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研究成果の概要（和文）：本研究では、胎生期マウス舌筋発生において筋前駆細胞から筋サテライト細胞への分
化制御の仕組みを解明する目的で、Pax7－Nfix－Notchを中心とした制御分子群の発現解析と免疫組織化学的解
析を行った。その結果、①舌原基でのNfix発現は胎生10.5日から急速に発現上昇し胎生14.5日でピークを示すこ
と、②筋サテライト細胞への分化制御因子候補のPax7, Hesr3, Cxcr4等が舌筋でのNfix発現と呼応して胎生14.5
日で発現上昇すること、③Nfixを標的としたmicroRNAが特異的に発現すること、④Cxcr4－Cxcl12シグナルが筋
サテライト細胞の分化制御に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the differentiation into muscle satellite cell regulated by 
Nfix and their related factors during mouse tongue development. Tongue primordia were dissected from
 ICR mouse embryos at E9.5-18.5. Gene expression analysis was carried out by mRNA/microRNA 
microarray, qPCR and immunohistochemistry. We confirmed that Nfix expression started at E10.5 and 
reached its peak level at E14.5. Nfix-positive myogenic cells were detected after E11.5. Satellite 
cell differentiation-regulatory genes (e.g. Pax7, Hesr3 and Notch1) were up-regulated after E14.5. 
Multiple microRNAs that target Nfix mRNA involved in regulating myogenic gene expression. 
Nfix-positive myogenic cells were localized in tongue primordia after E11.5. Their myogenic cells 
and surrounding vascular endothelial cells were Cxcr4- and its ligand Cxcl12-positive, respectively.
 Suggesting that Nfix and its related gene/miRNA expression may play a pivotal role in satellite 
cell differentiation during tongue myogenesis.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 筋サテライト細胞は骨格筋組織の形成・維

持・再生において中心的な役割を担っており、

通常、休止状態の単核細胞として筋線維上に

存在するが、筋損傷や運動などの刺激により

速やかに活性化され、胎生期での筋発生と同

様な過程を経て筋線維へと分化する。筋サテ

ライト細胞はその特異的な筋分化能から、筋

組織疾患であるサルコペニアや筋ジストロ

フィーなどに対する細胞療法の最も有力な

候補として注目されている（Briggs & Morgan, 

2013）。これまで成体における再生過程での

筋サテライト細胞から筋線維への分化に関

する研究は伸展してきたが、胎生期での筋サ

テライト細胞の分化の異常に起因している

ことも示唆されており、これらの筋組織疾患

の本質を理解する上でも胎生期における筋

サテライト細胞への分化誘導過程を詳細に

解析することは重要と考える。 

 胎生期における骨格筋発生では、筋前駆細

胞から筋芽細胞へ分化する系譜と筋サテラ

イト細胞へ分化する系譜に分岐する。筋芽細

胞分化の系譜では、体節由来の筋前駆細胞が

骨格筋分化のマスター遺伝子 MyoD を発現し

て筋芽細胞へと分化し、Myogenin の発現によ

り筋芽細胞の融合（筋管細胞）を経て成熟し

た筋線維が構築される。この筋芽細胞の分化

段階では、まず胚性筋芽細胞が 1st 線維を形

成し、その後、胎性筋芽細胞が 2nd 線維を構

築する。この胚性筋芽細胞から胎性筋芽細胞

へのスイッチングには転写因子 Nfix が基軸

として働く。 

 一方、この筋芽細胞分化の系譜とは別に、

MyoD 発現を抑制し Pax7 発現を上昇させるこ

とによって筋サテライト細胞に分化するも

のが現われる（マウス体肢筋では胎生 16.5

日前後から出現）。Pax7 は筋サテライト細胞

が筋幹細胞として機能するための中心的な

役割を担う（Mourikis ら, 2014）。Nfixは Pax7

の下流に位置しており、筋前駆細胞から筋サ

テライト細胞への分化に寄与することが示

唆されている。 

 また、この筋サテライト細胞への分化には

Notch が不可欠であり、Pax7 の発現維持と

MyoD, Myogenin の発現抑制に働く。Notch 分

子では細胞内ドメイン領域が分割・遊離・核

内移行して、筋サテライト細胞の分化制御に

働く遺伝子を標的として転写誘導する。この

過程では Sdc3, Mstn, Cxcr4, Cebpb も Notch

と協働して筋芽細胞の分化抑制に働く

（Olguin ら, 2014）。Notch の標的遺伝子で

ある Hesr3 と同 family に属する Hesr1 の二

重欠損マウス（単独欠損では不顕）では筋サ

テライト細胞が休止状態を維持できず筋線

維に分化するため、結果として細胞数が減少

し筋再生異常が起こる。 

 これまでの研究では、組織内で集積する筋

前駆細胞から筋芽細胞/筋サテライト細胞へ

の方向付けと筋サテライト細胞に至る仕組

み、筋線維上に位置するための細胞間相互作

用についても不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、胎生期マウス舌筋発生に

おける筋前駆細胞から筋サテライト細胞へ

の分化誘導に働く分子制御機構を明らかに

することである。特に、分化制御の中心的な

役割を担うPax7―Nfix―Notchを基軸とした

分 子 ネ ッ ト ワ ー ク と そ の 調 節 に 働 く

microRNA（miRNA）に着目した。この目的に

向けて、胎生期舌筋組織での免疫多重染色に

より、分化過程にある筋サテライト細胞の挙

動と表現型の推移を解析するとともに、遺伝

子/miRNA の網羅的な定量解析により、分化誘

導に働く候補因子を抽出した。 

 

３．研究の方法 

日本歯科大学生命歯学部の動物実験委員

会のガイドラインに従って、実験動物として

ICR 妊娠マウスを使用し、所定の妊娠時期ま



で飼育した。試料採取に際しては、胎生 9.5

～18.5 日の妊娠マウスを麻酔による安楽死

後、速やかに胎仔個体を摘出し、体幹部を含

む頭部口腔顎顔面部分を採取した（各時期の

胎仔約 30 個体を使用）。 

マイクロアレイを使った網羅的な解析で

は、遺伝子発現には Mouse GeneChip アレイ

（Mouse Genome 430A 2.0、Agilent）を用い

て発現解析・発現パターン解析・遺伝子間の

関連性の解析を行った。microRNA 発現には

Mouse miRNA アレイ（miR Base ver.12.0、

Agilent）を用いて発現解析および mRNA と

miRNA 間のデータの統合解析を行った。マイ

クロアレイデータの処理には、Ingenuity 

Pathway Analysis（IPA）解析（Ingenuity 

Systems、USA））を使って遺伝子プロファイ

リングを実施した。遺伝子相互のパスウェイ

解析には IPA のほかに、KEGG パスウェイ（京

都大学, www.genome.jp/kegg）を使用した。 

DNA マイクロアレイ法で検出された遺伝子

発現レベルを検証する目的では、アレイ分析

用試料をリアルタイム PCR で定量分析した。

遺伝子発現の部位特異性を検証する目的で

は、免疫組織化学による翻訳産物の局在を確

認するとともに、EMAGE/ MGI（mRNA in situ 

hybridization database）データベースのISH

画像から遺伝子発現部位を確認した。さらに、

両突起の微細領域での遺伝子発現を確証す

る目的で、組織顕微切断とリアルタイム PCR

による解析を実施した。 

免疫組織学的解析では、胎生 10.5～18.5

日のマウス胎仔を対象として、舌原基/組織

の薄切切片上での骨格筋系譜の細胞マーカ

ーや筋分化制御因子などの特異抗体を用い

た免疫多重染色を行い、舌筋の細胞系譜を識

別した。筋サテライト細胞への分化誘導に関

わる誘導因子候補（Cxcr4 とそのリガンド

Cxcl12 等）に対しては組織内局在の検討を行

った。 

 

４．研究成果 

(1) 舌原基での筋サテライト細胞の分化制

御因子 Nfix とその関連遺伝子の発現 

顎顔面領域での異なる胎齢期の試料間で

のDNAマイクロアレイデータに基づいた遺伝

子発現の網羅的な解析とIPAによる遺伝子群

の機能・パスウエイなどのアノテーション解

析によって、胎生 10.5 日から胎生 11.5 日に

かけて筋分化に関連した遺伝子群の発現が

有意に上昇することがわかった。胎生 11.5

日から胎生 14.5 日にかけては、Nfix1 の制御

下にある胚性筋芽細胞と胎性筋芽細胞の分

化スイッチの指標となる遺伝子群や筋サテ

ライト細胞に関わる遺伝子群と microRNA 群

の発現上昇がみられた。 

筋サテライト細胞の分化に関わる遺伝子

群として、舌原基における Nfix の発現は、

胎生 10.5 日から胎生 11.5 日にかけて急速に

上昇して胎生 14.5 日でピークとなり、その

後、一定の発現量を維持していた。興味深い

ことに、この解析結果は体肢骨格筋では胎生

14.5 日以降（胎生 16.5 日で発現ピーク）で

発現することと異なっており、舌筋の特異性

が反映していると考えられた。Nfix の関連遺

伝子としては、Pax7 は胎生 11.5 日で急上昇

し、胎生 13.5 日で発現ピークを示した。そ

のほか、Hesr1, 2, 3, Notch1, Dll1, Jag2, 

Sdc3, Cxcr4, Cxcl12, Cebpbの発現パターン

も確かめられた。これらの筋サテライト細胞

の分化に関わる遺伝子のなかで、Cxcr4 と

Cxcl12が注目された。 

microRNA についての検討では、Nfix を標

的とする miR-10, -92a, -103, -124, -130, 

-152, -378, -483 と Pax7 を標的とする

miR-145, Let-7が舌筋のサテライト細胞の分

化に寄与していることが示唆された。このな

かで、miR-152と miR-378は Nfixの発現パタ

ーンと極めて類似しており、これらの間の関

連性が特に注目された。 

 



(2) 舌原基での筋細胞系譜の Nfix の発現と

関連因子の局在 

 舌初期発生の形態学的な指標となる外側

舌隆起は、癒合直前（胎生 11.0 日）の下顎

突起背側で左右同調性を保って組織隆起と

して誘導され、下顎突起の癒合完了（胎生

11.4 日）により正中溝を挟んで左右対称の 2

峰性の隆起として識別できる。外側舌隆起の

形成時期においては、筋前駆細胞（Desmin 陽

性）は正中溝直下に集結し、筋系譜の細胞集

団を構築する。筋系譜の細胞集団の中央部付

近では、MyoD を発現した筋芽細胞が、辺縁部

では筋前駆細胞がそれぞれ位置していた。辺

縁部の筋前駆細胞から筋サテライト細胞へ

分化することが考えられた。なお、外側舌隆

起の組織隆起の成立には、筋系譜細胞は参画

しておらず、筋系譜の細胞集団周囲の非筋系

譜（Desmin 陰性）の間葉細胞の増殖によるこ

とが判明した。 

 筋前駆細胞から筋サテライト細胞へ分化

に関して、舌原基内では、筋系譜の Nfix 陽

性細胞は胎生 11.5 日に出現し、胎生 14.5 日

では散在性の局在が多数確認できた。さらに、

これらの舌筋系譜の細胞のなかにCxcr4共陽

性細胞の存在が確認された。Cxcr4 のリガン

ドである Cxcl12 は舌筋原基の内外に位置す

る血管あるいはリンパ管の内皮細胞に局在

していたことから、脈管内皮細胞から発した

Cxcl12シグナルは舌筋原基内のCxcr4を有す

る特定の筋系譜の細胞に結合・受容されると

考えられる。したがって、筋サテライト細胞

の分化制御には、脈管内皮細胞と舌筋細胞系

譜との間でCxcr4－Cxcl12シグナル系が重要

な働きをしているものと推察できる。 

 

(3) まとめ 

本研究では、胎生期での舌筋発生において、

筋前駆細胞から筋サテライト細胞への分化

に働く重要な分子として転写因子 Nfix とそ

の関連因子の発現と局在を明らかにした。舌

原基内では、胎生 11.5 日から胎生 14.5 日に

かけて筋系譜の一部の細胞は Nfix を発現し

ていることが確かめられた。筋サテライト細

胞への分化では、舌筋系譜の細胞と近傍の脈

管内皮細胞との間でCxcr4－Cxcl12シグナル

系を介して相互作用していることが示唆さ

れた。本研究から、舌筋細胞系譜での筋サテ

ライト細胞の分化には、Nfix を中心とした特

異な分子制御機構が精妙に働いていると推

察された。 
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