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研究成果の概要（和文）：骨格筋分化は様々な遺伝子発現ネットワークや転写メカニズムにより制御されている。Klf5
はES細胞や組織幹細胞などの増殖や分化に関与している転写因子である。しかしながら、骨格筋幹細胞である筋衛星細
胞におけるKlf5の発現や機能については報告がない。そこで、本研究では骨格筋におけるKlf5の発現およびその機能を
明らかにすることを目的とした。筋芽細胞株C2C12および筋衛星細胞特異的にKlf5を欠損させたマウスを用いた解析の
結果、Klf5は筋分化と共に発現が上昇し、myogeninを含む筋特異的な遺伝子発現を直接制御していることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：Skeletal muscle differentiation is a highly orchestrated process involving the 
gene regulatory networks and transcriptional mechanisms.
Klf5 regulates cell proliferation, differentiation, and apoptosis during development and in certain 
disease states, such as cancer. Klf5 is also involved in self-renewal and differentiation of mouse 
embryonic stem cells. To determine whether Klf5 is involved in muscle cell differentiation, we assessed 
the function of Klf5 by using C2C12 myoblast cell line. Remarkably, Klf5 is up-regulated during myoblast 
differentiation and co-localized with Myogenin. Knockdown of Klf5 by si-Klf5 treatment led smaller 
myotube formation compared with the control. Additionally, myogenin expression was suppressed by si-Klf5 
although MyoD level was not affected. Finally, we demonstrated that myogenin is a direct target of Klf5. 
Thus, Klf5 regulates muscle specific gene expression including myogenin.

研究分野： 骨格筋生物学

キーワード： 筋分化　転写因子

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 
 骨格筋は人体の約 40%を占める最大の組
織であり、運動や糖・エネルギー代謝の制御
を介したホメオスタシスの維持に重要な役
割を果たす。運動不足や加齢による筋萎縮は
運動機能の低下の原因となり、その後の生活
の質に多大な影響を及ぼす。一方、骨格筋は
再生能力の高い組織としても知られており、
筋萎縮や筋損傷からの回復には、主として骨
格筋特異的幹細胞である筋衛星細胞が担う。
筋衛星細胞は転写因子 Pax7 を発現し、通常
は休止期にあるが、運動や外傷によって筋組
織に損傷が起こると活性化し、MyoD 等の筋
特異的転写因子を発現して増殖・分化し、新
たな筋線維の形成に寄与する。この過程にお
いて一部の筋衛星細胞は活性化した後に再
び休止期に戻り、骨格筋の再生能を終始維持
（自己複製）することが知られているが、そ
の分子制御機構は未だ明らかではない。十分
な骨格筋機能を保つことは、生活の質を維持
するだけでなく、肥満や糖尿病等の生活習慣
病の予防の観点からも重要であり、骨格筋の
恒常性維持機構を理解し、如何に筋肉量・筋
力の減少を阻止できるかは、超高齢化社会で
ある我が国にとって非常に重要な課題であ
る。 
 Krüppel-like factor 5（Klf5）は転写制御
因子群 KLF ファミリーの一つで、皮膚、胃、
肺、乳腺、脂肪細胞や骨格筋など様々な組織
で胚期から成体に至るまで発現し、胚の発生、
脂肪生成や免疫細胞のストレス応答、癌を含
む病態の形成に重要な役割を担う（Vitam 
Horm 87:381）。Klf5 は ES 細胞や癌細胞に
お い て、増 殖 ・分化 や 幹細胞 の 性 質
（stemness）を維持するのに重要な働きを担
う（Nat Rev Cancer 13:701）ことが報告さ
れていることから、骨格筋の幹細胞である筋
衛星細胞においても、その質や機能の維持に
おいて Klf5 が重要な働きを担うことが強く
示唆されるが、これまで筋衛星細胞における
Klf5 の機能について解析されたものは無い。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、骨格筋における Klf5 の発現
様式およびその筋衛星細胞の未分化性、およ
び分化に及ぼす作用を明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）骨格筋細胞における Klf5 の発現細胞の
同定 
①骨格筋における Klf5 の発現解析 
野生型マウスの長肢伸筋および前頸骨筋に
おける Klf5 の発現を免疫蛍光染色により解
析する。また、前頸骨筋にカルジオトキシン
を投与し、筋再生を誘導する。筋損傷後 7 日
目の筋組織を採取し、再生骨格筋における

Klf5 の発現を筋分化マーカー（Pax7, MyoD, 
myogenin）との二重染色により解析する。 
 
②筋衛星細胞分化過程における Klf5 の発現
解析 
マウス長肢伸筋より、初代筋衛星細胞培養系
を調製する。増殖培地（20%ウシ胎児血清
1%Chicken embryo extract-10 ng/ml basic 
FGF 添加 DMEM-GlutaMAX）および分化培
地（2%ウマ血清-DMEM-GlutaMAX）によ
る分化誘導後の Klf5 の発現を免役染色法に
より解析する。 
 
(2)筋芽細胞分化における Klf5 の機能解析 
筋芽細胞株 C2C12 を用いて、si-Control ある
いは si-Klf5 処理を行い、C2C12 の分化にお
ける Klf5 の作用を解析する。 
さらに、CRISPR-Cas9 システムにより Klf5
ノックアウト C2C12 細胞を作製し、同様に
筋分化における Klf5 の作用を解析する。 
 
(3)筋衛星細胞特異的 Klf5 ノックアウトマウ
スの解析 
筋衛星細胞特異的にCreリコンビナーゼを発
現するマウス Pax7CreERT2/+と Klf5flox マウス
を交配し、Pax7CreERT2/+ ;Klf5flox/floxマウスを
作製する。コントロールマウス（Klf5flox/flox）
および筋衛星細胞特異的 Klf5 ノックアウト
マウス（Pax7CreERT2/+ ;Klf5flox/flox）の前頸骨
筋にカルジオトキシンにより筋再生を誘導
し、7 日後および 28 日後に再生筋組織を採取
する。得られた再生筋組織をヘマトキシリ
ン・エオジン染色、embryonic ミオシン重鎖
（eMyHC）抗体、あるいは Collagen type-I
抗体を用いた免疫染色により筋再生能を比
較し、評価する。さらにラミニン抗体を用い
た免疫染色で筋線維径を計測し、コントロー
ルマウスとノックアウトマウスで比較する。 
 
(4)Klf5 ノックダウン/ノックアウトによる、
筋芽細胞での発現変動遺伝子の網羅的解析 
3-（2）で si-Control あるいは si-Klf5 処理し
た C2C12 細胞を分化誘導後 0, 1, 2, 3 日後に
回収し、RNA を抽出する。得られた RNA を
RNA-sequence (RNA-seq)により網羅的に解
析し、Klf5 のノックダウンにより発現変動し
た遺伝子を明らかにする。また、Klf5 抗体を
用いた ChIP-sequence (ChIP-seq)を行い、
Klf5 が筋分化過程で制御する因子を同定す
る。 
 
4. 研究成果 
 
（1）骨格筋細胞における Klf5 の発現細胞の
同定 
①骨格筋における Klf5 の発現解析 
骨格筋における Klf5 の発現細胞を免疫組織
化学的染色法により解析した結果、骨格筋幹
細胞マーカーである Pax7 を発現する筋衛星
細胞ではほとんど発現しておらず、正常骨格



筋組織では筋細胞での発現は見られなかっ
た。カルジオトキシンにより筋再生を誘導後
7 日目の再生筋組織において、Klf5 は同様に
Pax7 陽性の筋衛星細胞では発現せず、筋分
化マーカーである myogenin を発現する分化
へと方向付けられた筋芽細胞の核や、新しく
形成された筋線維の核で Klf5 が発現してい
た。 
 
②筋衛星細胞分化過程における Klf5 の発現
解析 
野生型マウスの長肢伸筋より作製した培養
筋衛星細胞において、Klf5 の発現を解析した
ところ、（a）で得られた結果と同様に Pax7
を発現する筋衛星細胞では Klf5 は発現して
いない、あるいは非常に弱く発現しており、
分化誘導により筋芽細胞同士が融合し、形成
した筋管の核で Klf5 陽性を示した。また、
Klf5 の発現は myogenin と共局在していた。
分化誘導後 4日目の成熟した筋管の核の一部
では Klf5 の発現が減弱した。 
 
(2)筋芽細胞分化における Klf5 の機能解析 
C2C12 筋芽細胞を用いて、si-Klf5 処理を行
ったところ、si-Control 細胞と比較して筋管
の形成など筋分化能が著しく低下した（図 1）。 

 
さらに、CRISPR-Cas9 システムにより Klf5
ノックアウト C2C12 を作製した。Klf5 抗体
を用いた免疫染色、およびウェスタンブロッ
ト法、さらに DNA を抽出し、シークエンス
解析によって Klf5 が欠損していることを確
認した。Klf5 ノックアウト細胞を分化誘導し
たところ、si-Klf5 処理した C2C12 細胞と同
様に、筋管の形成や、myogenin の発現量が
コントロールと比較して著しく低下し、Klf5
が筋芽細胞分化に必須の転写因子であるこ
とが明らかとなった。 
 
(3)筋衛星細胞特異的 Klf5 ノックアウトマウ
スの解析 
筋衛星細胞特異的にCreリコンビナーゼを発
現するマウス Pax7CreERT2/+と Klf5flox マウス
を交配し、Pax7CreERT2/+ ;Klf5flox/floxコンディ
ショナルノックアウトマウスを作製した。タ
モキシフェンを腹腔内に 5 日間連続投与し、
Cre の発現を誘導後、筋組織を採取して解析
したところ、コントロールとコンディショナ
ルノックアウトとの間に顕著な違いは見ら
れなかった。前頸骨筋にカルジオトキシンを
投与して筋再生を誘導し、筋再生誘導後 5 日

目に再生筋組織を採取した。ヘマトキシリ
ン・エオジン染色により解析したところ、コ
ントロールマウスでは壊死した筋線維は残
っておらず、中心核を持つ再生筋線維のみ確
認された。一方、コンディショナルノックア
ウトマウスの再生筋では、多数の浸潤細胞が
残存しており、壊死した筋線維も確認され、
著しい筋再生不全が起こっていた（図 2）。ま
た、幼弱な筋線維が陽性を示す eMyHC の発
現は、コントロールマウスでは再生 7 日目の
筋組織では殆ど見られなかったが、コンディ
ショナルノックアウトマウスの再生筋にお
いて、多数の eMyHC 陽性の筋線維が確認さ
れた。筋再生誘導後、28 日目の筋組織におい
て、コントロールと比較してコンディショナ
ルノックアウトマウスの再生筋では著しい
コラーゲンの沈着が見られた。また、筋再生
融合後、7 日目、28 日目の筋線維径を解析し
たところ、コンディショナルノックアウトマ
ウスの再生筋ではコントロールマウスの再
生筋と比較して、径の小さい筋線維径の割合
が増加した。これらの結果から、Klf5 は in 
vivo における筋再生に重要な因子であるこ
とが明らかとなった。 

 
(4) Klf5 ノックダウン/ノックアウトによる、
筋芽細胞での発現変動遺伝子の網羅的解析 
si-Control および si-Klf5 処理した C2C12 細
胞を分化誘導後 0, 1, 2, 3 日後に回収し、遺伝
子発現の変化を RNA-seq により網羅的に解
析した結果、myogenin を含む筋特異的遺伝
子の発現が si-Klf5処理により 有意に低下し
ていることが明らかとなった。さらに Klf5
抗体を用いた ChIP-seq により解析したとこ
ろ、これら筋特異的遺伝子の発現は、Klf5 に
よって直接制御されていることが明らかと
なった。 
 
以上のことから、Klf5 は筋分化とともにその
発現が誘導され、筋特異的遺伝子の発現を直
接制御することにより筋分化を正に制御す
る転写因子であることが明らかとなった（論
文投稿中）。今後さらに Klf5 の機能解析を進
めることによって、筋ジストロフィーなどの
難治性筋疾患や、加齢による筋量と筋力の低
下を示すサルコペニアの治療法などに応用
できる可能性があると考えられる。 
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