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研究成果の概要（和文）： 
強靱結合組織である腱・靱帯特異的に発現するマウステノモジュリン遺伝子のプロモーターの
上流約 1 kb の領域とイントロン２内にある組織特異的転写制御を担うエンハンサー領域を同
定し、それらの転写活性を上昇させる転写因子を検索した。その結果、塩基性ヘリックスルー
プヘリックス型転写因子、Ets 転写因子、HMG ボックス DNA 結合領域を持つ Sox 転写因子
などが、同定したエンハンサー領域の転写活性を上昇させることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Mouse Tenomodulin (Tnmd) is predominantly expressed in dense connective tissues such 
as tendons and ligaments. We identified the enhancer regions near the promoter and 
within the intron 2 of the mouse Tnmd gene. We found that these enhancer regions are 
transactivated by the transcription factors of basic helix-loop-helix, Ets, or Sox family. 
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１．研究開始当初の背景  
骨・軟骨などの硬組織は、支持組織として生
体の内部構造を保持し、運動器の重要な構成
要素としての役割を担っている。硬組織同士
は靱帯を介して結合し、骨や軟骨などの骨格
は、腱によって筋肉に連結されることによっ
て、力学的伝達機能を果たすことが可能にな
る。腱や靭帯は、組織学的には、I 型コラー
ゲンの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に分類され、独自の

強靱さを保持している。この運動器の連結に
不可欠な腱や靱帯は、血管網に乏しいので、
一旦損傷すると機能的修復が困難で、運動器
の再生医療では、主要な標的器官になってい
る。しかしながら、これまで、指標とする分
化マーカーが報告されていなかったので、再
生はおろか運動器の連結システム形成のメ
カニズムすら解明されていない。 
研究代表者は、軟骨由来血管新生抑制因子
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血管新生抑制ドメインに高い相同性を有す
る II 型膜貫通型糖蛋白質 Tenomodulin 
(Tnmd)をクローニングした。Tnmdは腱・靱
帯を含む強靱結合組織に特異的に発現し、
Tnmd の C 末端側の Chm1 様ドメインには
血管新生抑制活性があることが明らかにな
っている。 
一方、Harvard 大学の Dr. Tabin らの研

究 グ ル ー プ は 、 basic helix-loop-helix 
(b-HLH)型の転写因子である Scleraxis (Scx)
が腱・靭帯の初期の分化マーカーとして有用
であることを報告し、硬節内に前駆腱細胞を
含むシンデトームという体節の４番目のコ
ンポーネントが存在することを報告した。
Scx は前駆腱細胞や腱細胞で発現しているが、
単独では未分化細胞から腱細胞への分化を
誘導することが出来ない。また、Scx 欠失マ
ウスでは、長い四肢腱、尾部の腱、筋内腱に
異常は認められるものの、初期の形成過程は
正常であることから、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。 
研究代表者のグループは、ニワトリ胚を用

いて Tnmd の発現パターンを詳細に解析し、
腱形成過程では、Scx が前駆腱細胞と腱細胞
に発現しているのに対して、Tnmd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。また、Tnmdは分化した腱細胞で Scx
によってその発現が正に制御されるが、
Myogenin のように筋分化を誘導する転写因
子によって負に制御されることを報告した。
in vitro においては、Scx 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、Tnmdは成熟した腱・
靭帯細胞においてのみ発現が検出されるの
で、培養系においても有効な腱・靱帯特異的
分子マーカーになる。また、Tnmd遺伝子欠
損マウスの解析では、Tnmdは成熟した腱組
織の細胞増殖とコラーゲン線維の成熟に関
与することが明らかになっている 。 
これらの一連の報告によって、腱・靱帯の

形成機構の研究が注目されるようになり、
Scx と並んで、Tnmd は腱・靭帯細胞を特徴
づける分子マーカーとして世界中で用いら
れつつある。Tnmdの腱・靱帯特異的転写制
御メカニズムを明らかにすることによって、
腱・靱帯細胞の分化成熟に関与する転写因子
が同定されることが期待される。 
 

 
２．研究の目的  
腱・靱帯の形成過程で発現する II 型膜貫通型
糖蛋白質であるマウス Tnmdの組織特異的転写
制御メカニズムを解析することによって、腱・靱
帯細胞の分化・成熟に関与する転写因子群を
同定する。まず、LacZ レポーターを用いたトラ
ンスジェニックマウス胚による解析や Tnmd を発

現する培養ラット腱細胞を用いたデュアルルシ
フェラーゼレポーターアッセイによって、マウ
ス Tnmd 遺伝子の上流やイントロン内に存在す
る組織特異的な転写制御を担うエンハンサー領
域を同定する。次に、同定された特異的転写制
御領域を用いて、酵母 One-hybrid 法や発現ベ
クターライブラリーを用いて転写活性化能を有
する転写因子を検索する。また、同定されたエン
ハンサー内に存在する既知のコンセンサス配列
の情報に基づいて、候補となる転写因子の結合
特性や転写活性化能を解析する。 
 
３．研究の方法  
(1) ルシフェラーゼレポーターと発現ベ

クターの構築 
マウス Tnmd遺伝子のプロモーターを含む上
流約 1 kb の領域で、長さの異なる種々の断
片を pGL4.10[luc2]に挿入し、ホタルルシフ
ェラーゼレポーターを構築した。また、ミニ
マルプロモーターを有する
pGL4.23[luc2/minP]にこの領域を分割した 4
~8 回の繰り返し配列の断片を挿入し、ホタ
ルルシフェラーゼレポーターを構築した。N
端側に FLAG タグを付加した b-HLH、Ets、Sox
ファミリーの転写因子のコーディング領域
を pcDNA3 に挿入し、発現ベクターを構築し
た。 
 
(2) 細胞培養 
生後 14 日齢の Wistar ラットの四肢腱を分離
し、細かくした組織片を EDTA 処理後、トリ
プシンとコラーゲナーゼを用いて消化し、腱
細胞を分離した。また、15 日目の孵化卵から
分離したニワトリ胚の四肢腱からも同様に
して、腱細胞を分離した。これらの腱細胞は、
5%ウシ胎仔血清を含むαMEM 培地を用いて、5% 
CO2存在下で培養した。HEK293T は、5%ウシ胎
仔血清を含む DMEM 培地を用いて、5% CO2存在
下で培養した。 
 
(3) デュアルルシフェラーゼレポーター
アッセイ 

ラット腱細胞あるいは HEK293T 細胞に、ホタ
ルルシフェラーゼレポーターと内部コント
ロールとしてウミシイタケルシフェラーゼ
レポーターである pGL4.74[hRluc/TK]をトラ
ンスフェクションし、24~48 時間後にサンプ
ルを回収した。転写因子の転写活性化能の解
析では、これらのレポーターベクターと発現
ベクターを共発現させてサンプルを回収し
た。ルシフェラーゼの活性は、ルミノメータ
ーを用いて測定した。 
 
(4) トランスジェニックマウスマウスを用い
たエンハンサー領域の検索 

hsp68のミニマルプロモーターと LacZレポー
ターの上流に候補となるエンハンサー領域



を連結しベクターを構築した。次に、ベクタ
ーから制限酵素消化によって切り出したト
ランスジーンをマウス受精卵前核に注入し
た。胎生 13.5 日~16.5 日のトランスジェニ
ックマウス胚の X-gal 染色によって、エンハ
ンサー活性を解析した。 
 
(5) 酵母 One-hybrid 法 
候補となる bait 領域の 4 回繰り返し配列を
pAbAi レポーターベクターにクローニングし、こ
れを酵母 Y1HGold 株に組み込みレポーターと
なる酵母株を作製した。スクリーニングに用いる
cDNAプールは、胎生 14.5 日のマウス胚の四肢
から抽出した RNA を鋳型にして SMART 法を用
いて構築した。prey ベクターである
pGADT7-Recベクターと cDNA プールを bait 配
列が組み込まれた Y1HGold 株にコトランスフォ
ームし、Aureobasidin A に対する耐性を指標に
してスクリーニングを行なった。このようにして得
られた陽性クローンのシーケンスを行なった。 
 
(6) 発現ベクターライブラリーを用いた

転写因子の検索 
HEK293T 細胞にエンハンサー領域の 4回繰り
返し配列を組み込んだルシフェラーゼレポ
ーターと約 6,000 遺伝子の発現ベクターを共
発現させて、転写活性化能のある遺伝子を検
索する一次スクリーニングを行なった。その
結果得られた~100 遺伝子の発現ベクターを
用いて、HEK293 と腱細胞で二次スクリーニン
グを行なった。この中で、有意に転写活性を
上昇させることが明らかになった転写因子
のファミリーに属する他の遺伝子に関して
も、新たに発現ベクターを構築して転写活性
化能を検討した。 
 
(7) 遺伝子・蛋白発現解析 
ノーザンブロット法、in situ hybridization、
免疫染色によって、遺伝子と蛋白質の発現を
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) エンハンサー領域の同定 
マウスTnmd遺伝子のプロモーターを含む上流
約 1kb の領域内には、Tnmdの遺伝子発現を正
に制御するＳｃｘのような b-HLH 型転写因子が
結合しうる E-box (CANNTG)が 5つ存在する。ま
た、これらの E-box 以外にもエンハンサー活
性を持つ可能性のあるコンセンサス配列が
存在していた。そこで、転写開始点の上流約
1kbを 10の断片に分割しそれらの断片の4回
繰り返し配列を、ミニマルプロモーターを有
する pGL4.23[luc2/minP]に挿入し、ルシフェ
ラーゼレポーターを構築した。生後 14 日齢の
雄ラットの四肢腱から分離した培養腱細胞にこ
れらのルシフェラーゼレポーターを発現させて
デュアルルシフェラーゼレポーターアッセ

イによってエンハンサー活性が検出される領域
を検索した。その結果、TATA box の上流 700 
bp 付近に存在する 4 番目と 5 番目の E-box を
含む 158 bp の LUTLE2 に強いエンハンサー活
性が認められることを見出した。この領域を
さらに分割して解析したところ、培養腱細胞
においては、5番目の E-box と隣接する Ets
結合部位を含む領域に高い活性が検出され
た。候補となる領域の繰り返し配列をミニマ
ルプロモーターと LacZ レポーターの上流に
連結したトランスジーンを発現するマウス
では、4番目と 5 番目の E-box と Ets 結合部
位を含む 40 bp の領域（UTLE）に四肢腱での
エンハンサー活性が認められた。一方、イント
ロン 2内に存在する 685 bpの領域には、トラン
スジェニックマウス胚を用いた解析で、靭帯
での特異性を示すエンハンサー活性が存在し
ていた。 
 
 (2) 酵母 One-hybrid 法による転写因子

の検索 
プロモーターの上流に存在し、腱でのエンハ
ンサー活性の認められる UTLE を、酵母
One-hybrid 法による転写因子の bait として
用いた。UTLE の 4 回繰り返し配列を挿入した
pAbAiレポーターベクターを酵母 Y1HGold 株に
組み込みレポーターとなる酵母株を作製した。
pGADT7-Rec ベクターと胎生 14.5 日の Mouse
胚の四肢の cDNA プールを bait 配列が組み込
まれた Y1HGold 株にコトランスフォームし、
Aureobasidin A に対する耐性を指標にしてスクリ
ーニングを行った。しかしながら、酵母
One-hybrid 法によるスクリーニングによっ
て同定された因子には多数の偽陽性が含ま
れており、組織特異性を制御する候補となる
転写因子を得ることが出来なかった。 
 
(3) 発現ベクターライブラリーを用いた

スクリーニング 
UTLE を含む LUTLE2 の 4 回繰り返し配列を挿
入したルシフェラーゼレポーターと約 6,000
遺伝子の発現ベクターを HEK293T 細胞に共発
現させて、転写活性化能のある遺伝子の検索
を行った。その結果、b-HLH、Ets、Sox ファ
ミリーの中に、転写活性を上昇させる転写因
子を複数同定することに成功した。スクリー
ニングに用いた発現ベクターライブラリー
には含まれていない Ets ファミリーの因子に
ついても、新たに発現ベクターを構築して、
更に別の複数の Ets ファミリーに属する転写
因子が転写活性を上昇させることを明らか
にした。Sox ファミリーに関しても、同様に
発現ベクターを構築して転写活性化能を持
つ転写因子を新たに同定した。イントロン 2
の中に見出されたエンハンサー領域に関し
ても、b-HLH、Ets、Sox ファミリーの中に、
転写を活性化させる転写因子があることを



見出している。今後、靱帯細胞分化の分子メ
カニズムを明らかにする糸口になると考え
られる。 
 
(4)b-HLH 型転写因子と Sox9 の過剰発現

が Tnmd の mRNA 発現に及ぼす影響 
b-HLH 型転写因子である Scx、Paraxis、Twist1、
Twist2をニワトリ胚から分離した腱細胞に
レトロウイスルによって過剰発現させると、
Tnmd mRNA の発現が著明に上昇していた（図
1）。一方、HLH モチーフを持ち、b-HLH 型転
写因子と二量体を形成するが DNA への結合能
のない Id3 を同様にして過剰発現させると、
Tnmdの mRNA レベルが低下していた。軟骨分
化を制御する転写因子である Sox9はマウス
Tnmdのプロモーターを含む上流約1kbの領域
の転写を活性化するが、ニワトリ腱細胞で異
所性に Sox9が持続して発現すると、軟骨細
胞への分化転換が誘導されるので、Tnmdや
Col1a2などの発現は抑制されて、Col2a1、
Aggrecan、Chm1などの軟骨分化マーカーの遺
伝子発現が著明に上昇した（図 1）。また、レ
ンチウイルスによって Scxが導入されたヒト
の骨髄由来の間葉系幹細胞では、Tnmdの発現
が誘導され、軟骨細胞や骨芽細胞への分化誘
導は抑制されていた。このような細胞では、
Tnmdプロモーターとその上流の配列を含む
領域を挿入したルシフェラーゼレポーター
を導入すると、コントロールの細胞と比較し
て、転写活性が上昇していた。従って、Scx
は間葉系幹細胞においても Tnmdの転写を正
に制御することが明らかになった。今後、間
葉系幹細胞を用いた再生治療への足がかり
となると期待される。 

 
(5) 転写因子の結合特性 
ゲルシフトアッセイを行なって、Scx と
Twist1 が TATA box の上流にある５番目の
E-box に結合することを明らかにした。また、
Ets ファミリーの転写因子である ETV4 や
ETV5がこのE-boxの近傍にある配列に結合す
ることも明らかになった。Scx は、TATA box
近傍の２番目の E-box にも結合することも確
認している。 
 
(6) Scx 発現領域における Tnmd の発現局

在 
Scx の組織特異的転写制御領域を用いて作成
した ScxGFP トランスジェニックマウスと
Sox9 の遺伝子座に Cre-recombinase を
knock-in したマウスを用いて、腱細胞への分
化過程で、Scx+/Sox9+前駆細胞と Scx+/Sox9-

前駆細胞が存在することを明らかにした。
Scx+/Sox9+前駆細胞では、腱細胞への分化に
先立って、Sox9 の発現が低下していた。
Scx+/Sox9+前駆細胞に由来する分化細胞は、
腱では骨格との付着部である Enthesis に集
積していた。Enthesis では、I 型コラーゲン
は発現しているが、Tnmd も Chm1 も発現して
いない未分化な領域が存在していた。将来、
線維軟骨細胞を生み出す細胞集団である可
能性が示唆された（図 2）。 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