られている。頭蓋縫合早期

癒合症は、膜性骨化の過程に異常をきたすこと

により、早期に頭蓋縫合が癒合し、結果として頭

蓋顔面領域の形態異常とそれに伴う機能異常を

生じる疾患である。Basic helix-loop-helix型転写

因子をコードするTWIST1遺伝子の変異が頭蓋

縫 合 早 期 癒 合 症 を 伴 う Saethre-Chotzen 

syndromeの原因であり、逆に、TWIST1の遺伝子

座を含む部分トリソミー患者には頭蓋縫合の開

存が認められている。これらの報告より、頭蓋縫

合部におけるTWIST1の発現は厳密に制御され

る必要があると考えられている。頭蓋の発生

において、TWIST1は第一第二鰓弓由来の間葉

組織全体に強く発現するが、しだいに頭蓋縫合

部の未分化間葉組織に限局して発現するように

なる。TWIST1は「上皮間葉移行」において重

要な役割を果たすとともに、間葉系細胞の分

化を抑制し、TWIST1の発現が間葉系細胞の特

性の維持に関与する可能性が示唆されている

が、TWIST1自身が受ける発現制御機構に関す

る報告は少ない。	 

これまでに、TWIST1遺伝子プロモーター解析

の結果から、プロモーター内の-102/-74の領

域に位置する28bpの領域が間葉系細胞におけ

るTWIST1の発現に必須であり、この領域内の

CCT反復配列が転写因子Sp1/Sp3と in vitro で

結合することを示した。 

 

２．研究の目的 
本研究では、TWIST1遺伝子の発現に関わるシ

グナル系とそれを受けるTWIST1プロモーター

上のエレメントを特定することにより、間葉

細胞におけるTWIST1の発現制御機構を明らか

にするとともに、頭蓋顎顔面領域の発生過程

におけるTWIST1の役割を解明することを目的

とする。	 

	 

３．研究の方法	 

(1)①研究代表者はこれまでに TWIST1 プロモ

ーター転写開始点上流 102bp より 74bp の領

域が間葉系細胞における TWIST1 発現の維持

に必須であることを明らかにしている。本研

究では本領域に存在する転写調節配列の詳

細を明らかにするため、転写因子結合の候補

配列に対する抗体(Sp1,	 Sp3,	 CREB,	 ATF4,	 

EN1)を用いてクロマチン免疫沈降法(ChIP)

を行った。	 

②Sp1,	 Sp3 に関しては、その発現ベクターお

よび Sp1,	 Sp3 に対する siRNA の遺伝子導入

によるプロモーター活性への影響について、

TWIST1	 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド

(pTWIST1-700bp-luc)を用いたレポーターア

ッセイにより検討した。さらに、Sp1,	 Sp3に

対する siRNA を間葉系細胞に遺伝子導入し、

RT-PCR 法により TWIST1 の発現の変化を観察

した。	 

③CERB に関しては、その発現ベクターおよび

セリン 133 をアラニンに置換しリン酸化を受

けないようにしたドミナントネガティブ変

異体の導入によりプロモーター活性への影



響を調べた。さらに、CRE の２塩基置換変異

プロモーターを作製し、そのプロモーター活

性の変化を検討した。	 

	 

(2)TWIST1 と相互作用し、間葉系細胞の特性

に関与しうる因子の同定を目的として、

TWIST1の N末端およびHLHドメインの配列を

bait と し て 用 い た Yeast	 Two 	 Hybrid	 

Screening	 を行った。	 

	 

４．研究成果	 

(1)①ヒト骨芽細胞様細胞株 MG63 およびマウ

ス未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2 を使ったク

ロマチン免疫沈降法(ChIP)を行った結果、

TWIST1 プロモーターへの転写因子 Sp1,	 Sp3,	 

CREB の結合を確認した。	 

②Sp1,	 Sp3 に対する siRNA を MG63 に遺伝子

導入し、RT-PCR 法により TWIST1 の発現の変

化を観察したが、明らかな発現の減少は認め

られなかった。また、siRNA および Sp1/Sp3

阻害剤による TWIST1 プロモーター活性の明

らかな減少は認めなかった。	 

③CREB 発現ベクターの遺伝子導入により、

MG63 細胞における TWIST1 プロモーター活性

の上昇を認めた。また、その結合配列 CRE の

2 塩基置換変異プロモーターでは、CREB 過剰

発現によるプロモーター活性の上昇が抑制

された。しかし、CREB133A によっても同様に

活性の上昇が認められ、CREB による TWIST1

の転写制御に関しては、他の実験系を用いて

さらなる検討を行う必要がある。	 

	 

CRE の変異による TWIST1 プロモーター活性の変化	 

	 

CREB による TWIST1 プロモーター活性の変化	 

最近、他グループから、TWIST1 プロモーター

の	 -102bp	 から	 -74bp	 の領域内に、低酸素

により活性化される Hypoxia	 inducible	 

factor-1α(HIF-1α)	 が結合し、TWIST1 プロ

モーターを活性化することが報告された。今

後は、今回特定した転写因子と HIF-1αの関

連についても検討を加え、間葉系細胞におけ

る TWIST1 の発現制御の詳細を明らかにして

行く予定である。	 

	 

(2)	 TWIST1 の N 末端および bHLH ドメインを

bait とした Yeast	 Two	 Hybrid	 Screening	 を

行った結果、それぞれに対して異なる種類の

ユビキチン関連酵素を同定した。これらの候

補因子との相互作用の詳細については今後

の検討課題である。	 

	 

最近、頭蓋顎顔面の形態形成において、

TWIST1 は頭蓋縫合部のみならず、前頭鼻部の

形態形成においても重要な働きがあること

が報告されており、TWIST1 自身の発現制御へ

の注目も増している。本研究により間葉系細

胞における TWIST1 の発現制御機構の一部に

関して明らかにすることができたが、今後は

さらなる生理的意義を付け加えるよう検討

が必要である。	 
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