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研究成果の概要（和文）：関節の拘縮や機能低下の原因となる筋内脂肪浸潤と異所性骨化の分子メカニズムを解
明するため、我々はクロマチン蛋白HMGB2を標的とした研究を行った。Hmgb2-/- MSCを用いて骨分化と脂肪分化
誘導を行った結果、野生型と比較して骨分化が促進した一方、脂肪分化は誘導されなかった。脂肪分化において
は、HMGB2がそのマスター遺伝子であるPpargとCebpaを介して制御する可能性が示唆された。一方で、マウス骨
髄由来間質系細胞であるST-2をBMP-2で骨分化誘導する際、Hmgb2をノックダウンすると、脂肪分化が誘導され
た。HMGB2は筋内脂肪分化と骨内脂肪分化の両方に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism on fatty infiltration and ectopic 
ossification in muscles that causes joint contracture and dysfunction, we focused on a chromatin 
protein HMGB2. We found that adipogenesis was suppressed in Hmgb2-/- MSC, although osteogenesis is 
accelerated. HMGB2 may regulate adipogenesis via Pparg and Cebpa pathways. Knock down of Hmgb2 
induced adipogenesis in bone marrow-derived ST2 cells following osteogenesis induction. These 
findings suggested that HMGB2 may be deeply involved in adipogenesis in both muscles and bones.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 筋内脂肪浸潤　異所性骨化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
筋内脂肪浸潤と異所性骨化は、整形外科分野では外傷後や手術後にしばしばみられ、治癒の阻害因子となるが、
その分子メカニズムは明らかでない。本研究では脂肪分化、骨分化の運命を決定する因子として、クロマチン蛋
白HMGB2に注目し、その細胞分化運命を決定づける「スイッチ」の役割について検討した。その結果、HMGB2は
PpargとCebpaを介して筋内幹細胞の脂肪分化を誘導する一方で、骨髄由来幹細胞の骨分化の過程においては、
HMGB2の欠失が脂肪分化を促進することが明らかとなった。HMGB2を制御することで、肩腱板断裂や関節拘縮など
の予防や治療に貢献できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
筋内異所性骨化と異所性脂肪浸潤は、整形外科分野では外傷後や手術後にしばしばみられ、治癒
の阻害因子となる。本来は骨組織が形成されない部位に病的な骨形成が起こる現象として，筋組
織内での異所性骨化が広く知られている。筋内異所性骨化は過度のリハビリテーションや打撲、
脊髄損傷後にしばしばみられ、関節の可動域制限を伴い、著しい患者の活動性の低下を引き起こ
す。一方で、筋内異所性脂肪浸潤は、肩腱板断裂後の筋内に発生し、これによる筋脆弱性が腱板
断裂修復後の成績不良因子となる。しかしながら、その分子メカニズムについては明らかにされ
ていない。これまで応募者らは、クロマチン蛋白 HMGB2 に注目してきた。HMGB2 は軟骨表層の特
異的に発現し、軟骨表層の恒常性維持と細胞死の抑制に関与するが、この蛋白の加齢依存的な喪
失が軟骨表層の破綻を引き起こし、変形性関節症の初期発症機転の一因となり得る。軟骨表層に
は未分化な幹細胞が多く含まれており、実際 HMGB2 はヒト及びマウス骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）
に強く発現している。興味深いことに、Hmgb2-/-マウス骨髄由来 MSC では、in vitro の実験系で
骨分化が促進される(Taniguchi et al. J Biol Chem 2011)。一方、Hmgb2-/- MSC では脂肪分化
へ誘導されないことを最近我々は preliminary な実験で発見し、HMGB2 が MSC の脂肪分化、骨分
化を決定する重要な因子である可能性について検討した。HMGB2 は LEF1、RUNX2 と直接結合し、
Wnt シグナルを介して軟骨細胞のアポトーシスと内軟骨骨化を抑制する。これまで古典的 ・非
古典的 Wnt シグナルは異なる分子機構で骨芽細胞分化を正に制御し，脂肪細胞においては核内
レセプター型転写因子 PPARG の発現と機能制御を介し，負に制御することが報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、HMGB2 の筋組織における異所性骨化と異所性脂肪浸潤に関わる分子メカニズム
を解明し、HMGB2 を制御することにより、それらの病態に対する新しい治療法や予防法を確立す
ることである。これまで脂肪分化、骨分化の運命を決定する因子として、Wnt シグナルが報告さ
れているが、その細胞分化運命を決定づける「スイッチ」の役割を果たす転写因子の検討はほと
んどされていない。これまで応募者が、MSC に発現しその恒常性維持と軟骨分化に関わると報告
したクロマチン蛋白 HMGB2 をアンカーとして、筋内異所性骨化と異所性脂肪浸潤の起源細胞の
同定とそのメカニズムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス肩腱板断裂モデルの棘上筋を用いて、HMGB2 の発現と筋内脂肪浸潤との関連について

検討し、筋内脂肪分化の起源細胞を同定する。 
 

(2) WT MSC, Hmgb2-/- MSC を用いて、In vitro 実験で骨分化、脂肪分化を誘導させ、Wnt シグナ
ルの関与と HMGB2 の役割について検討する。 

 

(3) 骨格筋特異的な HMGB2 Tg モデルと KO モデルをゲノム編集法により作製し、筋内異所性骨
化、異所性脂肪浸潤の程度を評価する。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 筋内脂肪浸潤の動物モデルとして、ラット腱板断裂モデルを作製した。各週群の組織切片を

用いて免疫染色を行い、HMGB2 の局在を調べた。骨格筋内在性の PDGFRA 陽性間葉系前駆細
胞が筋線維間脂肪細胞の起源と報告されているため、併せて PDGFRA の局在を調べ、両者が
共発現していることを確認した。 

(2) In vitro の実験では、MSC を脂肪誘導すると、Hmgb2 は一過性に上昇し、その後低下するが、
この発現は Pparg, Cebpa に先行した。この発現パターンは時間依存性に低下がみられる軟
骨分化、骨分化、筋分化と対照的であった。 

(3) Hmgb2-/- MSC を用いて In vitro の系で骨分化と脂肪分化誘導を行った結果、野生型と比較
して骨分化が促進した一方、脂肪分化は誘導されなかった。脂肪分化においては、HMGB2 が
そのマスター遺伝子である PPARG と CEBPA を介して制御する可能性が示唆された。 

(4) WT MSC と Hmgb2-/- MSC で HMGB2 と PDGFRA の蛍光二重免疫染色を行い、核内、細胞質に各々
脂肪分化誘導をかけて発現の変化を比較した結果、Hmgb2-/- MSC 内に PDGFRA の発現はみら
れず、脂肪分化による影響も受けなかった。 



(5) FACS を行って膜レセプターである PDGFRA の発現を比較検討した。骨髄中の MSC の特異的な
マーカーとして Sca-1 についても同様に検討した結果、WT MSC では PDGFRA と Sca-1 の発現
減少がみられたが、Hmgb2-/- MSC では不変であった。 

(6) マウス骨髄由来間質系細胞である ST-2 を BMP-2 で骨分化誘導する際、Hmgb2 をノックダウ
ンすると、骨芽細胞分化が抑えられ、脂肪細胞分化が誘導された。これが BMP 刺激時の特有
の現象なのか検証するため、5-azacytidine (5-AZA)による分化誘導系で siHmgb2 の効果を
検討した。その結果、5-AZA によって誘導された脂肪細胞分化は、siHmgb2 により有意に促
進し、Fabp4 発現で 2 倍程度となった。骨芽細胞分化においては、5-AZA による誘導自体は
弱いが、siHmgb2 の影響はなく、軟骨細胞分化も同様であった。筋細胞分化については 3週
以上経過してもマクロ的に myotube は出現しないものの、マーカーについては myosis heavy 
chain 2 (Myh2)が上がってくる条件で、siHmgb2 はこれを抑制する結果であった。 

(7) マウス胚由来線維芽細胞株 C3H/10T1/2 を用いて同様に検討した結果、5-AZA による脂肪細
胞分化を siHmgb2 はやはり強力に促進し、Fabp4 も ST-2 同様に倍化し、ST-2 細胞株を用い
た結果が再現された。 

(8) 以上の腱板断裂モデルと MSC を用いた in vitro の実験により、HMGB2 は筋内脂肪分化と骨
内脂肪分化の両方に関与する可能性が示唆された。内因性 Hmgb2 は、BMP や 5-AZA の刺激に
かかわらず、脂肪細胞分化に抑制的に働いていると解釈できる。申請者は、先の論文で Hmgb2
と Lef1 が協調的に Wnt/β-catenin を促進することを示しており（Taniguchi et al. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2009）、今回の ST-2 細胞株を用いた実験においては、siHmgb2 によ
り Wnt シグナルが減り、骨芽細胞分化も抑制されたと推測している（図１）。 

(9) In vivo の実験に関しては、コロナウィルス感染拡大に伴う動物実験施設への立ち入り制限
等でマウス作製が大幅に遅延したが、マウスは作製済であり、引き続き解析を進める予定と
している。 

 
HMGB2 を制御することで、肩腱板断裂後にみられる筋内脂肪変性や、加齢依存性の筋内脂肪変性、
あるいは脂肪髄への進行が抑制できるかもしれない。サルコペニアや骨折などの予防はもとよ
り、腱板修復術や骨接合術、脊椎固定術など、治療成績向上への応用も期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 本研究で明らかとなった ST-2 細胞の骨芽細胞分化と脂肪細胞分化を決定するスイッチと    

しての HMGB2 の役割 
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