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研究成果の概要（和文）：骨格筋分化では、ヒストンH3.3が分化前から分化特異的遺伝子を“マーキング”する
ことで分化後の選択的な遺伝子発現をもたらす。H3mm7は、骨格筋で発現が高かいことが明らかとなっているが
その機能は不明である。そこで、本研究では、H3mm7の機能解析を行った。培養細胞を用いた解析から、H3mm7が
遺伝子に取り込まれると転写規定レベルが変化することが明らかとなった。また、H3mm7を含むヌクレオソーム
の構造は、H3.3ヌクレオソームに比べ不安定であった。これらのことから、H3mm7はゲノム中に取り込まれるこ
とでヌクレオソームを不安定化し、遺伝子発現を促進していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The histone H3 variant H3.3 marks skeletal muscle specific genes in the 
undifferentiated state to provide selective gene expression during differentiation. Although some of
 the newly discovered histone variants have been shown to be highly expressed in skeletal muscle, 
their functions are still unknown. In this study, we performed functional analysis on one of these 
variants, H3mm7, in skeletal muscle. Using cultured cells, it was revealed that a rate change in 
gene expression occurs when H3mm7 is incorporated into the gene. In addition, the structure of the 
nucleosome containing H3mm7 was found to be less stable than the H3.3 nucleosome. These results 
together suggest that H3mm7 facilitates the expression of skeletal muscle genes by destabilizing 
nucleosomes at these genes to promote skeletal muscle differentiation.
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１．研究開始当初の背景 
個体が様々な形質を獲得してゆくためには
多様な細胞への分化が必須であるが、この過
程にはゲノム上に存在する2-3万もの遺伝子
から特定の遺伝子が選択される必要がある。
これまで、クロマチンやエピジェネティクス
研究の進展に伴い、細胞分化における特徴的
な遺伝子発現や分化にかかわる遺伝子は、
DNA のメチル化、クロマチン構造変換、ヒス
トン修飾に至るまで詳細に解析されてきた
ものの、すべて個々の因子についての解析で
ある。よって、多分化能を有する幹細胞から
分化に必要な一群の遺伝子を選択するとい
う分化を理解する上でもっとも基本的な疑
問に対する答えは未だ見出されていない。 
２．研究の目的 
骨格筋分化では、ヒストン H3 バリアントの
一つであるヒストン H3.3 が、分化前から分
化特異的遺伝子を“マーキング”することで
分化後の選択的な遺伝子発現をもたらす。つ
まり、ヒストンの選択的な取り込みは最も初
期の遺伝子選択機構であると考えられる。申
請者は、最近の研究で、マウスゲノムにおい
て、未知のヒストン H3 バリアント遺伝子を
14 種同定した。更に、これら新規 H3 バリア
ント遺伝子のうち、H3mm7 を含む複数のヒス
トンバリアントが H3.3 と同様に選択的遺伝
子発現に関与することを明らかにした(論文
投稿中)。そこで本研究では、骨格筋組織で
強く発現していたH3mm7の骨格筋分化におけ
る機能解析を明らかにすることを目的とし
た。 
３．研究の方法 
H3mm7 の骨格筋分化における機能を解析する
ために、骨格筋芽細胞 C2C12 で H3mm7 遺伝子
座を欠損させた細胞を作製し骨格筋分化に
対する影響を mRNA-seq により評価する。
H3mm7 の欠損が確認されている線維芽細胞に
H3mm7 を発現させ、MyoD の強制発現による骨
格筋前駆細胞へのダイレクトリプログラミ
ングの系を用いる。ChIP-seq により、H3mm7
のゲノム上での分布とH3mm7取り込み依存的
なヒストン修飾状態を、骨格筋前駆細胞へと
形質転換される段階を経時的に解析する。こ
れにより、H3mm7 が、いつ、どの領域で骨格
筋分化における遺伝子選択に関わるのか明
らかにする。H3mm7 は、H3.3 と２アミノ酸の
みが異なる。H3mm7 のアミノ酸置換体を用い
て、これら２つの残基の機能を明らかにする。
以上を計画していた。 
４．研究成果 
H3mm7 遺伝子をノックアウト(KO)した骨格筋
芽細胞 C2C12 を CRISPR-Cas9 システムを用い
て作成した。mRNA-seq により骨格筋分化能を
評価したところ、H3mm7 KO 細胞は野生型に比
べ骨格筋分化が遅延していた。この分化遅延
は、H3mm7 KO 細胞に GFP を融合させた H3mm7
を強制発現させることで回復していた。さら
に、転写レベルでの変化を評価するために
mRNA-seq を行った結果、骨格筋関連遺伝子に

限らず転写レベルが変化している遺伝子群
があることが明らかとなった。次に、H3mm7
遺伝子を持たない NIH3T3 線維芽細胞に MyoD
依存的な骨格筋分化能を評価する系を用い
て、H3mm7 がグローバルに転写の規定レベル
を変化させるのか、骨格筋遺伝子特異的に転
写レベルを変化させるのか評価した。その結
果、H3mm7 を強制発現させた NIH3T3 は転写の
規定レベルが変化しており、MyoD 依存的な骨
格筋形質転換により野生型に比べ骨格筋分
化が促進された。また、ChIP-seq 解析により、
この転写規定レベルの変化がH3mm7の取り込
み依存的であることを確認した。さらに、生
化学的解析の結果、H3mm7 を含むヌクレオソ
ームは H3mm7 のアミノ酸配列と異なる 2つの
アミノ酸を持つ H3.3 ヌクレオソームに比べ
て不安定であることが示された。また、結晶
構造解析から、H3.3 のアミノ酸配列と異なる
2つのH3mm7に固有のアミノ酸のうちA57が、
ヌクレオソームにおける不安定性の要因と
なることが示唆された。これを確かめるため
にH3.3にT32もしくはS57変異を加えNIH3T3
に強制発現させ、骨格筋分化能を評価した。
その結果、H3.3 A57 を発現させた細胞で骨格
筋分化が促進された。加えて、マウス組織に
おける遺伝子発現解析の結果、H3mm7 は骨格
筋幹細胞で発現が高かった。これらのことか
ら、H3mm7 は、ゲノムに取り込まれることで、
遺伝子の転写 rate を変化させ、特に分化時
に骨格筋遺伝子に取り込まれることでヌク
レオソームを不安定化し、遺伝子発現を促進
していることが示唆された。 
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