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研究成果の概要（和文）：分化特異的な転写因子による、ある組織細胞から別の分化系列へ分化転換現象が知られる。
間葉系組織では転写因子MyoDによる筋肉細胞への分化転換や、Sox9と複数の遺伝子の組み合わせで、軟骨細胞への分化
転換が起きると報告されている。MyoD以外では頻度が高く安定した効率の分化転換条件はまだ示されていない。MyoDの
転写活性化能に着目し、その転写活性化ドメイン（TAD）を他の転写因子と共同的に作用させて、安定した分化転換が
可能になるか否かを検討した。Runx2やsox9とTADを作用させると、転写活性化能は格段に上昇した。一方で安定かつ十
分な分化転換には更なる条件が必要である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sets of specific transcription factors may induce cellular conversion from one 
committed cell to another. In the mesenchylmal cell lineages, the transcription factor MyoD can induce 
non-muscle cells to muscle cells. It is also reported that co-transfection of Sox9 with other sets of 
transcription factors may induce chondrocytes from non- chondrocytes. However reproducible and highly 
efficient cellular conversion from non- skeletal to skeletal cells is still challenging. In this study, 
we examined whether cellular conversion from non- skeletal to skeletal cells can be improved by using 
transactivation domain (TAD) of MyoD. Addition of TAD to Runx2 and sox9 enhanced activity of 
transcriptional transactivation. Cellular conversion rates by those factors did not change significantly, 
suggesting that additional factors or improvement of experimental condition are required for the cellular 
conversion of non- skeletal cells.

研究分野： 発生学　薬理学
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１．研究開始当初の背景 
分化特異的な転写因子を発現することで、あ
る分化系列から別の分化系列へ分化転換を
起こすことが知られる。間葉系では転写因子
MyoD による筋肉細胞への分化転換や、最近
では Sox9 と他の複数の遺伝子の組み合わせ
で、軟骨細胞への分化転換が起きることが報
告されている。骨芽細胞については、Runx2
単独で骨芽細胞へ分化転換が起きると報告
がなされているが、間葉系細胞の一部に限ら
れ、他の細胞については頻度が高く安定した
効率の分化転換条件はまだ示されていない。 
細胞の背景が異なるか、あるいは他の因子が
必要であると想定されているが詳細は不明
である。 
 
２．研究の目的 
初期化や分化転換が極めて低い効率でしか
起きないが、その理由はほとんどわかってい
ない。非骨格系細胞から骨格系細胞への分化
転換の条件を探求するアプローチのひとつ
として、骨格系細胞特異的転写因子と MyoD
の転写活性化能の協調作用が有効なのでは
ないか、と仮説をたてそれを検証することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）骨格系細胞分化に関与する重要な転写
因子 runx2、 sox9、 Osterix についてそ
れぞれ fusion タンパクを作成し その機能
を解析した。runx2 の機能解析のモニターと
し て は runx2  binding site を 持 つ
osteocalcin プロモーターの OG-2 Luc に対
しての転写活性化能を用いた。sox9 について
は type II collagen promoter sox9 binding 
site を持つ coll2 sox9BD-Luc に対しての
転写活性化能を指標とした。 
（２）分化転換モデルの検討 
 分化転換モデルとしては Osx-cre-GFP 
マウス由来の細胞を用いた。これは the 
osterix (Sp7) promoter の 直 下 に tTA 
tetracycline transactivator があり、その
直下に tetracycline responsive element 
(TRE; tetO)-controlled GFP/Cre fusion 
protein が存在する。tetracycline analog 
doxycycline の非存在下では、Osx が発現し
ている細胞でオンになっており、ＧＦＰもプ
ラスになる。また 野生型マウスの皮膚由来
細胞も用いそれらについて、遺伝子導入後の
骨芽細胞、軟骨細胞への分化誘導後の形態的
変化の解析ならびに遺伝子発現解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）runx2 については MyoD TAD をつけたも
のが、付けないものに対して 20 倍以上転写
活性化が見られた。興味深いことに、2 コピ
ーの MyoD TAD fusion と 1 コピーのものと
比べると前者のほうが若干低く、コピー数と
活性化能には相関性は必ずしも高くは無く、

至適な量が存在する可能性が示された。 

 
また頻度は十分ではないものの、皮膚線維芽
細胞に対して発現させた場合に石灰化を伴
う分化をすることも確認された。 

 
活性化するメカニズムとさらなる活性化を
得る可能性を追求する目的で fusion タンパ
クによる活性化能とリンカータイプのもの
（glycin linker）とを比べ、それも挿入部
位が異なるものを用意した。glycin linker
を付与することによって若干の活性化の向
上が認められたが、顕著なものではなかった。
TAD の挿入位置を上流、下流、スペースを取
るなど様々な部位のものを調べた。しかしな
がら、位置そのものの影響は少なかった。
Osterix については活性化能をモニターでき
るプロモーターが無いため、下記の２）の方
法によりその機能を調べた。 
 さらに、TAD fusion と協調して働く分子
を探索し、その候補としてヒストン修飾タン
パクに着目した。ヒストンメチル化修飾酵素
が骨芽細胞や軟骨細胞の分化に伴って発現
が認められること、骨格系細胞において機能
を持つことを我々が見いだしておりその結
果から、それらの TAD fusion タンパク機能
への影響を調べた。本来、抑制型のメチル化
修飾を示すヒストンメチル化修飾酵素が、
TAD fusion 転写因子の機能に対しさらに促
進的に働く結果が得られた。現在、直接ある
いは間接的にヒストンメチル化修飾酵素が
影響を与える可能性について検討している。 
 
（２）分化転換については、Osx-cre-GFP mice
由来の皮膚線維芽細胞を培養し、ＧＦＰの状
態と Osx の発現状態を調べた。定常状態では
ほとんどＧＦＰは発現していないが、ＢＭＰ
処理することにより、ＧＦＰが発現すること
を確認した。内在性の遺伝子発現を調べて見
たところ、Osx、Id-1,ALP の遺伝子発現が
上昇しており、分化誘導が非骨芽細胞におい
てもモニターできることを確認できた。下記
はBMP処理後の皮膚線維芽細胞におけるＧＦ
Ｐの発現を示す。 

 



しかし上記の細胞に対して、TAD fusion を
強制発現させても、GFP は安定してはオンに
ならず、分化転換については、更なる条件検
討が必要であることが示唆された。 

 

以上のことからTAD fusionは有効である可
能性は示されたが、安定した分化転換を行う
にはエピジェネティック調節の制御を含む
転写活性化メカニズムのさらなる追求が必
要であることも強く示唆された。 
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