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研究成果の概要（和文）：本研究では、運動機能に必須の筋・腱複合組織の形成について、筋で発現し、筋発生に重要
な転写抑制因子RP58と、腱・靭帯で発現し、腱発生に重要な転写抑制因子Mkxを起点とした研究を行った。Mkxの発現誘
導機序を明らかにする為にプロモーター・エンハンサーの同定と発現制御因子の同定を実施し、Mkxの発現誘導に関わ
る可能性のある３つの転写因子を同定した。またMkxが制御する遺伝子についても同定した。RP58はde novo DNAメチル
化酵素であるDNMT3Aに結合することから、DNAメチル化をゲノムワイドに解析し、メチル化変動のある領域を同定した
。

研究成果の概要（英文）：The research focused on the formation of muscle-tendon structure complex, which is
 essential for motor function. RP58, a transcription factor required in the development of muscle and Mkx,
 essential in normal growth of tendons and ligaments were investigated. In order for to determine the mech
anism for Mkx expression, promoter/enhancer region of Mkx was localized and 3 candidate transcription fact
ors were identified. Mkx regulated genes were also investigated and identified. RP58 is known to bind to D
NMT3, a de novo DNA methyltransferase, and hence DNA methylation was analyzed genome-wide and regions of m
ethylation activity were identified.
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１．研究開始当初の背景 
 
 運動器は四肢の機能を通じて生物をして
動物たらしめる重要なシステムであり、その
傷害や疾病による損傷は患者に著しい苦痛
と日常生活の制限を強いる。小児における先
天性の運動器疾患は、生涯にわたって（キャ
リーオーヴァー）症状を被る可能性があり、
また、外見上の問題から受ける精神的苦痛も
測りしれない。また、日本が高齢社会に突入
するにあたり、加齢とともに激増する骨粗鬆
症、変形性関節症、サルコぺニア（筋肉量の
減少）など運動器疾患は、“寝たきり”など
による日常生活の低下と 2 次的な疾病の原
因となり、社会的な損失も甚大である。 
 運動器とは、筋、骨、軟骨といった主要組
織が腱・靭帯で強固に結びつくことによって
動力機能を得るもので、これまで、筋、骨、
軟骨といった組織単体に対する研究は発
生・再生の両面から強力に進められてきたが、
それら複数組織がいかに一つの機能的な組
織を作り上げるかという命題に対して、未だ
十分な仮説すら提示されていない。すなわち、
再生医療において、iPS 細胞や間葉系幹細胞
から、筋、軟骨などの単一組織が分化誘導さ
れるようになってきたが、それら組織をどう
機能的に構築するか、お互いを強靭に融合さ
せるかといった点については全く不明であ
る。これは、組織構築の中心的な要素となる
腱・靭帯の発生・分化メカニズムが長い間不
明のままであったことが一因とされるであ
ろう。我々は世界で初めて、腱・靭帯の発生
に必須の Mkx を含めた運動器発生の遺伝子
ネットワークの同定に成功した。これにより、
今まで困難であった、腱・靭帯の損傷治療研
究や、未だ多くの症例が原因不明の腱の障害
を起こすタイプのエーラスダンロス（Ehlers
‐Danlos）症候群、悪性の運動器腫瘍の病因
解明に期待がかかる。腱・靭帯の研究は、運
動器という複合組織をいかに機能的に再生
できるかという、再生医療に新しい局面につ
ながり、これは次世代再生研究における運動
器研究のアドバンテージとして、他の組織・
臓器の再生医療、疾患治療にも大きく貢献す
るテーマである。 
 
 
２．研究の目的 
 
 運動器は、筋と骨・軟骨が腱・靱帯によっ
て正確かつ強靭に結ばれることで機能を発
揮する。しかしながら、その発生研究、再生
医療は十分に進展していない。 
 本研究では、我々の構築した発生期におけ
る転写因子の発現データベース EMBRYS 
を基に、腱、筋発生それぞれに特異的な転写
抑制因子 Mkx と RP58 を介した制御機構に
よる腱：筋の発生メカニズムを明らかにする
ことを目的とした。また、この腱・筋分化メ
カニズムの破綻による先天性疾患・肉腫の病

態を解析する。以上の研究によって、運動器
発生と再生をモデルに分化誘導した細胞の
運命安定化と異種細胞群の組織融和—発生
機序、その破綻による難治疾患病態を解明す
る。 
 
３．研究の方法 
 
 腱・靭帯特異的に発現し、腱形成に必須の
転写因子である Mkx について、その発現制御
機構を明らかにする為に、遺伝子ライブラリ
ーを用いた細胞ベースのスクリーニングを
行った。Mkx の翻訳開始点から上流７kb、下
流３kb のゲノム領域をルシフェラーゼ遺伝
子の上流、下流にそれぞれ挿入したレポータ
ーベクターを作製し、約 6000 遺伝子のノン
バイアスな発現ベクターライブラリーとコ
トランスフェクションさせ、ルシフェラーゼ
の活性を上昇させる遺伝子のスクリーニン
グを行った。また、ここで使用したゲノム領
域を用いてトランスジェニックマウスの作
製を行い、in vivo でのプロモーターおよび
エンハンサー領域の同定を試みた。さらに、
Mkx-Venus ノックイン-ノックアウトマウス
胚（ヘテロおよびホモマウス胚）の Venus 陽
性細胞をソーティングして、マイクロアレイ
解析を行い、その標的遺伝子のスクリーニン
グを行った。 
 さらに筋、腱複合組織がどのようにできて
いくかを理解する為に、腱特異的転写因子で
ある Scx の Cre マウス、および初期筋分化で
発現する転写因子 Pax3 の Cre マウスと
ROSA-LacZ レポーターマウスを用いたリニエ
ージマッピングを実施した。 
 また、筋分化で発現し、筋形成に必須の転
写抑制因子である RP58 は、de novo DNA メチ
ル化酵素である Dnmt3a および Dnmt3b と相互
作用することが知られており、筋分化におけ
るDNAメチル化に関与していることが予想さ
れる。そこで、ヒト筋芽細胞の筋分化系を用
いたゲノムワイドなDNAメチル化領域につい
て調査した。さらに in vivo での筋分化での
メチル化の意義を明らかにする為に、Dnmt3a
および Dnmt3b の flox マウスと Myf5-Cre マ
ウスの掛け合わせを行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、腱・靭帯特異的遺伝子 Mkx の
プロモーター領域の同定と、この領域に結合
する候補転写因子の同定を行った。Mkx 遺伝
子の上流領域を乗せたLacZベクターを用い、
トランスジェニックマウスを作成し、染色し
た。更に Mkx の翻訳開始点から上流７kb、下
流３kb のゲノム領域をルシフェラーゼ遺伝
子の上流、下流にそれぞれ挿入したレポータ
ーベクターと、発現ベクターライブラリーを
用いたハイスループットスクリーニングを
行った。その結果、6049 の expression vector



の中から、Luciferase 活性を上昇させるもの
として３つの候補転写因子を同定した。これ
ら３つの転写因子は、E14.5 Mkx-Venus ノッ
クインマウス胚から採取したVenus陽性細胞
で発現が見られ、また免疫染色にて成体アキ
レス腱で発現していることを確認した。 
 また、ヘテロおよびホモのE14.5 Mkx-Venus
ノックインマウス胚からVenus陽性細胞をソ
ーティングして採取したRNAを用いてマイク
ロアレイ解析を実施し、その標的遺伝子の同
定を試みた。マイクロアレイにより Mkx ノッ
クアウトマウスで発現が上昇している遺伝
子を同定し、さらに C3H10T1/2 細胞を用いた
Mkx 過剰発現細胞の発現解析などにより、Mkx
が軟骨分化に関連するいくつかの遺伝子を
抑制している可能性を示唆し、その一部の遺
伝子はMkxの直接のターゲット遺伝子である
ことをルシフェラーゼアッセイにより示唆
した。 
 また、Mkx のメカニカルストレスとの関連
について調査する為に、マウスのアキレス腱
より腱細胞を採取し、Mkx ノックアウトマウ
ス、Mkx-Venus へテロマウスにおいて Venus
遺伝子の発現を確認し、さらに野生型と Mkx
ノックアウトマウスより採取した腱細胞に
メカニカルストレスを加えてmicro-arrayを
行った。その結果、腱組織特異的遺伝子の発
現を確認すると共に、メカニカルストレスの
有無により変化する遺伝子をいくつか同定
した。さらに、腱前駆細胞の発生に重要であ
ると考えられる腱周囲組織である endotenon, 
epitenonやparatenonにおいてのMkxの発現
について、Mkx-Venus ノックインマウスの
Venus 発現により解析した。また、Mkx の腱
損傷における機能を検討する為に、腱損傷モ
デルを実施した。アキレス腱を損傷させ、経
時的に観察し、免疫染色と quantitative PCR
での評価を行った。 
 また、筋・腱細胞の相互乗り入れが筋・腱
複合組織構築に重要であるという仮説のも
と、Scx-Cre マウスおよび Pax3-Cre マウスと
ROSA-LacZ レポーターマウスとの掛け合わせ
によるリニエージマッピングを実施した。そ
の結果、Scx 発現細胞が、四肢筋肉において
存在は認められず、また Pax3 発現細胞の四
肢腱組織での存在も認められなかった。さら
に、筋肉筋特異的転写抑制因子 RP58 は、de 
novo DNA メチル化酵素である Dnmt3a および
Dnmt3b と結合することが知られており、RP58
が筋分化においてDNAメチル化に関わる可能
性がある。そこで筋分化における DNA メチル
化の変動をヒト筋芽細胞の分化系を用いて
ゲノムワイドに調査した。その結果、de novo 
DNA メチル化が起こる DNA 領域が複数あるこ
とを明らかにした。またDnmt3aおよびDnmt3b
のコンディショナルノックアウトマウスを、
これらの flox マウスと、Mf5-Cre マウスとの
掛け合わせにより作製した。その結果、これ
らコンディショナルノックアウトマウスが
出生に異常がないことが分かった。また、筋

再生における RP58 の機能を明らかにする為
に、RP58-flox マウスを作製した。 
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