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研究成果の概要（和文）：間葉系分化転換モデルとして 10T1/2 線維芽細胞を用い、脱メチル
化ならびにヒストン修飾に影響を与える試薬を作用させ、分化転換に及ぼす影響を調べた
ところ、Aza-cytidine による筋肉分化誘導に対し、HDAC-inhibitor TSA がその効果を抑
制した。同様に myoD 誘導による筋肉分化誘導に対して TSA が抑制した。myogenin promoter
の CpGメチル化レベルはBisulfateシークエンスでは Aza-cytidineで脱メチル化が起き
る部位がみられた。一方 myoD による筋肉分化において、amplicon シークエンスによる解
析を行ったところ CpG メチル化の変動は認められなかった。 
研究成果の概要（英文）： We examined epigenetic changes during cell fate change of 

mesenchyal cells, using 10T1/2fibroblastic cells. Aza-cytidine treatment induced myogenic 

differentiation whereas HDAC-inhibitor TSA blocked it. TSA also blocked  ER-myoD 

induced myogenesis. Bisulfate sequence and targeted amplicon using sequence next 

generation  reveled that myoD induced myogenin expression does not accompanied  with 

change of CpG methylation irrespective of presence of TSA. 
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１．研究開始当初の背景 

生物では、分化した細胞から逆により未分化
な状態に戻る脱分化という現象が、まれに起
こることは知られていたが、それを人為的に
コントロールすることは容易ではない、と考
えられていた。ところが、体細胞から胚性幹
細胞のような全能性を持った細胞に逆戻る
初期化という現象を、人為的に誘導できるこ
とを示したのが、山中らによる iPS 細胞であ
る(Takahashi and Yamanaka, Cell 2006)。
一方 Weintraub らは分化した体細胞が、別の
異なる分化系列に転換する現象、すなわち
MyoD を発現することで線維芽細胞、皮膚、脂
肪などの体細胞が筋肉細胞へ分化転換する
ことを示した。分化過程のみならず、脱分化
や初期化には DNA の CpG メチル化とヒストン

修飾の量あるいは分布が変化することから、
エピジェネティックに働く制御分子が重要
な役割を担うと考えられている。 
 一方、転写因子 MyoD から筋肉の最終分化
に至る分子カスケードは詳細に検討されて
おり、最近では MyoD のターゲット領域はゲ
ノム上広範囲に存在すること(Cao, etal., 
Cell 2010)、 MyoD がターゲット領域のメチ
ル CpG の脱メチル化を起こす可能性が示唆
されている。しかしながら MyoD による他の
細胞から筋肉細胞への分化転換には、脱分化
を介するか、あるいは直接分化に関わる分子
カスケードをオンにするのかは十分に明ら
かではない。 
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筋肉細胞で特異的に発現する転写因子 MyoD
を、線維芽細胞や皮膚細胞、脂肪細胞におい
て強制発現させると、筋肉細胞の性質を獲得
させることができる。それはある分化系列か
ら別の分化系列へ分化転換がおきたと考え
られている。ここではゲノム DNA の脱メチル
化、ヒストン修飾の変化を伴う脱分化を介す
るか、あるいは直接的に別の細胞分化系列へ
分化誘導するのかは十分に明らかではない。
本研究ではとりわけ前者の可能性について、
間葉系細胞の分化転換に焦点をあて、エピジ
ェネティックなアプローチで解析すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 

（1）Aza-cytidine 処理による線維芽細胞か
ら筋肉への分化転換モデル 
10T1/2 線維芽細胞を Aza-cytidine 処理単独
あるいはヒストン修飾に影響を与える試薬
とともに処理し、間葉系分化に及ぼす影響を
観察する。 
（2）MyoD の発現誘導による分化転換モデル 
 MyoDを発現誘導するためestrogen誘導性の 
myoD 発現ウィルスベクターを 10T1/2線維芽
細胞に感染させ、estrogen（40HT）による発
現誘導を行う。発現誘導によっておこる筋肉
分化に対してヒストン修飾に影響を与える
試薬が与える影響を解析する。 
（3）Aza-cytidine 処理による線維芽細胞に
おける DNA メチル化の解析 
10T1/2 線維芽細胞を Aza-cytidine 処理単独
あるいはヒストン修飾に影響を与える試薬
とともに処理し、DNA メチル化に及ぼす影響
を Bisulfate シークエンスにてmyogenin 
promoter を中心に観察する。 
（4）MyoD の発現誘導によるDNA メチル化の
解析 
 MyoDの発現誘導によりDNAメチル化が見ら
れるか、さらにヒストン修飾に影響を与える
試薬によってそのメチル化はどのように変
化するかを観察する。 
 (5) Bisulfate 処理後の amplicon の次世代
シークエンスによる解析 
上記（４）でみられた変化をさらに詳細に解
析するため Bisulfate 処理後のamplicon を
次世代シークエンスによって多数の配列の
変化を観察する。 
  
４．研究成果 
（1）Aza-cytidine 処理による線維芽細胞か
ら筋肉への分化転換モデル 
Aza-cytidine 処理(Aza)高効率に筋肉に分化
するが、同時に HDAC-inhibitor TSA 
を処理すると、筋肉分化が顕著に抑制された。 

 

（2）MyoD の発現誘導による分化転換モデル 
estrogen-responsive elements を持つ myoD
を発現することで筋肉分化が誘導され、それ
は TSA によって顕著に抑制され、他の
HDAC-inhibitor である VPA Sodium Butyrate
では起きなかった。 

 

 

（3）Aza-cytidine 処理による線維芽細胞に
おける DNA メチル化の解析 
myogenin promoter の DNA メチル化の解析で
は Aza-cytidine 処理により、脱メチル化が
起きるが、TSA によって顕著に抑制された。 

 



（4）MyoD の発現誘導によるDNA メチル化の
解析 
myoD を発現することで筋肉分化が起きる際
の myogenin promoter の DNA メチル化の解析
では myoD でメチル化レベルが下がり、TSA に
それが抑制される傾向がみられた。 

 

 

 (5) Bisulfate 処理後の amplicon の次世代
シークエンスによる解析 
amplicon の次世代シークエンスによる解析
ではどの条件でもメチル化レベルの変化が
見られなかった。 

 

これらから、MyoD による myogenin promoter
の活性化ならびにTSAによる抑制にはプロモ
ーター近傍の脱メチル化は関わらず、別の機
構が存在する可能性が示唆され、現在その点
を解析中である。 
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