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研究成果の概要： 

腱・靭帯は組織再生の重要な標的となっているにも関わらず、特異的分子マーカーが欠如して

いたので、腱・靭帯の形成・組織構築機構の分子・細胞レベルでの解析はこれまでほとんどな

されてこなかった。本研究課題では、研究代表者が発見した Tenomodulin の発現を指標にして、

腱・靭帯の機能や特性の維持に関与するシグナル分子、転写因子の一端を明らかにし、in vitro
での腱・靱帯細胞誘導の足がかりを構築した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
１）腱・靱帯などの強靱結合組織は、血管網
に富む皮下や粘膜下の疎性結合組織と異な
り、栄養血管が極めて乏しい。従って、外傷
などの瞬間的な外力によって、一旦、腱や靭
帯が損傷されると、機能的、生体力学的に十
分に再生させることは極めて困難である。
腱・靱帯の機能障害は、変形性関節症などの
発症にも密接に関連しており、運動器の中で
も、組織再生の重要な標的となっている。し
かしながら、腱・靱帯の形成がどのようなシ
グナル分子によって制御されているかほと

んど明らかにされていない。また、これまで
に、骨髄由来の多能性間葉系細胞を in vitro
で軟骨、骨、筋肉、脂肪細胞などに分化させ
る技術は開発されているが、培養系では疎性
結合組織由来の繊維芽細胞と形態学的には
区別がつかず、指標とする分子マーカーがな
かったことから、腱・靱帯細胞の分化誘導シ
ステムは確立されていない。 
 
２）研究代表者が発見した Tenomodulin は
腱・靱帯などの強靱結合組織に特異的に発現
し、発生過程において分化した腱・靱帯細胞
の分化の指標となる血管新生抑制因子であ



る。一方、Harvard 大学の C.Tabin らのグル
ープは、basic helix-loop-helix(b-HLH)型
の転写因子である Scleraxis が腱・靭帯の初
期の分化マーカーであることを報告し、前駆
腱細胞を含む Syndetomeという体節の４番目
のコンポーネントが存在することを提唱し
た。Scleraxis は前駆腱細胞や腱細胞で発現
しているが、Scleraxis 単独では未分化間葉
細胞から腱細胞への分化を誘導することが
出来ないことから、腱細胞の分化誘導には別
の転写因子が関与していることが強く示唆
されている。研究代表者らは、ニワトリ胚を
用いて Tenomodulinの発現パターンを詳細に
解析し、腱形成過程では、Scleraxis が前駆
腱細胞と腱細胞に発現しているのに対して、
Tenomodulin は分化した腱細胞にのみ発現し
ていることを明らかにした。in vitro におい
ては、Scleraxis は腱細胞だけでなく軟骨や
骨芽細胞などの骨格系の細胞にも発現が検
出されるが、Tenomodulin は成熟した腱・靭
帯細胞においてのみ発現が検出される。この
ように、Tenomodulin の発現は、in vivo だ
けでなく in vitro でも高い組織特異性を保
持し、腱・靱帯細胞の分化機能の発現に密接
に連動している。従って、Tenomodulin の遺
伝子発現を制御する転写因子群は、腱・靱帯
形成過程において重要な役割を果たしてい
ることが予想された。 
 
 
２．研究の目的 
皮下や粘膜下に存在する疎性結合組織は、血
管に富み非常に柔らかく外力の負荷に応じ
て容易に変形しうる性質を有しているが、腱
や靭帯は、膠原線維が規則正しく平行に走行
する白色不透明の強靱結合組織（密性結合組
織）に分類され、独自の強靱さを保持してい
る。強靱結合組織は、血管網に富む皮下や粘
膜下の疎性結合組織と異なり、栄養血管が極
めて乏しい。従って、外傷などの瞬間的な外
力によって、一旦、腱や靭帯が損傷されると、
機能的、生体力学的に十分に再生させること
は極めて困難である。腱・靱帯の機能障害は、
変形性関節症などの発症にも密接に関連し
ており、運動器の中でも、組織再生の重要な
標的となっている。しかしながら、腱・靱帯
の形成がどのようなシグナル分子によって
制御されているか、ほとんど明らかにされて
いない。本研究課題では、腱・靱帯細胞の分
化マーカーである Tenomodulinの発現を手が
かりにして、これまでほとんど明らかにされ
ていない腱・靱帯形成、組織構築に関与する
分子ネットワークの実体を明らかにし、それ
らの知見に基づいて、腱・靱帯細胞分化誘導
システムを確立することを目指す。 
 
 

３．研究の方法 
１）ニワトリ、ラット培養腱細胞を用いた in 
vitro での解析 
 
これまでに腱・靱帯の形成過程で発現するこ
とが報告されている転写因子や分泌因子が
ニワトリ腱細胞の遺伝子発現レベルに及ぼ
す影響を解析する。また、ラット腱細胞や間
葉系由来細胞株を用いて、腱・靱帯特異的発
現 を 制 御 す る マ ウ ス 遺 伝 子 の
promoter/enhancer 領域の解析を行う。ニワ
トリ腱細胞は、１５日目胚の脚の腱組織から、
ラット腱細胞は、生後７日目のラットの四肢
から酵素消化（トリプシン、コラゲナーゼな
ど）によって分離培養する。 
 
２）ニワトリ・マウス胚を用いた in vivo で
の解析 
 
ニワトリ前肢芽において転写因子の過剰発
現実験を行う。遺伝子は、electroporation
によって導入する。また、トランスジェニッ
クマウス胚を用いて、腱・靱帯特異的発現を
制御するマウス遺伝子の enhancer 領域の同
定を試みる。enhancer 領域の同定には、LacZ 
reporter を用い、X-gal staining によって、
enhancer 活性を検出する。 
 
４．研究成果 
１）Tenomodulinの遺伝子発現に影響を及ぼ
す、細胞増殖・分化因子、転写因子の解析 
TGF-bスーパーファミリーの因子である GDF5、
GDF6、GDF7 や TGF-b1、TGF-b2 をニワトリ腱
細胞に添加するとの mRNA level が上昇する
ことが明らかになった。b-HLH 型転写因子で
ある Twist、Dermo1、Paraxis をニワトリ腱
細胞に過剰発現させると、Scleraxis と同様
に、Tenomodulin の mRNA level が上昇した。
また、homeobox を有する Mohawk をニワトリ
腱細胞に過剰発現させると Tenomodulin の
mRNA level が上昇するが、Hlx を過剰発現さ
せると低下することが明らかになった。 
 
２）腱形成過程におけるSox9 の役割の解析 
軟骨性骨原基で発現する Sox9 をニワトリ腱
細胞に異所性に発現させると、Tenomodulin
の発現は消失し、Tenomodulin の関連遺伝子
で軟骨の無血管領域に特異的に発現する
Chondromodulin-I の発現が誘導された。更
に、Sox9 のレトロウイルスベクターを
electroporation によって前肢芽に導入して
前肢で Sox9 を過剰発現させると、筋肉や疎
性繊維組織には著明な変化は認められなか
ったが、軟骨性骨原基に近接した腱が軟骨様
組織に変化していることが明らかになった。 
 
 



５）マウスTenomodulin遺伝子のpromoter近３）マウスTenomodulin遺伝子のpromoter解
析 傍に存在する 40 bp enhancer elementの解析 

E-box と１つの Ets site を含む 40 bp

ラッ

 

図 Twist/E12、Pea3 による

 

図 IH3T3 細胞における Twist/E12 による
 

マウス Tenomodulin 遺伝子は X染色体 E3 領
域に存在し、13 kb にわたる 7つの exon から
構成されている。CapSite Hunting 法によっ
て、Tenomodulin 遺伝子の転写開始点は、翻
訳開始点の上流-58 bpと-84 bpに同定され、
-115 bp には TATA box が存在していた。転写
開始点の下流+84 から上流-1024 bp までの
様々な長さの領域をluciferase reporter に
導入し,転写活性を測定した。その結果、+84
から-124 bp の領域には、腱細胞、NIH3T3 細
胞、ATDC5 細胞いずれの細胞においても転写
活性が見られ、細胞特異性を持たない普遍的
な promoterが存在すると示唆された。一方、
-125 bp より上流を含む断片には、腱細胞で
のみ高い活性が見られた。最も高い活性は
+84 から-769 bp の領域を用いた時に見られ、
それ以上に長い領域を用いると、活性が低下
する傾向が見られた。以上の結果から、-125 
bp から-769 bp までの領域に腱細胞特異的な
エンハンサーが存在し、-770 から-1024 まで
の領域には、転写活性に対して抑制的な作用
をもたらすことが明らかになった。 

２つの
の領域を 7コピー連結した luciferase 
reporter と Twist1/2、E12/E47、Pea3 を
ト腱細胞に共発現させると相乗的に転写活性
が上昇した(図 2)。また、Tenomodulin の発現
していない NIH3T3 細胞でも、E12 と Twist2 を
共発現させると、転写活性が 3.5 倍上昇した
(図３)。 
 
 

  
４）マウスTenomodulin遺伝子の腱・靱帯特
異的発現制御領域の解析 

 
 

トランスジェニックマウス胚とラット腱細
胞を用いた解析によって、マウス promoter
近傍に、腱・靱帯特異的発現制御を担う領域
を同定した。enhancer には 5つの E-box と
Ets 結合領域が含まれていたので、腱・靱帯
で発現している b-HLH 型の転写因子（E12、
E47、Twist 1/2, Scleraxis）と Ets 転写因
子 (Pea3、Erm)を enhancer の luciferase 
reporter と共発現させ、転写活性を測定した。
その結果、この enhancer には、Twist/E12 が
結合して転写活性を正に制御する E-boxが存
在することが判明した。Twist1/2 は、
Scleraxis と同様にニワトリ腱細胞で過剰発
現させると Tenomodulin の mRNA レベルを上
昇させることが明らかになっている。 

2.腱細胞における
Tenomodulin enhancer element の相乗的な転
写活性化 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.Tenomodulin enhancer に対する bHLH 型
転写因子による転写活性化 
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Tenomodulin enhancer element の転写活性化
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