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略語一覧 

 

ES cells, embryonic stem cells  

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

FBS, fetal bovine serum 

PS, penicillin-streptomycin  

FGF-2, fibroblast growth factor-2 

RT-PCR, reverse transcription PCR  

Gapdh, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase  

PBS, phosphate-buffered saline 

MyHC, myosin heavy chain  

siRNA, short interfering RNA 

ChIP, chromatin immunoprecipitation 

bps, base pairs  

Bmp4, bone morphogenetic protein 4 

Tgfβ, transforming growth factor beta 
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要旨  

 

	 LIMホメオボックス型転写因子である Lhx2は、発生において必須なタンパク質であ

る。Lhx2 ノックアウトマウスは、肝臓における造血発生が起こらず胎生致死となる。

また、発生期における Lhx2の発現部位は、前脳、眼、嗅上皮、神経管、そして肢芽に

おいて確認されている。Lhx2 はこれら組織で細胞の増殖と分化を制御していると考え

られている。転写因子である Lhx2の作用機序として、Lhx2のホメオドメインを介した

転写活性機構が知られている。鰓弓中胚葉における Myf5遺伝子、神経前駆細胞におけ

る Pax6、Cer1 遺伝子、脳下垂体における甲状腺刺激ホルモンと卵胞刺激ホルモンをコ

ードする遺伝子のプロモーターに結合し、転写を活性化することが報告されている。

Lhx2 の標的となるタンパク質と下流エフェクター遺伝子は、組織細胞ごとに異なって

いるが、肢芽における作用標的は未だにわかっていない。肢芽は、後に骨格筋や骨など

に分化する前駆細胞で構成されており、先行研究では Lhx2が筋発生に関与しているこ

とがわかっていたため、Lhx2 は肢芽において骨格筋の発生に作用しているものである

と考えられた。 

	 そこで、Lhx2が骨格筋分化に作用するかを明らかにするために、Lhx2を筋芽細胞株

C2C12細胞に過剰発現させ、効果を調べた。すると、Lhx2を過剰発現した C2C12細胞

では、筋管形成能が消失することを見出した。このとき、筋脱分化因子として知られて

いる Msxホメオボックス遺伝子や、TGFβスーパーファミリー遺伝子群の発現増加が認

められた。本研究では、この現象の分子機序解析を通して骨格筋の発生分化における

Lhx2の役割を明らかにすることを目指した。 

	 Lhx2、Msx1、Msx2 は、いずれもマウス胎仔肢芽において高発現していることが先行
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研究により明らかとなっている。そこで、Lhx2 が Msx1、Msx2 遺伝子の転写に必須で

あるかどうかを明らかにするため、胎生 11.5 日齢マウス胎仔の肢芽を単離し、

Lhx2-siRNA レトロウイルスベクターをスピンインフェクション法によって感染させた。

この肢芽を、寒天上で 3日間器官培養を行った後、Lhx2、Msx1、Msx2の mRNA発現レ

ベルをそれぞれ解析した。Lhx2の発現が抑制された肢芽では、Msx1、Msx2共に遺伝子

発現量が減少していた。従って、Lhx2 は Msx1、Msx2 遺伝子の上流で働いていること

が示唆された。 

	 次に、Lhx2が、Msx1、Msx2遺伝子を直接転写制御しているか、レポーターアッセイ

を用いて検討した。先行研究により、Lhx2 のコンセンサス結合配列が明らかとなって

いる。Msx1は、転写開始点上流-1795から-1790 base pair(bp)と、-1309から-1304 bp領

域に、Msx2は、-267から-262 bpと、-186から-181 bp領域に、それぞれ 2ヶ所ずつ Lhx2

コンセンサス結合配列を有していた。これらのゲノム DNA 領域を含む pGL3ベクター

を 293T細胞にトランスフェクトしたところ、Msx1遺伝子の-2097から-1189 bp領域を

挿入した場合に、Lhx2 依存的なルシフェラーゼ活性が約 48 倍増大し、Msx2 遺伝子の

–533から+73 bp領域を挿入した場合に約 4倍増大した。さらにこの活性は、Lhx2結合

配列を欠失させると有意に低下した。これらの結果より、Lhx2 はコンセンサス結合配

列を介して直接 Msx1、Msx2遺伝子の転写を制御していることが示唆された。 

	 つづいて、Lhx2 が Msx1、Msx2 のコンセンサス結合配列に結合しているか、ゲルシ

フトアッセイにより解析した。Msx1、Msx2 遺伝子上流域のコンセンサス結合配列を含

んだ 20 merのオリゴヌクレオチドを 32Pで末端標識し、Lhx2を過剰発現させた 293T細

胞から単離した核抽出タンパク質と反応させたところ、電気泳動移動度が遅くなった

32P標識バンドが検出された。これらのバンドの位置は、抗 Lhx2抗体存在下では上方に
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スーパーシフトした。一方で、コンセンサス結合配列を改変したオリゴでは、これらの

32P標識バンドは検出されなかった。 

	 さらに、生体内で Lhx2 が Msx1、Msx2 遺伝子の転写制御を行っている証拠を得るた

めに、肢芽を用いたクロマチン免疫沈降(ChIP)アッセイを行った。マウス胎仔肢芽のク

ロマチン分画を、抗 Lhx2抗体とコントロール抗体を用いて免疫沈降を行い、PCRによ

って比較した。その結果、抗 Lhx2 抗体の免疫沈降物中に、Msx1、Msx2 遺伝子のプロ

モーター領域がそれぞれ検出された。 

	 最後に、この Lhx2の転写制御様式は、他の遺伝子についても同様に行われるのかを

確かめるために、鰓弓において Lhx2が転写制御する Myf5遺伝子を、肢芽を用いた ChIP

アッセイにより確認した。すると、先行研究と同様に Lhx2 が Myf5 遺伝子上流で結合

することがわかった。しかしながら、Myf5 遺伝子の発現レベルは増加しなかったこと

から、組織特異的に存在するコファクターと協調しながら転写制御することが示唆され

た。 

	 以上の実験結果は、Lhx2 が Msx1、Msx2 遺伝子の転写制御領域に結合していること

を証明する。骨格筋発生の前組織である肢芽では、まず間葉系組織の増殖成長がおこる。

Lhx2 は Msx1、Msx2 遺伝子の転写を正に制御することによってそのプロセスをサポー

トする。そして、TGFβなど他の下流エフェクター遺伝子の発現誘導を介して骨格筋系

への早期分化を抑制しているものと推察される。また、Lhx2 の転写制御機構は組織特

異的な転写因子と協調しながらそれぞれの発生分化に作用することが考えられる。 
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総合序論	 

多細胞生物の発生は、多様なシグナル伝達の積み重なりによって制御されている。

シグナル伝達の様式として、シグナルのリガンドが受容体に結合し、修飾される。修飾

された受容体は、二次シグナルを発し、情報はカスケードを伝わる。最後に転写因子を

活性化(または抑制)し、転写因子は遺伝子を活性化する。そして、その細胞における必

要なタンパク質が合成される。このとき、転写因子は複合体を形成し、その組み合わせ

によって活性化する遺伝子が異なる。転写因子複合体が厳密に時間、空間的な作用をす

ることにより、細胞の適切な分化が誘導される。すなわち、生命現象を理解する上で、

分化する組織ごとのシグナル伝達機構や、転写に必要な分子を明らかにすることは非常

に重要である。 

近年、iPS 細胞を用いた再生医療への応用研究が進んでいる。iPS 細胞は分化多能

性を持つことから、それぞれの臓器、組織に分化誘導する方法が再生医療に必要とされ

ている。特定の組織へ分化誘導するひとつのアプローチとして、その組織の発生におい

て必要な転写因子を強制発現する方法が用いられている。iPS細胞から特定の組織に分

化誘導するためには、発生段階における転写因子の機能と作用標的が明らかになってい

ることが、iPS細胞の分化誘導に必要な転写因子を探索する上でおおいに役立つと考え

られる。本博士論文においては、細胞の分化、増殖において重要な役割を担っている転

写因子 Lhx2に着目し、その作用機序を明らかにすることにした。 

Lhx2は LIMホメオボックス型転写制御因子のひとつであり、眼や脳の発生、そし

て成体型造血の成立に必須な役割を果たす [1]。先行研究によると、Lhx2には毛包幹細

胞の機能を制御し、iPS細胞から分化誘導した造血幹細胞を体外増幅する活性がある [2, 

3]。マウスの胎生期において、Lhx2は眼、脳、神経、鰓弓、肢芽などで発現しており [4-8]、
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これらの組織において、細胞の分化や増殖に作用していると考えられている。 

Lhx2の作用機序として、Lhx2のホメオドメインが各種遺伝子のエンハンサー／プ

ロモーター領域に散在する TAATTA という配列に結合することが知られている [5]。

これまでのところ、Lhx2は、鰓弓由来の咽頭筋の Myf5遺伝子 [9]の他に、脳下垂体に

おいて糖タンパク質ホルモンαサブユニット遺伝子と甲状腺刺激ホルモンβサブユニ

ット遺伝子を [10, 11]、そして神経前駆細胞において Pax6遺伝子と Cerberus 1遺伝子

を転写制御することが報告されている [12]。これらの Lhx2標的遺伝子は、いずれも組

織特異的な発現様式を持つ遺伝子である。 

筋組織に着目すると、Lhx2 は心筋と咽頭筋の発生に関与する転写因子群のひとつ

であり、下流で働く標的遺伝子群も同定されている [9]。骨格筋については研究が遅れ

ているが、ショウジョウバエでは Lhx2オルソログである apterousが骨格筋の発生に必

須であることが示された [13, 14]。マウスにおいても、Lhx2は胎仔肢芽に発現している 

[15]。肢芽に存在する沿軸中胚葉由来の筋芽細胞は、肢芽の発達に伴い活発に増殖し、

骨や結合組織の発達と同調しながら分化して筋繊維を作り出す。Lhx2 ノックアウトマ

ウスの四肢は正常に発生するが、そのホモログである Lhx9 とのダブルノックアウトマ

ウスは、四肢形成がほとんど起こらない [16]。この実験事実は、ニワトリ胚では cLhx2

遺伝子が肢芽の成長に必須であることと一致する [17]。以上の先行研究結果から、Lhx2

は哺乳類の骨格筋発生に必須の役割を果たしていることは確かであるが、標的遺伝子を

含めてその作用機序はまだ明らかになっていない。 

 

本博士論文においては、筋芽細胞に Lhx2 を過剰発現させる実験を皮切りに、骨格

筋の発生分化過程における Lhx2の生理的機能にアプローチした。第一章では、Lhx2が
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筋脱分化因子である Msx1, Msx2遺伝子の転写を活性化することを明らかにした。第二

章では、Lhx2が Bmp4と Tgfβファミリーメンバー遺伝子の発現を誘導することを証明

した。これらの発見を通じて、骨格筋特異的な Lhx2の作用機序の一端を解明すること

に成功した。 
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第一章  

 

序論  

骨格筋を構成する筋原繊維は、筋芽細胞の分化・融合によってできる多核の筋管か

ら作られている。他の臓器や組織と同様に、骨格筋の分化は、系統特異的な転写因子群

によって調節されている。まず、Myf5、MyoD遺伝子が筋芽細胞で強く発現し、次いで、

myogenin、Myf6 遺伝子が発現することで、筋管形成が誘導される [18]。成体の骨格筋

では、骨格筋系統の幹細胞である筋衛星細胞が筋管の周囲の基底膜に局在する。激しい

運動などによって筋肉が損傷を受けると、通常は G0期で分裂停止している筋衛星細胞

が増殖を開始し、分化・融合によって壊れた筋管を修復する [19]。しかしながら、哺

乳類や鳥類が手足の切断などの激しい損傷を受けた場合には、筋組織が再生することは

ない。対照的に、イモリなどの有尾両生類では手足を切断しても骨や筋肉を含む組織全

体の再生が起こり、一定期間の後に完全に元の形へ戻る。これらの動物種では、成熟し

た骨格筋の筋細胞が間葉系幹細胞のステージまで脱分化し、再び増殖・分化を始めるこ

とが知られている [20]。 

骨格筋を脱分化させる転写因子として、muscle segment homeoboxの Msx1遺伝子が

最もよく知られている [21]。筋分化の誘導実験に用いられる筋芽細胞株 C2C12に Msx1

遺伝子を強制発現させると、一度筋管形成した C2C12 細胞が筋芽細胞の状態まで脱分

化する [22]。有尾両生類の四肢再生過程においても、Msx1 遺伝子の発現が確認されて

いる。しかし、哺乳類モデルの代表であるマウスにおいては、Msx1 遺伝子は発生期の

肢芽などでのみ発現しており、成獣の骨格筋では発現していない [23]。肢芽において

は、Msx1と相同な Msx2遺伝子も同時期・同部位に発現している。Msx1遺伝子と Msx2
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遺伝子は、四肢の発生において骨格筋の脱分化に関与していると推測されている [24]。

興味深いことに、肢芽の発生時には、LIMホメオボックス型転写因子をコードする Lhx2

遺伝子も同じ場所に発現しているが、その役割は解明されていない。Msx1 と Lhx2 は

タンパク質複合体を形成するという報告があるため [25]、両者は骨格筋の脱分化に協

調的に働いている可能性がある。 

そこで本研究では、筋芽細胞へのLhx2過剰発現実験を通じて、骨格筋におけるLhx2

の機能を明らかにすることを試みた。この章では、Lhx2 が Msx1、Msx2 遺伝子の上流

転写因子として、それらの発現を正に制御することを証明した一連の実験的証拠を記述

する。 
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材料と方法  

細胞培養  

マウス筋芽細胞株C2C12と、ヒト胎児腎臓由来細胞株 293T細胞は、ATCC (Manassas, 

VA)より購入した。5 % CO2、37 ℃条件下において、10 %のウシ血清 (FBS; Invitrogen, 

Carlsbad, CA)と、1 % ペニシリン-ストレプトマイシン (PS; Sigma, St. Louis, MO)を含ん

だダルベッコ改変イーグル培養液 (DMEM; Sigma)にて培養した。骨格筋の筋衛星細胞

は、7-8週齢のメスマウスの後肢より単離し [26]、20 % FBS、1 % PS、そして塩基性線

維芽細胞増殖因子 (FGF-2; 10 ng/ml; Peprotech, Rocky Hill, NJ)を含んだ DMEM培養液に

て培養した。C2C12と、マウス筋衛星細胞は、2 % ウマ血清 (HS; Invitrogen)と、1 % PS

を含んだ DMEM培養液にて培養し、筋分化を誘導した。 

 

遺伝子導入実験  

Lhx2 の過剰発現実験には、レトロウイルスベクターpMY-ires-EGFP を用いた。

pMY-Lhx2 ires-EGFP、あるいは空ベクターを PLAT-E 細胞に Fugene HD (Promega, 

Madison, WI)を用いてトランスフェクトし、培養上清中のレトロウイルスを、細胞や組

織に感染させた[7]。レトロウイルスに感染した細胞は、FACS(BD FACS ARIAⅢ; BD 

Biosciences, San Jose, CA)を用いて、GFP陽性細胞をセルソーティングすることにより選

別した。 

 

実験動物  

C57BL/6マウスと妊娠マウスは、日本 SLC (浜松)より購入し、筋衛星細胞と肢芽の

単離実験に用いた。マウスは、特定病原体フリーの動物実験飼育室にて、12 時間の明
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暗サイクルの条件下で飼育した。なお、すべての動物実験プロトコールは、東京都医学

総合研究所の動物実験倫理委員会にて事前承認されている。 

 

RT-PCR 

Trizol reagent (Invitrogen)を用いて total RNA を抽出した。500 ng の RNA を

PrimeScript RT master mix (Takara)を用いて逆転写し、cDNA合成を行った。1/20量の

cDNA を、Taq ポリメラーゼ (Takara)による PCR 反応に供した。表 1 に、PCR に用い

たプライマー配列を示した。基質量コントロールとして、グリセルアルデヒド 3リン酸

脱水素酵素 (Gapdh)を PCR増幅した。リアルタイム RT-PCRは、SYBR premix ExTaq Ⅱ 

(Takara)を用いて、LightCycler480 system (Roche Applied Science, Indianapolis, IN)にて行っ

た。mRNAの発現強度は、Gapdhを内在コントロールとして相対値で表した。 

 

免疫蛍光染色  

C2C12細胞と筋衛星細胞は、Lab-Tek Chamber slide (Nunc, Roskilde, Denmark)上で培

養し、4 % パラホルムアミドを含んだ PBSに 10分間浸して固定した。0.5 % Triton X-100

を含む PBS溶液に室温で 15分間浸して透過処理を行った後、2 % ウシ血清アルブミン 

(Sigma)を含む PBS溶液で 1時間ブロッキング反応を行った。一次抗体には、ヤギ抗 Lhx2

抗体 (1:100; Santa cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)、マウス抗 myogenin 抗体 (1:1; 

Developmental Studies Hybridoma Bank)、マウス抗 sarcomeric myosin heavy chain (MyHC) 

(1:1, MF20; Developmental Studies Hybridoma Bank)を用いた。二次抗体として各種抗原に

対する AlexaFluor 546 抗体 (1:500; Molecular Probes, OR)を用いた。核の染色には、

Hoechst 33258 (1 : 1000; Sigma)を用いた。 
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肢芽パラフィン切片の免疫組織染色  

	 10 % ホルマリンで 30分間 E11.5マウス肢芽を固定し、パラフィン包埋した。ブロッ

ク標本より、5μmの薄切切片を作製した。切片をキシロールに 10分間、3回浸して脱

パラフィンし、5分間ごとに 100 % エタノール x 2、90 % エタノール、80 % エタノー

ル、70 % エタノールに浸して水和した。PBSで洗浄し、内因性ペルオキシダーゼの活

性を阻害するため、0.3 % 過酸化水素水 / メタノール溶液に室温で 30分間反応させ、

PBSで洗浄後、ヤギ抗 Lhx2抗体 (1:100; Santa cruz Biotechnology)を添加し、湿箱内で、

4 ℃、一晩反応させた。PBS で 3 回洗浄後、ペルオキシダーゼ標識された二次抗体

(Histofine MAXPO, ニチレイ)を室温で 30 分間反応させた。DAB 発色により、Lhx2 発

現を検出した。 

 

Micro-mass culture法  

	 マウス E11.5の肢芽を単離し、30分間、37 ℃でトリプシン処理し、細胞を解離した。

肢芽の細胞を 5 x 106 cells / mlに調整し、40μlの液滴としてシャーレに播いた。約 1時

間 5 % CO2、37 ℃条件下で静置し、細胞が接着しているのを確認した後、10% FBSと、

1 % PSを含んだ DMEM培養液にて培養した。 

 

siRNA導入による Lhx2遺伝子のノックダウン  

所属研究室で開発された siRNA 安定導入用レトロウイルスベクターpRePS [27]に

EGFPを組み込んで改変した pReGS siRNAレトロウイルスベクターを用いて、Lhx2に

対する siRNA (siLhx2)を細胞や組織に導入した。Micro-mass culture法で培養した肢芽細

胞のノックダウン実験には、siLhx2レトロウイルスを含んだ培養液を 1日おきに交換し
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て 2日間培養し、RNAを抽出した。肢芽のノックダウン実験には、胎生 11.5日齢のマ

ウス胎仔を使用した。肢芽を siLhx2 レトロウイルス液に浸し、ポリブレン(8 µg/ml; 

Sigma)を加え、2800 xg、 25 ℃で 90 分間遠心した。ウイルス導入後の肢芽を、10 % 

FBS-DMEMに浸した 1.5 %アガロース片 (同仁堂、熊本)の上に静置し、37 ℃で 3日間

培養した。Lhx2ノックダウンの標的配列は、表 2に示した。 

 

 

レポーターアッセイ  

マウス Msx1、Msx2 遺伝子のゲノム DNA 配列は、Ensembl データベースから入手

した (Msx1: ENSMUSG000000048450, Msx2: ENSMUSG000000021469)。Msx1、Msx2遺

伝子上流のエンハンサー、プロモーター領域の DNA断片は、C57BL/6系統マウス由来

ES 細胞のゲノム DNA をテンプレートとして PCR 増幅し、In-Fusion HD cloning kit 

(Takara)を用いて pGL3 basic vector (Promega)に組み込んだ。Msx1は、転写開始点上流の

-2097bp から-1189bp、あるいは-1189bp から+202bp の領域を、Msx2 は上流-536bp から

+73bp、あるいは-133bpから+73bpの領域を用いた。White bottom 96-well plate (住友ベー

クライト, 東京)に播いた 293T細胞 (8 x 103 cells/well)に、各種レポーターコンストラク

ト 50 ngと、pRL-CMVベクター10 ng (Promega)を、Effectene reagent (Qiagen)を用いて導

入した。培養 48時間後に、Dual-Glo Luciferase reporter assay kit (Promega)を用いて発光

反応を行い、Luminometer Mithras LB940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany)

にてルシフェラーゼ活性を検出した。後半の実験では、各レポーターコンストラクトに

対して、完全長 Lhx2 cDNA、LIMドメインを欠失した Lhx2 cDNA (Lhx2-ΔLIM)、ある

いはホメオドメインを欠失したLhx2 cDNA (Lhx2-ΔHD)を組み込んだ pCS2Pベクター50 
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ngを同時にトランスフェクトし、ルシフェラーゼ活性を比較した [8]。 

 

ゲルシフトアッセイ  

Lhx2を過剰発現させた 293T細胞から、nuclear/cytosol fraction kit (BioVison, Mountain 

View, CA)を用いて核タンパク質を抽出した。合成オリゴ DNA を二本鎖にした後、T4

キナーゼ(Takara)を用いて、37 ℃で 1時間反応させ、末端を γ32P-ATPで標識した [28]。

ゲルシフトアッセイに用いたオリゴヌクレオチドプローブの配列を、表 3に示した。抽

出した核タンパク質を、3 x binding buffer [0.2M HEPES-KOH (pH 7.6), 2M KCl, 0.5M 

EDTA, 20 % Ficoll, 1M DTT]、Poly-IC (1 µg/µl)、32P-labeled oligoと、過剰量の非放射性

同位体プローブ存在、あるいは非存在下で、室温、30 分間反応させた。このとき、抗

Lhx2抗体 (Santa Cruz Biotechnology)との反応は、さらに室温で 30分間行った。反応後

のサンプルを、SuperSep 7.5 %ゲル (和光, 大阪)にアプライして、100 V、1時間にて電

気泳動した。その後、泳動したゲルを 80 ℃、1.5 時間の条件で乾燥させた。乾燥ゲル

の放射線をBAS 2040カセットとBAS-2500 phosphor imager (富士フィルム, 東京)を用い

て検出し、Image Gauge Version 3.2 (富士フィルム)にて解析した。 

 

クロマチン免疫沈降 (ChIP)アッセイ  

C2C12細胞(1 x 106個)を、室温で 30分間 10 %ホルムアルデヒドを用いて架橋した。

1.5 Mのグリシンを加えて 5分間反応させ架橋反応を停止した後、スクレーパーを用い

て細胞を回収し、15,000 rpm、15分間遠心して細胞を集めた。E11.5マウス胎仔肢芽は、

胎仔から肢芽を単離し、トリプシンを 37 ℃、10分間反応させ、懸濁し、遠心して細胞

を回収した後に架橋反応を行った。それぞれの架橋反応後のサンプルは、lysis buffer (50 
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mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1 % NP-40)を用いて溶解し、このクロマチン分画を

超音波処理によって断片化した後、4 ℃で 2時間 Protein G agarose beads (Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA)と反応させた。遠心後、上清を二等分し、抗 Lhx2抗体(1 µg; 

Santa Cruz Biotech)、もしくは、コントロールとして抗 Scp1抗体(1 µg; Santa Cruz Biotech)

を加えた。4 ℃で一晩反応させた後、両サンプルに Protein G agarose beadsを加え、さ

らに 3時間 4 ℃で反応させた。2000 x gで遠心してビーズを集め、RIPA buffer [1 mM 

EDTA, 0.5 mM EGTA, 140 mM NaCl, 1 % TritonX-100, 0.1 % Na-deoxycholate, 0.1 % SDS, 

10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 x Protease inhibitor cocktail]で 6回洗浄し、100 µlの digestion 

buffer (1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0.5 % SDS, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0))を加え、37 ℃、

15 分間インキュベーションし、ビーズから DNA を溶出した。ProteinaseK (100 µg/ml)

を加え、55 ℃で 1 時間、さらに 65 ℃、オーバーナイトで反応させ、フェノールクロ

ロホルム抽出を行い、DNA分画を 15 µlの DWに溶出し、1 µlを用いて、PCRを行っ

た。ChIP実験に用いたプライマーリストを、表 4に示した。 
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結果  

Lhx2は筋芽細胞の分化を阻害する  

骨格筋の分化に Lhx2 が関係しているかどうか知るために、まず、レトロウイルス

ベクターを感染させ、C2C12 細胞に Lhx2 を過剰発現させた (図 1A)。ウマ低血清培地

を用いて筋分化誘導を行ったところ、Lhx2を過剰発現させた C2C12細胞(C2C12Lhx2)で

は、細胞同士は融合せず、筋管は形成されなかった(図 1B)。空ベクターを導入した C2C12

細胞(C2C12Empty)では、筋管状の形態が確認された(図 1B)。そこで、筋分化マーカータ

ンパク質の発現を免疫蛍光染色によって調べた。形態観察の結果と合致して、分化誘導

後の C2C12Lhx2細胞では、myogenin、MyHCともに発現が認められなかった (図 2A, B)。

続いて、この現象が C2C12 細胞に限定された現象かどうか調べるため、マウス後肢骨

格筋より筋衛星細胞を単離し、Lhx2 発現レトロウイルスベクターを感染させた。筋衛

星細胞の初代培養系においても、Lhx2 を過剰発現すると筋管形成は阻害され、MyHC

タンパク質の発現も検出されなかった (図 2C)。以上の実験結果は、Lhx2には筋芽細胞

の分化を阻害する活性があることを示す。 

 

Lhx2は、Msx1、Msx2遺伝子の発現を亢進する  

以前の研究において、筋脱分化因子である Msx1遺伝子にも、C2C12細胞の筋分化

を抑制する活性が報告されている [22]。そこで、C2C12Empty細胞と C2C12Lhx2細胞を用

いて、Msx1、Msx2遺伝子の発現量を比較した。C2C12Lhx2細胞において、Msx1と Msx2

の mRNA レベルは顕著に増大しており、これは分化条件においても保たれていた (図

3A)。次に、C2C12細胞に、Msx1、あるいは Msx2 cDNAを過剰発現させてみたところ、

C2C12Lhx2細胞のケースと同様に、筋分化が抑制され、myogenin、MyHC タンパク質は
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検出されなかった (図 3B, C)。これらの結果から、Lhx2の過剰発現による筋分化抑制は、

Msx1と Msx2の発現亢進によっておこったものと推察される。 

 

肢芽において Lhx2は、Msx1、Msx2遺伝子の発現に必須である  

マウス胎仔の肢芽では、Lhx2、Msx1、Msx2の mRNAが高レベルで発現しているこ

とが報告されている [12,13,29]。Lhx2が Msx1、Msx2遺伝子の上流で作用する可能性を

考え、肢芽における Lhx2遺伝子発現のノックダウン実験を行った。実際に Lhx2がタン

パク質レベルで発現しているかどうかを、抗 Lhx2 抗体を用いてマウス E11.5 胎仔の肢

芽を免疫染色することで確認した(図 4)。Lhx2タンパク質は、肢芽の外胚葉組織と、内

部の間葉系組織の両方で発現していることが確認された。次に、Lhx2、Msx1、Msx2 遺

伝子の胎仔肢芽のステージ、部位ごとの発現量を、RT-PCRにより比較した(図 5)。E17.5

の肢芽の先端部以外(図 5Aの 4,5)における Lhx2、Msx1、Msx2遺伝子の発現レベルに対

して、E11.5、E14.5の肢芽、あるいは E17.5の肢芽先端部(図 5Aの 1,2,3)においては、

それぞれの遺伝子が発現していることがわかった(図 5B)。Lhx2 のノックダウン実験を

行うにあたり、作成した siLhx2レトロウイルスベクターが Lhx2遺伝子の発現を抑制す

るか確かめるため、Micro-mass culture法を用いて、培養した肢芽細胞の Lhx2遺伝子発

現レベルの比較を試みた。E11.5 から E14.5 の肢芽においては Lhx2、Msx1、Msx2 それ

ぞれの遺伝子の発現レベルが高いため(図 5B)、E11.5のマウス肢芽を用いて Micro-mass 

cultureを行った。肢芽の細胞は、培養 2日目で筋管様の構造が確認された(図 6A)。siLhx2

ベクターを感染させたところ(コントロールとして空ベクター)、Lhx2遺伝子の発現レベ

ルの減少が確認された(図 6B)。肢芽における Lhx2遺伝子をノックダウンするため、マ

ウス E11.5 胎仔の肢芽を単離した後、siLhx2 レトロウイルスベクター(コントロールと
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して空ベクター)をスピンインフェクション法によって感染させた。次に、siLhx2 ベク

ターを感染させた肢芽を、アガロース上で 3日間培養した (図 7A)。siLhx2ベクターが

確かに感染していることを、サロゲートマーカーである EGFPの発現によって確認した 

(図 7B)。器官培養した肢芽における Lhx2遺伝子の発現レベルを qRT-PCRによって定量

したところ、siLhx2ベクターを導入した肢芽では、コントロールと比べて Lhx2 mRNA

レベルが約 40 %減弱していた (図 7C)。このとき、Lhx2ノックダウン肢芽では、Msx1、

Msx2の mRNAレベルもコントロール肢芽の 25~33％にまで低下していた (図 7C)。こ

の実験結果は、肢芽において、Lhx2は Msx1と Msx2遺伝子の発現を正に制御している

ことを示唆する。 

 

Lhx2は Msx1と Msx2の転写活性を亢進する  

Lhx2のホメオドメインは DNAに直接結合し、転写を活性化することが知られてい

る。そこで、Lhx2が Msx1と Msx2遺伝子のエンハンサー／プロモーター領域に直接結

合し、転写を制御しているかどうか解析した。これまでの先行研究において、Lhx2 は

マウスゲノム上の TAATTA という配列に結合することが明らかになっている [5]。デ

ータベースサーチを行った結果、このコンセンサス結合配列は、Msx1 遺伝子において

は転写開始点から数えて-2097から-1189塩基対の間に２カ所、Msx2遺伝子では-536か

ら+73塩基対の間に２カ所存在していた。そこで、それらの領域を含むレポーターコン

ストラクトを作成し、Lhx2発現ベクター存在下・非存在下で 293T細胞にトランスフェ

クトして、ルシフェラーゼ活性を測定した。 

Msx1遺伝子上流の-2097から-1189領域を用いた場合、Lhx2依存的なルシフェラー

ゼ活性が 48.1倍亢進した (図 8A)。一方、Lhx2コンセンサス結合配列を含まない Msx1
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遺伝子上流-1189 から+202 領域で作成したコンストラクトにおいては、Lhx2 依存的な

レポーター活性は検出されなかった (図 8A)。次に、Lhx2 結合コンセンサス配列を、

TAATTAから TAAGGAへ、片方、あるいは両方とも置換したレポーターコンストラク

トを用いたところ、Lhx2依存的なレポーター活性は著しく減少した(48.1倍から、~2.8

倍)。さらに、-2097から-1189領域を用いた場合、Lhx2-ΔLIM発現ベクターではレポー

ター活性は高いまま維持されていたが (約 32.3倍)、Lhx2-ΔHD発現ベクターを導入し

たときには、活性が３分の１に低下した (約 15.9倍)。これらの結果から、Lhx2による

Msx1 遺伝子の転写活性化は、ホメオドメインを介した直接的な作用（３分の２）と、

LIMドメインに結合した他の核内タンパク質による間接的な作用（３分の１）の、両者

によることが示唆された。 

一方、Msx2遺伝子上流の-536から+73領域においては、Lhx2依存的なレポーター

活性は、Msx1のときと比較して弱かった (約 3.9倍)(図 8B)。２ヶ所ある Lhx2コンセン

サス結合配列の片方、あるいは両方を改変したコンストラクトでは、わずかに Lhx2依

存的なレポーター活性が低下した (約 3.9倍から 1.5倍)。-536から+73領域を用いた場

合、Lhx2-ΔLIM 発現ベクターの導入では活性が変わらなかったが (約 4 倍)、Lhx2-Δ

HD発現ベクターにおいては、活性が著しく低下した (約 0.5倍)。これらの結果は、Lhx2

には、ホメオドメインを介した直接的な DNA 結合を介して Msx2 遺伝子の転写を高め

る働きがあることを示す。 

 

Lhx2は、Msx1、Msx2遺伝子のエンハンサー領域に結合する転写制御因子複合体

の構成要素である  

Lhx2が、Msx1、Msx2遺伝子のエンハンサー領域に存在するコンセンサス配列に結
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合することを確かめるために、ゲルシフトアッセイを行った (図 9A)。Lhx2を過剰発現

させた 293T 細胞の核抽出物を、32P 標識したオリゴヌクレオチド(a, b)と反応させたと

ころ、Lhx2を発現させなかった 293T細胞の核抽出物では観られないバンドが検出され

た (図 9B)。これらのバンドは、過剰量の非標識オリゴヌクレオチド存在下で消失し、

抗 Lhx2抗体添加によって上方へスーパーシフトした。Msx2遺伝子についても同様に、

Lhx2を過剰発現させた 293T細胞の核抽出物と 32P標識したオリゴヌクレオチド(c,d)と

の複合体形成を示すバンドが検出された (図 9B)。これらのバンドも、過剰量の非標識

オリゴヌクレオチドで競合阻害され、抗 Lhx2 抗体添加によってスーパーシフトした 

(図 9B)。最後に、TAATTAを TAAGGAに置換した 32P標識オリゴヌクレオチドプロー

ブを用いて実験すると、核抽出タンパク質をサンプルに用いているため、シフトしたバ

ンドは検出されたものの、Lhx2 過剰発現サンプルを用いたときにこれまで観察されて

きたシフトされたバンドはすべて検出されなくなった (図 9C)。これらの実験結果は、

Lhx2が Msx1と Msx2遺伝子のエンハンサー領域に結合する転写制御因子複合体に含ま

れていることを証明している。 

細胞のクロマチン分画においても、Lhx2が Msx1、Msx2遺伝子上流のエンハンサー

領域に結合していることを示すために、ChIPアッセイを行った。C2C12Lhx2細胞のクロ

マチン分画を抗 Lhx2抗体と反応させたところ、免疫沈降物中に Msx1遺伝子の a, b領

域、 Msx2遺伝子の c/d領域がそれぞれ含まれていた (図 10A)。無関係な抗原を認識す

る抗 Scp1 抗体を用いた免疫沈降物中を用いた実験では、バンドは検出されないか、あ

るいは極めて薄くしか増幅されなかった。次に、マウス胎仔肢芽を用いて ChIP アッセ

イを行ったところ、C2C12Lhx2細胞での実験結果と同様に、Msx1、Msx2遺伝子上流のエ

ンハンサー領域が抗 Lhx2 抗体によって特異的に免疫沈降した (図 10B)。したがって、
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Lhx2は細胞や組織においても Msx1と Msx2遺伝子のエンハンサー領域に確かに結合し

ていることが示された。 
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考察  

本研究では、筋芽細胞や肢芽において、Msx1、Msx2遺伝子が Lhx2の標的遺伝子で

あることを見出した。レポーターアッセイ、ゲルシフトアッセイ、ChIP アッセイの結

果から、Lhx2は、Msx1、Msx2遺伝子のエンハンサー領域にそれぞれ２ヶ所ずつ存在す

る TAATTA配列に結合し、転写を正に調節することが明らかとなった。Lhx2が Msx1、

Msx2 遺伝子の上流に位置するという事実は、マウス胎仔肢芽の器官培養系を用いた

Lhx2 遺伝子のノックダウン実験によっても裏付けられた。今回の実験結果は、Lhx2 と

Msx1 遺伝子がマウス胎仔の四肢先端部位に、それぞれのオルソログ遺伝子がショウジ

ョウバエの羽原基に共発現している、という先行研究報告と一致している  [12]。

Msx1/Msx2ダブルノックアウトマウスでは、四肢の形成不全がおこるが [29]、同様の表

現型は Lhx2/Lhx9ダブルノックアウトマウスにおいても観察される [13]。LIMホメオボ

ックス型の転写因子は全部で 11 種類存在し、ファミリーメンバーの中では、Lhx2 は

Lhx9 と最も相同性が高い [30]。また、Lhx9 の予測されうるコンセンサス結合配列も

Lhx2とほぼ同じであることがわかっている。したがって、Lhx2遺伝子単独のノックア

ウトマウスで四肢の形成不全がおこらないのは、Lhx9 が相補的に働いて Msx1、Msx2

遺伝子の転写を誘導しているからではないかと推察される。 

Lhx2は、ホメオドメインを介して直接 DNAに結合すると同時に、LIMドメインを

介して他の転写制御因子と複合体を形成し、下流遺伝子の転写を活性化することが知ら

れている。この特性を反映して、Lhx2 による Msx1、Msx2 遺伝子の転写調節機構も決

して単純ではなかった。一連のレポーターアッセイの結果より、エンハンサー領域 DNA

への直接結合は、Msx1遺伝子においては３分の２、Msx2遺伝子においてはほぼすべて

の Lhx2による転写活性化をもたらすと考えられる。本研究では、Lhx2が Msx2遺伝子
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のエンハンサー領域に結合することを示したが、Msx1 遺伝子の場合と比べると Msx2

遺伝子の転写活性化は Lhx2にあまり依存していない。先行研究によると、肢芽におい

て、Msx2遺伝子のエンハンサー領域には少なくとも 4ヶ所のシスエレメントが存在し、 

[31]、転写制御因子 Dlx5 と Sox11 がこれらの領域と相互作用することが判明している 

[32]。Msx2遺伝子の転写は、上記のような異なるタイプの転写調節因子複合体によって

支配されていると推測される。 

興味深いことに、マウス胎仔において、Lhx2遺伝子と Msx1遺伝子の両方が肢芽で

発現しているが、嗅上皮あるいは下垂体といった頭部においては、どちらか一方だけが

発現している。それらの場所では、Lhx2 の作用を抑制する組織特異的なレプレッサー

が Msx1遺伝子のエンハンサー領域に存在しているのではないかと予想される。あるい

は、転写抑制に働く DNA やヒストンの化学修飾がおこっている可能性もある。一方、

Msx1遺伝子だけが発現している骨格筋以外の組織では、Lhx2以外の転写活性化因子に

よってその発現がコントロールされていると推察される。研究が進んでいる中枢神経系

や上皮組織においては、Lhx2 が核内で標的遺伝子の転写を活性化するかどうかは細胞

の系譜や場所に完全に依存する、すなわち context-dependentとされている。本研究の結

果は、骨格筋においても同様の原理が当てはまることを示している。 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 



表1　PCRに用いたプライマーリスト	

表2　siRNAに用いた標的配列リスト	

表3　ゲルシフトアッセイに用いたオリゴプローブ配列リスト	

表4　ChIPアッセイに用いたプライマーリスト	

26	



Day2	 Day4	 Day6	

Em
pt

y 
co

nt
ro

l	
Lh
x2
	

B

図1　Lhx2を過剰発現させたC2C12細胞における形態観察!
(A) 通常培養におけるC2C12Empty細胞(上段)と、C2C12Lhx2細胞(下段)の抗Lhx2抗体を用いた免疫染色
像。"

(B)　C2C12細胞においてLhx2を過剰発現させると、筋管様の構造の形成が阻害された。空ベクター(上
段)を導入したC2C12細胞と、Lhx2ベクター(下段)を導入したC2C12細胞。左から分化誘導2,4,6日。"

　　　Scale bar = 100 μm"
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図2　Lhx2はC2C12細胞と初代培養した筋衛星細胞の筋分化を阻害する!
(A,B)　C2C12細胞においてLhx2を過剰発現させると、筋管形成が阻害された。C2C12Empty細胞(上段)と、

C2C12Lhx2細胞(下段)をそれぞれ6日間筋分化誘導条件において培養した。(A)抗Myogenin抗体を、
(B)抗MyHC抗体を用いた免疫染色像。"

(C)　初代培養した筋衛星細胞においてLhx2を過剰発現させると、筋管形成が阻害された。マウスより単
離した筋衛星細胞に空ベクター(Empty、上段)あるいはLhx2ベクター(Lhx2、下段)を導入したレトロウ
イルスを感染させ、6日間筋分化を誘導した。抗MyHC抗体を用いた免疫染色像。"

(A-C)　核はHoechst-33258を用いて染色した。Scale bar = 100 μm"
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図3　Lhx2はMsx1、Msx2遺伝子の発現量を増加させ、Msx1、Msx2は共にC2C12の筋分化を阻害す
る!
(A)　Lhx2の過剰発現により、Msx1、Msx2遺伝子の発現量が顕著に増加した。C2C12Empty細胞と、
C2C12Lhx2細胞をそれぞれ6日間筋分化誘導し、RT-PCRによりMsx1とMsx2のmRNA発現を検出した。
Gapdhはテンプレートコントロールとして用いた。"
(B,C)　C2C12細胞において、Msx1、Msx2をそれぞれ過剰発現させると、筋分化が阻害された。C2C12
細胞に、空ベクター(Empty、上段)、Msx1ベクター(Msx1、中段)、Msx2ベクター(Msx2、下段)をコードし
たレトロウイルスベクターを感染させ、6日間筋分化誘導を行った。Myogeninの発現(B)と、MyHCの発現
(C)を免疫染色によって検出した。核はHoechst-33258を用いて染色した。Scale bar = 100 μm	
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図4　肢芽におけるLhx2タンパク質の発現!
抗Lhx2抗体を用いて(左、中)、Lhx2タンパク質の発現をE11.5マウス肢芽において確認した。また、二次
抗体のコントロールを右に示した。"
Scale bar = 100 μm	

30	



1	 2	

3	
4	
5	

E11.5	 E14.5	E17.5	

Gapdh	

Msx2	

Msx1	

Lhx2	

 1     2     3     4     5     6	

図5　異なった発生時期の肢芽におけるLhx2、Msx1、Msx2遺伝子の発現!
(A) 発生時期ごとの肢芽サンプルにおけるRNA抽出部位の模式図"
(B) RT-PCRにより、発生時期ごとの肢芽サンプルにおけるLhx2、Msx1、Msx2遺伝子の発現量を比較し
た。Gapdhはテンプレートコントロールとして用いた。	

A	 B	
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Lhx2	
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図6　Micro-mass cultureを用いたsiLhx2レトロウイルスによるLhx2ノックダウン効果の検討!
(A) Micro-mass cultureを行って培養2日目の形態。 Scale bar = 100 μm"
(B) RT-PCRにより、Lhx2遺伝子の発現量を比較した。左はコントロールベクターを感染させたサンプル

(Empty)、右はsiLhx2ベクターを感染させたサンプル(siLhx2)。Gapdhはテンプレートコントロールとし
て用いた。	
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図7　Msx1とMsx2は、Lhx2の下流にある標的遺伝子である!
(A) 肢芽におけるsiLhx2ベクターの導入方法を模式図で表した。E11.5マウスの四肢を単離し、siLhx2レト
ロウイルスベクターをスピンインフェクション法により感染させた。その後、肢芽を寒天上で3日間培養
し、解析した。"

(B) マウス肢芽におけるsiLhx2レトロウイルスの感染した像を示した。siLhx2の感染は、EGFPの蛍光に
より、検出した。Scale bar = 100 μm"

(C) 肢芽においてLhx2をノックダウンすると、Msx1、Msx2 mRNAの発現レベルが減少した。空ベクター
(Empty、白枠)あるいはsiLhx2ベクター(siLhx2、黒枠)のレトロウイルスベクターを感染させ、培養した
肢芽におけるLhx2、Msx1、Msx2のmRNA量は、リアルタイムPCRによって検出した。それぞれの遺
伝子の相対値は、Gapdhによって補正した(mean±S.E.、n=3)。	

C	

B	

A	
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図8　Lhx2はMsx1とMsx2の転写アクティベーターである!
Msx1、Msx2上のLhx2コンセンサス結合配列は模式的に示した(丸印)。Msx1においては-2097か
ら-1189塩基の間で、Msx2では-536から+73塩基の間で作成したコンストラクトをpGL3ベクターに組込ん
だ。点変異を導入した改変レポーターコンストラクトも同様に行った。これらのレポーターコンストラクトを

293T細胞に導入し、同時に空ベクター、Lhx2発現ベクター、Lhx2ΔLIM発現ベクター、Lhx2ΔHD発現ベク
ター をそれぞれ導入した。ルシフェラーゼ活性は、ベクター導入48時間後に測定した。得られたルシフェ
ラーゼ活性は、Renilla活性で割った値(F/R)を、それぞれのpGL3(F/R)の値で割り示した(mean ± SE, 
n=3)。T検定は、空ベクターを導入したコンストラクトと比較して行った。*, P < 0.05; **, P < 0.01 "
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図9　核内のLhx2複合体は、Msx1、Msx2のエンハンサー領域に結合する!
(A) ゲルシフトアッセイに用いたオリゴプローブの位置(a,b,c,d)を模式図に示した。"
(B,C)　空ベクターもしくはLhx2発現ベクターを導入した293T細胞の核抽出物を、32Pでラベルしたオリゴプ
ロブと反応させ、一部にはラベルしていないオリゴプローブも加え、インキュベートした。各プローブセッ

トの4番目は、抗Lhx2抗体を加えて、さらにインキュベートした。サンプルは、ポリアクリルアミドゲルで
泳動し、オートラジオグラフィーを検出した。コンセンサス結合配列を含むプローブ(B)、あるいは改変し
たプローブ(C)で泳動した結果を示した。主なLhx2核複合体のバンドを矢印(←)、抗Lhx2抗体により
スーパーシフトしたバンドをアスタリスク(*)で示した。	
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図10　Lhx2は、Msx1とMsx2遺伝子のエンハンサー領域のクロマチンDNAと相互作用する	  
　C2C12Lhx2細胞(A)もしくは肢芽(B)のクロマチンDNAを、抗Lhx2抗体もしくはコントロールとして抗Scp1抗体
を用いて免疫沈降し、PCRによってMsx1のa,b領域、Msx2のc/d領域で設計したプライマーを用いて検出し
た。全クロマチン分画をPCRして、インプットコントロールとして示した。Cxcl14プライマーでPCRしたものは、
抗体に非特異的に結合するクロマチンDNAに対するコントロールとして示した。	  
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第二章  

 

序論  

脊椎動物の発生では、脊索の両側に位置する沿軸中胚葉から体節ができ、その背側

から骨格筋の元である筋節が形成される。筋節の運命決定には、近傍の組織から分泌さ

れる様々なサイトカインが必須の役割を果たしている。体節が背側の神経管や外胚葉か

ら分泌される Bone morphogenetic protein (Bmp)やWntなどの因子の影響を受けると、皮

筋節への発生が促され、さらに Sonic hedgehog (Shh)とWntの相乗的な作用により、筋

節の分化がもたらされる [33]。 

皮筋節に存在する筋前駆細胞では、Paired-homeodomain transcription factor 3 (Pax3)

遺伝子が高発現しており、Pax3が発現低下すると、Myf5や MyoD遺伝子などの骨格筋

特異的転写因子群の発現が始まり、筋芽細胞の分化と融合を経て筋管が形成される 

[34]。四肢の発生過程では、体節から筋前駆細胞が遊走して分化することで骨格筋部分

がつくられる [34]。頭部の筋肉は、鰓弓中胚葉の筋前駆細胞が遊走して分化すること

によって形成される。興味深いことに、同じ筋組織であっても部位によって作用する転

写因子や制御機構が異なる。例えば、鰓弓の中胚葉においては、T-box transcription factor 

1 (Tbx1)、Transcription factor 21 (Tcf21)、Paired-like homeodomain transcription factor 2 

(Pitx2)といった転写因子が相互作用し、Lhx2 の発現誘導を介して、Myf5 遺伝子の転写

レベルを増加させて、筋分化を促進する [9]。また、四肢では、筋前駆細胞の遊走に、

Ladybird homeobox 1 (Lbx1)、C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4)、c-metが関与し

ており、肢芽先端で発現している Msx1が、Myf5や MyoD遺伝子の発現を抑制すること

で、未分化筋芽細胞のプールを維持していると考えられている [24, 34]。Lhx2遺伝子も



	 38	 

Msx1遺伝子と同様に肢芽において発現しているが、その意義はわかっていなかった。 

第一章において、私は、マウス胎仔肢芽において、Lhx2が Msx1、Msx2遺伝子の転

写を活性化する役割を果たすことを示した。本章では、Lhx2 が示す強い筋分化抑制活

性の背後にある、他の Lhx2 下流標的遺伝子を探索した。その結果、Lhx2 が Bmp4 と

Tgfβファミリーメンバー遺伝子の発現を誘導することを見出した。 
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材料と方法  

siRNA導入による Msx1, Msx2遺伝子のノックダウン  

第一章で樹立した C2C12Lhx2細胞株を用いて、Msx1、Msx2遺伝子の発現を抑制した。

Msx1遺伝子に対しては、市販の二本鎖 siRNA (Qiagen, Hilden, Germany)をトランスフェ

クトすることで、一過的に発現を抑制した。Msx2 遺伝子については、レトロウイルス

ベクターpRePSに 3’UTRから設計した 19 bpの siRNA標的配列を組み込み、それを感

染させることによって安定的に発現を抑制した。それぞれの遺伝子中の siRNA 標的配

列を、表 2に示した。 

 

マイクロアレイ解析  

C2C12Lhx2細胞と C2C12Empty細胞より total RNAを抽出し、Takara社による SurePrint 

G3 Mouse GE 8x60K Microarray (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)を用いたマイクロ

アレイ受託解析に供した。発現プロファイルの Pathway 解析には、MetaCore (Thomson 

Reuter, New York, NY)を用いた。 

 

アルカリフォスファターゼ染色  

C2C12Empty細胞、および C2C12Lhx2細胞を 96 wellプレートの３ウェルに 103個ずつ

播き、10 % FBS-DMEM培地で培養した。サンプルの一部は、1日後にマウス BMP4 (100 

ng/ml, R&D systems, Minneapolis, MN)を添加し、さらに 3日間培養した。4 % PFAで 20

分間固定し、洗浄後、専用バッファー [0.1M NaCl, 0.05M MgCl2, 0.1M Tris HCl (pH 9.5)]

でインキュベートし、BM purple (50 µl, Roche)を加えてアルカリフォスファターゼの発

色反応を行った。 
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結果  

Lhx2は Bmp4, TGFβ ファミリー遺伝子の発現量を増加させる  

Lhx2の過剰発現による筋分化阻害の原因が、Msx1, Msx2遺伝子の発現誘導だけか

どうか決めるために、C2C12Lhx2細胞のMsx1, Msx2遺伝子発現をノックダウンしてみた。

遺伝子特異的な siRNAの導入によって、Msx1と Msx2の mRNAレベルは減少した (図

11A)。次に、筋分化の初期に発現する troponin C fast遺伝子の発現量を qRT-PCRを用い

て調べた [35]。Msx1と Msx2遺伝子の発現が抑制されていても、筋分化はおこらず (図

11B)、troponin C fast遺伝子の発現は検出されなかった (図 11C)。したがって、Lhx2は

Msx1とMsx2だけでなく、他の筋分化阻害因子の発現を誘導する可能性が示唆された。 

そこで、C2C12Lhx2細胞と C2C12Empty細胞の RNA をマイクロアレイ解析にかけて、

発現量に違いがある遺伝子をゲノムワイドで探索した。Lhx2 の過剰発現により、395

個の遺伝子の発現レベルが増加し、139個の遺伝子が発現低下していた。代表的な遺伝

子のリストを表 5 と表 6 に示す。興味深いことに、C2C12Lhx2 細胞では Bmp4 と

transforming growth factor beta (Tgfβ)関連遺伝子群の発現レベルが、C2C12Empty細胞と比

べて顕著に増加していた (図 11D)。Bmp4, Tgfβ1, Tgfβ2, Tgfβ3 mRNA の発現増加は、

RT-PCRによっても確認された (図 11E)。Bmp4と Tgfβファミリータンパク質は、骨格

筋分化を阻害することが報告されているため [36, 37]、これらもMsx1, Msx2と同様に、

Lhx2の下流エフェクターとして筋分化抑制に働いていると考えられる。 

Bmp4 には、骨分化を促進する作用があるので [38]、Lhx2 の過剰発現によって筋

芽細胞が骨細胞へ分化転換している可能性が存在する。この点をはっきりさせるために、

骨分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ(ALP)の活性を測定することにした。

C2C12Empty細胞に Bmp4 (100 ng/ml)を添加して培養したところ、予想通り ALP陽性の細
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胞集団が出現した (図 12)。しかし、C2C12Lhx2細胞では、同様の ALP 陽性細胞は分化

誘導されなかった (図 12)。これは、内在性 Bmp4の分泌量が少ないためかも知れない。

しかし、少なくとも Lhx2による筋分化阻害には、内在性 Bmp4による骨分化転換は関

与していないことが示された。 

 

Lhx2は C2C12において Myf5遺伝子の転写を活性化しない  

先行研究によると、鰓弓の筋前駆細胞において、Lhx2は Myf5遺伝子の転写を活性

化し、顔筋の形成に寄与することが報告されている [9]。そこで、Lhx2が骨格筋以外の

筋肉組織の発生に関わる転写因子群の発現に影響を与えるかどうかを知るために、

C2C12Lhx2細胞と C2C12Empty細胞のマイクロアレイデータを再解析した。骨格筋の筋分

化に関わる転写因子群では、MyoD、myogenin 遺伝子の発現量が C2C12Lhx2細胞では顕

著に低下していた (表 7)。この事実は、RT-PCRによっても確認された (図 13A)。Myf6

遺伝子の発現量は逆に若干増加していた。 

一方、鰓弓由来の筋組織と心筋の分化に関連する転写因子群は、C2C12Lhx2 細胞と

C2C12Empty細胞との間で発現量に差がほとんどないか、あるいはシグナルが検出されな

かった (表 8, 9)。上述した鰓弓由来の筋組織に関する論文では、C2C12 細胞を用いた

ChIP アッセイにより、Lhx2 が Myf5 遺伝子のエンハンサー領域に結合することを示し

ている。マウス胎仔肢芽を用いて、先行研究と同じプライマーセットを用いて ChIP ア

ッセイを行ってみたところ、Lhx2は確かに Myf5遺伝子のエンハンサーa領域に結合し

ていた (図 13B)。しかしながら、C2C12Lhx2細胞と C2C12Empty細胞との間で、Myf5 mRNA

の発現レベルに差はなかった (図 13A)。これらの実験結果は、Myf5 遺伝子の転写調節

機構は骨格筋と鰓弓筋前駆細胞とで異なることを明瞭に示している。 
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考察  

Lhx2 を筋芽細胞に過剰発現させると、筋分化が強く阻害される。第一章で示した

ように、Lhx2は筋分化阻害活性を有する Msx1, Msx2遺伝子の発現を顕著に増大させる。

さらに、Lhx2 と Msx1 タンパク質が複合体を形成することも報告されている [25]。し

たがって、Msx1と Msx2が、Lhx2過剰発現による筋分化阻害の中心的なエフェクター

である可能性があったが、事実はそう単純ではなかった。Lhx2 を過剰発現させたまま

Msx1, Msx2遺伝子をノックダウンしても、筋分化の抑制は解除されなかった。 

より重要なことに、Lhx2 の過剰発現によって、Bmp4 と Tgfβ ファミリー遺伝子群

が発現誘導されることが判明した。先行研究では、Bmp4, Tgfβ1, Tgfβ2, Tgfβ3は筋衛星

細胞由来の筋芽細胞、もしくは C2C12 細胞の筋管分化を抑制することが知られている 

[36, 37]。筋芽細胞が Tgfβで刺激されると、Smad3がリン酸化され、MyoDと特異的に

結合することでその働きをブロックする [39]。Tgfβ の添加は、MyoD 自体の発現レベ

ルも低下させる [40]。本章では、C2C12Lhx2細胞では MyoD 遺伝子の発現が消失してい

ることを示したが、これは Tgfβの発現誘導を介した間接的な効果である可能性もある。

いずれにせよ、Lhx2-Tgfβ軸の発見は骨格筋分化を抑制する新しい経路としてとても意

義深い。 

最後に本研究では、鰓弓の筋前駆細胞において報告された、Lhx2による Myf5遺伝

子の転写活性化は、骨格筋には当てはまらないことを証明した。肢芽において、Lhx2

は Myf5 遺伝子エンハンサー領域に存在するコンセンサス配列に確かに結合していたが、

転写活性化には働いていなかった。第一章でも考察したように、骨格筋では Myf5 遺伝

子エンハンサー領域に Lhx2の作用を抑制するレプレッサーが存在するか、あるいはエ

ピジェネティックな修飾が施されていると推察される。筋組織においても、Lhx2 の作
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用が context-dependentであることを明瞭に示した結果である。 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 



図11　C2C12細胞においてLhx2を過剰発現することにより、Bmp4、Tgfβを含む多様な遺伝子発現が亢進
した	  
(A)  C2C12Lhx2細胞における、siRNAを介したMsx1とMsx2遺伝子のノックダウン。Msx1とMsx2のmRNA発現
レベルは、リアルタイムPCRによって比較した(mean	  ±	  SE、n=6)。それぞれの相対値は、Gapdhを用いて
表した。	  

(B)  C2C12Empty細胞、C2C12Lhx2細胞とsiMsx1/2処理したC2C12Lhx2細胞を、3日間筋分化誘導条件で培養し、
細胞の形態を示した。Scale	  bar	  =	  100μm	  

(C)  C2C12Empty細胞、C2C12Lhx2細胞とsiMsx1/2処理したC2C12Lhx2細胞を、2-‐3日間筋分化誘導条件で培養
し、Troponin	  C	  fast遺伝子のmRNA発現レベルを、リアルタイムPCRによって比較した。それぞれの相対
値は、Gapdhを用いて表した。	  

(D) マイクロアレイ解析により、C2C12Lhx2細胞とC2C12Empty細胞を比較して、遺伝子発現量が増加した内の、
Tgfβ関連遺伝子リスト。	  

(E)  C2C12細胞にLhx2を過剰発現させることで、Bmp4、Tgfβ1、Tgfβ2、Tgfβ3の遺伝子発現量が増加するこ
とを、RT-‐PCRにより確認した。コントロールには、Gapdhを用いた。	  
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表5　C2C12Lhx2細胞において発現量が増加した遺伝子	
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表6　C2C12Lhx2細胞において発現量が減少した遺伝子　	
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C2C12Empty	

+ BMP4	

C2C12Lhx2	

図12　C2C12におけるLhx2の過剰発現は骨分化を促進しない!
C2C12Empty細胞もしくはC2C12Lhx2細胞を、一部サンプルにBMP4 (100 ng/ml)を添加して、3日間培
養した。APバッファーでインキュベートし、BMパープルを用いて発色した。	
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図13　Lhx2過剰発現による、骨格筋制御因子の発現に対する影響!
(A) C2C12Lhx2細胞と、C2C12Empty細胞におけるMyf5、MyoD、myogenin遺伝子の発現を、RT-PCRに
よって検出した。Gapdhをコントロールとして用いた。"

(B) 肢芽におけるクロマチン分画を、抗Lhx2抗体、もしくはコントロールとして抗Scp1抗体を用いて、免疫
沈降を行い、Myf5遺伝子のエンハンサー領域においてプライマーを設計し(a,b,c領域)、PCRによって
検出した。全クロマチン分画をPCRして、インプットコントロールとして示した。	
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表7　骨格筋特異的な転写因子の遺伝子発現(C2C12Lhx2 vs C2C12Empty)	

表8　心筋特異的な転写因子の遺伝子発現(C2C12Lhx2 vs C2C12Empty)	

表9　鰓弓筋前駆細胞特異的な転写因子の遺伝子発現(C2C12Lhx2 vs C2C12Empty)	

49	
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総合考察  

本研究では、Lhx2 が筋芽細胞の分化を強力に阻害すること、そして骨格筋におい

て Lhx2は、Msx1, Msx2, Bmp4, Tgfβファミリーメンバー遺伝子の発現を正に制御するこ

とを初めて明らかにした(図 14)。Msx1 と Msx2 は筋脱分化因子であることから、肢芽

のような組織において、Lhx2 は筋芽細胞のプールを維持するだけでなく、間葉系前駆

細胞を増やすことで体重の30％を占める骨格筋の形成を助けているものと推察される。

C2C12細胞や筋衛星細胞の初代培養系では、Lhx2 mRNAはほとんど発現していない。

肢芽は Lhx2陽性であることから、筋衛星細胞や筋芽細胞まで分化が進むと、筋分化を

妨害しないよう Lhx2 遺伝子の転写をサイレンシングする何らかの機構が付与されるも

のと推察される。 

Lhx2 には、成体骨髄や胎生期造血幹細胞を未分化の状態で体外増幅する強力な活

性があるため、Lhx2 の過剰発現は骨格筋の幹細胞である筋衛星細胞の自己複製も促進

するのでないかと期待して研究を開始した。しかしながら、マウスから単離した筋衛星

細胞にレトロウイルスベクターを用いて Lhx2 遺伝子を過剰発現させても、増殖や分化

に顕著な違いは観察されなかった (小高悠作、修士論文 2011)。さらに、マウス ES細胞

を円軸中胚葉に in vitro分化させた後で Lhx2を過剰発現させた場合でも、骨格筋前駆

細胞のマーカーである Pax3、Pax7 の mRNA 発現レベルは上がったものの、Pax7 タン

パク質を発現している細胞の割合は増加しなかった (小高悠作、未発表データ)。幹細

胞レベルでも、Lhx2 の作用は context-dependent であった。しかし、骨格筋には特有の

微小環境が存在するため、現存のマウス ES細胞の in vitro分化誘導系では筋衛星細胞を

分化誘導できていない可能性も否定できない。 

結論として、私は本博士論文において、骨格筋の発生分化における Lhx2 の生理的
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機能とその分子メカニズムの一端を解明した。鰓弓の筋前駆細胞で報告された Lhx2に

よる Myf5遺伝子の転写活性化が骨格筋では再現しないことから、Lhx2を介した遺伝子

の組織特異的転写調節機構が当初の予想以上に複雑なものであることも実例をもって

示した。私の研究はここで終了となるが、今後、Lhx2 遺伝子の骨格筋特異的トランス

ジェニックマウス、そして骨格筋特異的ノックアウトマウスを作出すれば、Lhx2 遺伝

子の生理的役割に関してさらに多くの情報が得られるものと期待される。 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 



図14　Lhx2による、骨格筋発生分化の制御機構!
本研究の知見を模式図に表した。Lhx2は、Msx1、Msx2遺伝子を転写制御する。また、Tgfβファミリー遺
伝子の発現も増加させる(赤矢印)。これらの因子を介して、肢芽の発生と、筋分化を制御していると推察
される。	
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