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研究成果の概要（和文）：Pax7は筋衛星細胞の機能維持に必須であるが、その共役因子や標的因子については明
らかではない。本研究では、 Pax7にHAタグを付加したノックインマウス(Pax7-HA KI)を活用し、Pax7の転写調
節共役因子および標的因子を同定することを試みた。Pax7-HA KIから筋衛星細胞を単離し、抗HA抗体を用いた
ChIP-seqにより標的因子の同定を試みたが、得られたDNA量が微量な為困難であった。そこで、single核RNA-seq
によりマウス骨格筋中の筋衛星細胞での遺伝子発現を解析した。得られた細胞クラスターから筋衛星細胞を同定
し、筋衛星細胞の機能に必要と考えられる発現遺伝子リストを得た。

研究成果の概要（英文）：Pax7, a critical transcription factor in muscle stem cells, plays a vital 
role, though its cofactors, target genes, and regulatory mechanisms are poorly understood. To 
address this gap, we employed Pax7-HA knock-in mice (Pax7-HA KI) to study its transcriptional 
regulatory network specifically within muscle stem cells. Our goal was to uncover the mechanisms 
governing their function and long-term maintenance. Using FACS, we isolated satellite cells from 
Pax7-HA KI and faced challenges in identifying Pax7 target genes via ChIP-seq due to limited DNA 
yield. As an alternative, single-nucleus RNA-seq was used to profile gene expression in Pax7-high 
expressing satellite cells. UMAP analysis identified distinct cell populations and revealed crucial 
genes for their functionality.
This study provides insights into transcriptional regulation in muscle stem cells, highlighting 
potential therapeutic targets to enhance their regenerative capacity in muscular dystrophy and 
related disorders.

研究分野：発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、筋衛星細胞で高発現する遺伝子およびタンパク質が明らかとなった。今後、本研究で得られた因
子についての解析を継続することにより、筋衛星細胞の未分化性維持機構が解明され、筋ジストロフィーの治療
法へと応用され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 
筋ジストロフィーは筋線維の壊死・再生を主要所見とそる遺伝性の筋疾患であり、根本的な治療
法は未だ確立されていない。骨格筋は優れた再生能力を有する組織で、その中心的な役割を担う
のが筋衛星細胞である。移植された筋衛星細胞は増殖・分化・融合 して筋再生に寄与するだけ
でなく、その一部は移植先の筋組織内で再び休止状態となり、組織幹細胞として定着することが
できる。そこで、この筋衛星細胞の再生能を利用した再生医学的治療法が筋ジストロフィーの根
本的治療法の一つとして挙げられる。しかしながら生体外で幹細胞機能を維持したまま筋衛星
細胞を増殖させることが困難なことや移植後の筋衛星細胞の定着率の低さなど乗り越えるべき
課題も多く、実現に至っていない。Pax7は筋衛星細胞で発現する転写因子であり、Pax7欠損マ
ウスでは筋衛星細胞が無くなることからその機能維持に必須であると考えられている（文献 1）。
このことから Pax7を維持、あるいは安定化させることで、筋衛星細胞の未分化性や移植に適し
た細胞機能を維持できると考えられるが、Pax7 の共役因子や標的因子、および発現制御機構に
ついては殆ど明らかにされていない。これは Pax7に特異的且つ免疫沈降法などにも使用できる
抗体が無いことや生体外の培養では Pax7の発現が非常に減弱することなどの理由からである。 
 
２．研究の目的 
本研究では 申請者が作製した Pax7 に HA タグを付加したノックインマウス(Pax7-HA KI マウ
ス)を活用し、筋衛星細胞における Pax7の転写調節共役因子および標的因子を明らかにすること
で筋衛星細胞の機能調節・機能維持メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）抗 HA抗体を用いたクロマチン免疫沈降シークエンスによる Pax7標的遺伝子の探索 
作製した Pax7-HA KIマウスから FACSにより筋衛星細胞を単離し、抗 HA抗体を用いたクロマ
チン免疫沈降-PCR法（ChIP-PCR）により既知の標的因子を検出する。次に ChIP-seqにより Pax7
の標的遺伝子を網羅的に探索する。 
 
（2）抗 HA抗体を用いた免疫沈降-質量分析法による Pax7共役因子の探索 
作製した Pax7-HA KIマウスより単離した筋衛星細胞および培養筋衛星細胞を用いて、抗 HA抗
体を用いたにより既知の標的因子を検出する。次に ChIP-seqにより Pax7の標的遺伝子を網羅的
に探索する。 
 
（3）シングル核 RNA-seqによる筋衛星細胞特異的発現遺伝子の探索 
野生型マウスの骨格筋から凍結筋組織を作製し、10x Genomics社の Chromiumシングルセル発現
解析プロトコールに従いシングル核 RNA-seq ライブラリを作製する。得られたシークエンスデ
ータを Rパッケージ Seuratで解析し、筋衛星細胞特異的に高発現する遺伝子を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）まず、作製した Pax7-HA KIと抗 HA抗体を用
いて Pax7 標的因子の探索が可能であるかを検証す
るため、E12.5 の Pax7HA KI より体節および四肢を
採取し、抗 HA 抗体を用いて ChIP-PCR を行った。
既に Pax7の標的として知られているMyf5の遠位エ
ンハンサー領域（Myf5-57kb: ref）に対するプライマ
ーを用いて解析した結果、当該領域への Pax7の結合
が認められ、本手法は有効であることが示された。 
 次に成体の Pax7-HA KI より筋衛星細胞をセルソ
ーターにより単離し、ChIP-PCRを試みた。しかしな
がら単離した筋衛星細胞数では十分な DNA 量が得
られず、ChIP-PCR により Myf5-57kb のシグナルを
得ることはできなかった。そこで、筋衛星細胞を単
離後、一度培養して細胞数を増やして ChIP-PCR を
試みた。その結果、Myf5 エンハンサー領域（Myf5-
57kbおよびMyf5-111kb）への Pax7の結合が認められ、本手法の有効性が確認できた。 
 そこで、本研究の目的であった ChIP-seqを行う為、再び Pax7-HA KIより筋衛星細胞をセルソ
ーターで単離し、抗 HA 抗体を用いた ChIP を行った。しかしながら充分な DNA 量が得られな
いため、培養後の筋衛星細胞を用いることにした。数代継代した後、十分な細胞数を得て ChIP
を行った結果、ChIP-PCR では検出できるものの、シークエンスを行う為に必要な DNA 量が得
られなかった。 
（2）Pax7-HA KIおよび野生型マウスの E12.5日胚より四肢および体節部を採取し、抗 HA抗体



を用いた免疫沈降-質量分析法により HA（Pax7）と結合するタンパク質を解析した。さらに、成
体の Pax7-HA KIより単離した培養筋衛星細胞を用いた免疫沈降-質量分析法により、Pax7-HA KI
胚由来の筋幹細胞で野生型マウスと比較して 2 倍以上有意に検出されたタンパク質を 325 種、
培養筋衛星細胞で 267種、共通するタンパク質 36種を同定した。Gene Ontology解析の結果、ク
ロマチン関連因子や eIF2、eIF3サブユニットを中心とした翻訳開始関連因子が多く見出された。
一方、これまで Pax7の共役因子として報告されたMLL1/2および Carm1 (Cell Stem Cell 11, 333-
345, 2012) は検出されなかった。 
 
（3）ChIP-seqによる Pax7の標的因子の同定が困
難であったため、代替案として single核 RNA-seq
によりマウス骨格筋中の細胞における遺伝子発
現解析を行った。豪傑 7つの細胞クラスターが検
出され、その中で Pax7 を高発現する筋衛星細胞
における遺伝子発現を解析した（図 2）。 
 
＜考察＞ 
今回の研究では、免疫沈降後に ChIP-seq に十分
な量の DNAを得ることはできなかった。筋衛星
細胞の培養によって充分量の細胞数を確保した
が、Pax7 の発現量が培養期間とともに減少する
ため、クロマチン免疫沈降後の Pax7(HA)に結合
する DNA量が得られなかったと考えられる。将
来的により微量の DNAでのシークエンスが可能
となった場合は本研究を継続して解析できると
期待される。免疫沈降-質量分析法の結果、クロマチン関連因子が有意な差をもって検出された。
これまでも MLL2 や Carm1 などのクロマチン関連因子やヒストンメチル化酵素が Pax7 と結合
して下流の遺伝子発現を制御することが報告されている（文献 3）。しかしこれらの因子は検出
されなかった。今回の研究では、E12.5日胚や初代培養筋衛星細胞を用いたが、これまで報告さ
れたものはいずれも Pax7を過剰発現した筋細胞を用いて行われている。このような実験に用い
たサンプルあるいは実験系の違いにより検出されるタンパク質が異なったものと考えられる。
また、培養筋衛星細胞を用いた免疫沈降-質量分析法では eIF2 および eIF3 サブユニットを中心
としたタンパク質翻訳開始に関わる因子が最も多く検出された。Zismanovらは eIF2の翻訳制御
が筋衛星細胞の自己複製に重要であり、eIF2 のリン酸化を促進することで筋衛星細胞の再生寄
与率を上げることができると報告している（文献 4）。これまで eIFsを含む翻訳関連因子と Pax7
との結合についての報告はなく、今回の結果は非常に興味深い。eIF2や eIF3などは細胞質だけ
でなく核にも局在すること知られているが、翻訳関連因子の多くは細胞質に局在しており、核に
限局する Pax7と結合するという今回の結果はバックグラウンドノイズを検出している可能性も
高い。今後、免疫沈降-ウェスタンブロット法により確認をする必要がある。また、シングル核
RNA-seq の結果、Pax7 を高発現する筋衛星細胞クラスターを同定した。現在このクラスターに
おける遺伝子発現を解析中であり、今後免疫沈降-質量分析法の結果と合わせることで筋衛星細
胞の機能維持に重要な Pax7共役因子が同定されることが期待される。 
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