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研究成果の概要（和文）：転写因子TRPS1の変異により遺伝性疾患である毛髪鼻指節骨症候群（TRPS）が発症す
る。本疾患は若年での脱毛症や、変形性関節症発症など重篤な病態を示すことがある。また、患者の多くは低身
長を示すことが多い。Trps1遺伝子変異マウスはTRPSの病態を示し病態発症のメカニズムの理解はかなり進んで
きた。疾患の理解が進む一方で、TRPS1遺伝子発現制御の機序はほとんどわかっていない。本研究ではマウス個
体レベルでTrps1遺伝子の発現を制御するゲノム候補領域を欠失させたマウスを作出した。さらに片アレルで
Trps1遺伝子を欠損させたマウスを交配で作出し、生後から進行する頭殿長伸長の強い抑制を見出した。

研究成果の概要（英文）：Tricho-rhino-phalangeal syndrome (TRPS) is a genetic disorder inherited in 
an autosomal dominant manner. Missense mutation or deletion of the transcription factor, TRPS1, is 
known as most of the causes of TRPS. Patients of TRPS suffer from pediatric alopecia, joint 
pathologies, and short stature. Understanding of the TRPS pathologies have been intimately 
investigated by the usage of Trps1 knockout mouse strains. Most of the studies reporting the 
pathologies of TRPS is shown by the usage of homozygote knockout mice. There are no doubt that 
analysis of these knockout mice have proved the pathologies of TRPS; however, the perinatal 
lethality of the knockout mice hampered the investigation of TRPS in postnatal stages. During this 
funding period, we were able to generate Trps1 hypomorphic strain which live for several days and 
display significant growth failure. This strain enables investigation of postnatal pathologies of 
TRPS.

研究分野： 発生生物学

キーワード： TRPS1　骨系統疾患　脱毛症　エンハンサー　ノックアウトマウス　先天性心形態異常　低身長　軟骨成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TRPSは重篤な病態を示すことがあり、病態発症機序を解明することは重要である。世界で2系統のTrps1遺伝子変
異マウスが報告されている。コンベンショナルなKOマウス（Trps1-KO）とTrps1のDNA結合領域があるGATAタイプ
のジンクフィンガーモチーフのみの欠失マウスである（Trps1-deltaGt）。今まで多くの知見を供してきたTrps1
遺伝子変異マウスはホモを用いて行ってきたが、生後に進行する病態などに関して解析することは困難であっ
た。今回作出したEnh+/-;Trps1+/-マウスは生後もしばらくは生きることができ、成長不全を示すことから病態
をより反映するモデル動物と考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
TRPS1 遺伝子の変異や欠失は遺伝性疾患 TRPS の原因であることは知られていた。また、TRPS1 遺

伝子に変異が入る位置により、表現型とある程度の相関があることも報告されていた。また、

TRPS が特徴的な表現型を示すことから TRPS 疑いの患者が少なからずおり、TRPS1 遺伝子には変

異が見出せない場合があることも知られていた。TRPS が時として重篤な症状を示すことから疾

患が発症するメカニズムや、重症化する機序を解明することは大変重要である。近年では TRPS1

遺伝子が位置するゲノム領域と大腿骨の骨量の低下が連鎖することや、骨芽細胞分化のマスタ

ー因子の一つである RUNX2 と相互作用することなどが報告されたことで、TRPS1 が骨格系の発生

や恒常性の維持に関与する可能性、またその作用機序が主要な骨形成因子を制御することで行

われている可能性が示唆されていた。TRPS の病態発症のメカニズムは Trps1 遺伝子改変動物を

用いた解析から多くの知見が得られてきた。しかし、いまだに根本的な治療法の開発には至って

いないどころか、動物モデルでの化合物などの効果を見るというところにも至っていないのが

本プロジェクト開始当初の状況であった。 

 
２．研究の目的 
 
本研究では、TRPS の病態を反映するより適した動物モデルを作成することを目的とした。この

際、TRPS1 遺伝子発現を制御、増強するゲノム配列を見出すことで、この配列をゲノム編集法に

より欠失させたマウスを作出する手法を用いる。 

 
３．研究の方法 
 

（1） 前回の助成期間内にマウス Trps1 遺伝子転写開始部位上流約 4kb 配列の組織

発現プロモーターとエンハンサーの有無の検証はレポーターを含むトランスジェニッ

クマウスを作成して行った。その結果、関節軟骨、毛包、心臓、腎臓など Trps1 が発現

する組織の一部に組織発現エンハンサー活性が認められた。今回、この配列の大部分（最

小プロモーターと考えられる配列は残している）をゲノム編集法で欠失させたマウスを

作出し、交配により、このエンハンサーを両アレルで欠失するホモ KO マウス（Trps1-

Enh1-KO マウス）を産出し、Trps1 ノックアウトマウスでみられる表現型の一部でも見

出せるかを検討した。 

（2） 軟骨成長版を含めた Trps1 遺伝子発現エンハンサーのさらなる同定を目指し、

Trps1 ゲノム領域のオープンクロマチン領域の検討を行い（共同研究者による解析）、

同定した発現エンハンサー候補領域を欠失させたマウスをゲノム編集法で作出した。欠

失させた領域は最も長いもので 20kb（Enh2/3）、さらにその中のピークが大きく 2か所

同定できたので、それぞれのピーク配列（Enh2、Enh3）を含む領域のみを個別にゲノム

編集法で欠失させたマウスを作出した。交配により、各系統のホモ欠失マウスを産出し、

表現型解析、遺伝子発現解析を行った。 

（3） 各エンハンサー欠失マウスと Trps1 遺伝子ヘテロ欠失マウスを交配し、片ア

レルでエンハンサー候補領域を、もう片方のアレルで Trps1 遺伝子を欠失したマウスを

産出した。これらのマウスの表現型解析、遺伝子発現解析を行った。 

（4） 表現型解析は通常の身体測定（体長測定、体重測定）のほか、骨格形態形成

の解析を目的とし、マイクロ computed tomography（マイクロ CT）による撮影を行い、

椎骨の弯曲の程度の変化などを検討した。遺伝子発現解析は組織での発現を検出するた



め、In situ hybridization 法を中心に用いた。 

 
４．研究成果 
 

（1） Trps1-Enh1-KO マウスの作出ならびに表現型解析 

Trps1遺伝子の転写開始部位上流約 3.2kbの配列を欠失させるためのガイド RNAの候補

配列の中で、Split-EGFP アッセイで最も切断効率の良かった組み合わせを決定した。

マウスの受精卵に 2 種のガイド RNA と Cas9 を導入し、偽妊娠マウスの卵管へ移植、仔

を産出した。この行程は共同実験者である大阪大学伊川正人教授のラボで行った。遺伝

子型判定を行い、複数のヘテロ欠失マウスを得ることができた（右図：欠失させる遺伝

子座を挟むように判定用のプライマーを設計

した。11F と 3352R のプライマーの組み合わせ

で PCR を行うと、いくつかのサンプルで長い産

物と短い産物が増幅されている。長い産物はゲ

ノムそのものを増幅したもので、短い産物（役

300bp）は欠失した部位は増幅されなかったも

のを示し、Enh1 ヘテロ KOマウスであることを

示している）。 

ゲノム編集法を用いたKOマウスのF0世代はモ

ザイクとなることがあるため、まず得られたヘ

テロ雄マウスを野生型C57Bl/6雌マウスと交配

させ、F1世代で Enh1 の欠失アレルを持つ仔マ

ウスをその後の交配実験に用いた。Enh1 ヘテロ雌雄の交配の結果、期待する割合で Enh1

ホモ KO マウスの産出が認められた。一部の Enh1-KO マウスに軽度の側弯症がみられた

が、大部分の KOマウスは正常の形態形成、成長を示し、ホモ KO 雌雄の交配により、仔

も産出可能であることが分かった。そこで、片アレルで Trps1 遺伝子を欠失させた場合

の表現型を検討するため、Enh1 ヘテロマウスと Trps1 ヘテロマウスを交配し、

Enh1+/-;Trps1+/-マウスを得た。このマウスはコントロー

ルマウスと比べて強度の後湾症がみられた（左図：上はコン

トロールマウスのマイクロ CT 側面像を示し、下は

Enh1+/-;Trps1+/- マ ウ ス の 側 面 像 を 示 す 。

Enh1+/-;Trps1+/-マウスで胸椎から腰椎にかけての椎骨の

強度の後湾が認められる）。この表現型は Trps1-Gt ヘテ

ロマウスに似ており、一部 Trps1 遺伝子の発現に Enh1 配列

が関与していることが示唆された。このマウスは理研バイ

オリソースセンターに寄託した（RBRC10942）。 

（2） Trps1 遺伝子発現新規エンハンサー候補の欠失マウスの作出 

Trps1 遺伝子周囲のオープンクロマチン領域の検討を行い、Trps1 遺伝子が含まれる領

域内に約 15kb 離れた 2 つのピークを見出した（データ示さず）。この 2 つのピークは

各々2kb ほどの長さであった（Enh2、Enh3）。そこでまずこの 2 つのピークを同時に欠

失したマウスをゲノム編集法により作出した（Enh2/3-KO マウス）。この行程は共同研

究者であるがん研究会の八尾良治先生のラボで行った。Enh2/3 を欠失した F0マウスを

複数得ることができ、まず野生型 C57Bl/6 雌との交配でヘテロの F1 世代を得た。ヘテ



ロの雌雄の交配により、約 24％の割合で Enh2/3-KO マウスを得た。これは期待する割

合に極めて近く、出生後すぐに致死などの可能性は低いと思われた。ただ、数匹の

Enh2/3-KO マウスは（原因は不明だが）生後 3週目あたりで死んでしまっていることが

あった。成長の程度を解析するため、生後 8週目まで体重を測定したところ、有意では

ないものの、Enh2/3-KO マウスで体重の増加がコントロール群（野生型、ヘテロ欠失マ

ウス）と比較して緩徐である傾向

がみられた。そこで、この系統のマ

ウスの片アレルで Trps1 遺伝子を

欠失するマウスを交配により作出

した（Enh2/3+/-;Trps1+/-マウス）。

生まれた仔マウスの中に、生後 3日

後ほどから明らかに成長の悪い個

体がたびたび見られた。断乳を待

たずに仔マウスを回収、安楽死後、

遺伝子型判定を行うと、成長の悪

い個体はすべて Enh2/3+/-;Trps1+/-の遺伝子型であった（上図：生後 4 日目の同腹マ

ウスの仔の一部を示す。左側 2 匹は野生型、中央 2 匹は Enh2/3 ヘテロ欠失マウス、右

側 1 匹は Enh2/3+/-;Trps1+/-マウスを示す。ダブルヘテロマウスに約 30％の頭殿長の

短縮がみられる）。生後 3 週目の断乳時に遺伝子型判定を行い、現在までに 1 匹だけ

Enh2/3;Trps1+/-マウスを確認できているが、このマウスも同腹のマウスとのサイズの

差は明らかであった（データ示さず）。Trps1 遺伝子 KO マウスは出生直前や出生後すぐ

でも見た目で KO マウスを判定することは容易であるが、このダブルヘテロマウスは出

生時には見た目で判別することは困難であった。また、胎生後期に妊娠雌マウスを安楽

死させ、胎仔を回収してもダブルヘテロマウスを頭殿長の差や見た目で同定することは

困難であった（データ示さず）。これは、出生後から成長不全がみられ始めることを示

唆していると考えられた。 
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Kruppel-Like Factor 4 in skeletal development and disease

KLF4は一次繊毛の形成・維持・繊毛を介するシグナルに作用し骨芽細胞分化を抑制する
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KLF4はHDAC3の活性を制御することでMMP13の発現を誘導する

マウスTｒｐｓ１遺伝子上流配列の組織特異的遺伝子発現への寄与


