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研究成果の概要（和文）：申請者はこれまでに転写コファクターのTLE3が PPARγに作用して脂肪細胞分化を促進し、
それとは逆にRunx2の転写活性を抑制して骨芽細胞分化を抑制することを報告した(Kokabu S et al., 2013)。今回、生
理的条件下で脂肪細胞分化を抑制し、さらに骨芽細胞分化を促進することで骨量を増加させるWntシグナルによって TL
E3の発現が調節されることを見出した(Kokabu S et al., 2014)。さらにTLE3は骨格筋の組織幹細胞であるサテライト
細胞に発現し、骨格筋分化のマスターレギュレーターであるMyoDの転写活性を抑制することで筋分化を制御する可能性
を見出した。

研究成果の概要（英文）：Groucho/TLE family members are transcriptional co-factors in metazoans that play 
critical roles during development and cell fate determination. We recently reported that TLE3, one of the 
Groucho/TLE family members, regulates the balance between osteoblast and adipocyte formation from 
mesenchymal stem cells (Kokabu S et al., 2013).
Here, we reported that canonical Wnt signaling increases the expression levels of TLE3 while TLE3 
suppresses canonical Wnt signaling in bone marrow mesenchymal stem cells (Kokabu S et al., 2014). We also 
suggested the possibility that TLE expresses by satellite cells, skeletal muscle stem cells, and 
interacts with the bHLH domain of MyoD and interferes with the formation of a complex between MyoD and 
E-protein, which consequently results in repression of MyoD transcriptional activity and myogenesis.

研究分野：骨・骨格筋代謝
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１．研究開始当初の背景 
 加齢性の骨粗しょう症やサルコペニアで
はそれぞれ骨髄の脂肪化および骨格筋内へ
の脂肪浸潤が認められる。その結果、機能性
の骨や骨格筋量が減少し、ロコモティブシン
ドローム、ひいては要支援、要介護の原因と
なる。そのため超高齢社会のわが国ではこの
骨髄の脂肪化および骨格筋への脂肪浸潤は
解決すべき問題であるが、その詳しい病態メ
カニズムは明らかでない。 
 われわれはこれまでに転写共役因子 TLE3
が骨髄の間葉系幹細胞に発現し脂肪細胞と
骨芽細胞分化を制御することを見出した。そ
の制御メカニズムとして脂肪細胞分化と骨
芽細胞分化のマスターレギュレーターであ
る PPARγとRunx2に対してTLE3がその転写
活性をそれぞれ亢進と抑制することによる
と考えられた(Kokabu S et al., 2013)。 
 
２．研究の目的 
 脂肪細胞、骨芽細胞そして筋芽細胞はいず
れも間葉系幹細胞から分化する (図 1)。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに TLE3 は発生期の骨格筋に発現し、
また、TLE3 は様々な転写因子に作用して細
胞分化を制御することが知られていること
から、TLE3 は骨格筋の分化にも関与するの
ではないかという仮説を立案した。 
 そこで、本研究では①まず TLE3 の発現調
節機構を明らかにし、さらに②骨格筋分化に
対する TLE3の役割を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
 Single Fiberは 8週齢雄マウス長指伸筋より
採取して免疫染色を行った。筋芽細胞 C2C12
と線維芽細胞 10T1/2 細胞を用いてルシフェ
ラーゼ活性を測定した。mRNA の発現量は
real-timePCR 法で定量した。cDNA のクロー
ニングは、通常の RT-PCR法で行い、DNAの
塩基配列を確認した。タンパク質の発現量は
ウエスタンブロット法で行った。  
 

４．研究成果 
 TLE3 のプロモーター領域を含むルシフェ
ラーゼレポーターを作製し、TLE3 の発現制
御因子をスクリーニングしたところ、生理的
条件下で脂肪分化を抑制し骨芽細胞分化を
促進する古典的Wntシグナルが TLE3の発現
を誘導することを突き止めた。さらに間葉系
幹細胞において TLE3の過剰発現はWntシグ
ナルを抑制することも明らかにした(Kokabu 
S et al., 2014)。 
 これまでの知見を総合すると TLE3 は
Runx2や PPARγに直接作用するだけでなく、
Wntシグナルを介した経路でも脂肪分化促進
と骨芽細胞分化を抑制し黄色骨髄化に関与
している可能性がある ( Kokabu S et al., 
2016；図 2）。 
 
  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 次に骨格筋分化に対する TLE3 の役割を検
討するために、まず免疫染色法で TLE3 は前
脛骨筋筋線維の周囲にある細胞で発現する
ことを確認した。筋線維周囲にあるサテライ
ト細胞は筋肉の組織幹細胞である。そして
Fiber染色によりTLE3は静止期のサテライト
細胞では TLE3 は発現していないが、活性化
し増殖・分化している TLE3 で発現すること
が明らかになり、TLE3 は骨格筋細胞の増加や
分化に影響を与えている可能性があること
が明らかとなった（図 3）。  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 間葉系幹細胞の分化 

図２ TLE3 の発現調節機構 

図３ TLE3 はサテライト細胞に発現する 



 C2C12 細胞はサテライト細胞由来の細胞株
である。そこで shRNA を用いて C2C12 細胞の
内在性の TLE3 をノックダウンしたところ、
TLE3がノックダウンされた細胞ではC2C12細
胞の筋分化が亢進した。そして骨格筋分化の
マスターレギュレーターである MyoD の発現
レベルが変化しなかったことから TLE3 は
MyoD に転写活性に作用して筋分化を制御す
るのではないかと考えた。そして C2C12 細胞
において内在性の MyoD と TLE3 が会合するこ
とが免疫沈降法で明らかとなった (図 4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 線維芽細胞株 10T1/2 細胞は筋細胞分化能
を有するが、C2C12 細胞に比べ内在性の TLE3
と MyoD の発現量が少ない。そこで 10T1/2 細
胞を用いて、TLE3 が MyoD および MyoD が誘導
する筋細胞分化に対する分子メカニズムの
解明を試みた。するとTLE3の過剰発現はMyoD
の過剰発現が誘導するMG185-Luc活性を抑制
し、さらに MyoD の過剰発現が誘導する筋細
胞分化を抑制した (図 5)。 

 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 つぎに、TLE3 のどの部分が MyoD に会合し転
写活性を制御するかを検討するために、様々
な TLE3 の欠失変異体を作製して実験をおこ
なったところ、TLE3 の Q ドメインと SP ドメ
インが MyoD との会合と転写制御に必須であ
ることが明らかとなった (図 6)。 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 つぎに、MyoDのどの部分がTLE3と会合し、
制御を受けるのか検討するとために3種類の
MyoD 欠失変異体を作製し、ルシフェラーゼア
ッセイと免疫沈降実験を行った。すると、
TLE3 は MyoD の bHLH ドメインと会合し、転写
制御することが明らかとなった (図 7)。 

 

  

 

 

 

 

 

  最後に TLE3 が MyoD の転写活性を抑制し、
筋細胞分化を抑制するメカニズムを解明す
るために、生理的に MyoD の bHLH ドメインと
会合し、ヘテロダイマーを形成することで
MyoD の標的遺伝子の転写を制御する E 
protein に着目した。すると TLE3 の過剰発現
は MyoD と E-protein との会合を阻害し、MyoD
の転写活性を抑制することが明らかとなっ
た (図 8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 TLE3 は C2C12 細胞の筋細胞分化を抑制する 

図 5 TLE3 は MyoD の転写活性を抑制する 

図 6. MyoD の抑制には TLE3 の Qドメインと 
SP ドメインが重要である 

図 7 TLE3 は MyoD の転写活性を抑制する 

図 8 TLE3 は MyoD と E-protein の会合を 
阻害して転写活性を阻害する 



 以上より、TLE3 は MyoD の転写活性を制御
し筋細胞分化を抑制することが明らかとな
った。TLE3 は骨格筋の組織幹細胞であるサテ
ライト細胞に発現しているため、TLE3 は生理
的な筋再生に関与しているかもしれない。上
記内容は現在、論文投稿準備中である。 
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