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研究成果の概要（和文）：腱による骨格及び筋肉の機能的連結は、運動器としての組織構築に極めて重要であるが、連
結部の形成機構はほとんど解明されていない。本研究では、コラーゲン線維形成に必要な分子シャペロンHsp47を腱特
異的に欠失するconditional knockout (CKO)マウスを作成し、運動器の連結におけるコラーゲン線維形成の役割を解析
した。CKOマウスでは、胎生期において腱組織のコラーゲン線維形成が著しく抑制されていたが、細胞による運動器の
連結は維持されていた。従って、胎生期における運動器の連結部形成には、コラーゲン線維形成以前に構築されている
細胞間の連結が重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Establishment of the musculoskeletal connections is critical for the formation of 
functional locomotive system. However, the molecular mechanism underlying the formation of entheses or mus
culo-tendinous junctions remains largely unknown. In this study, we generated mice lacking Hsp47, a collag
en-specific molecular chaperon, and investigated how collagen fibrillogenesis in tendons affects the forma
tion of the musculoskeletal connections. The tendon-specific Hsp47 conditional knockout mice exhibited dra
stic reduction of collagen fibers in tendons, while the cells expressing tendon-specific markers were stil
l observed at the connection sites. Our results suggest that intercellular connections between tendon cell
s formed prior to the collagen fibrillogenesis play a crucial role in the establishment of musculoskeletal
 system during embryogenesis.

研究分野：

科研費の分科・細目：

発生学

キーワード： 腱・靭帯　コラーゲン線維

外科系臨床医学・整形外科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
運動器の形成過程では、骨格、筋肉、及び
腱・靭帯の原基は、独立した細胞集団とし
て出現する。発生の進行に伴って各原基は
細分化され、それと同時に骨格及び筋肉は
腱・靭帯組織によって機能的に連結される。
腱と筋肉との連結部ではコラーゲン線維と
共にラミニン等の基底膜成分が介在して
Myotendinous junction (MTJ)が形成され
る。一方、骨格系組織との連結部である
Enthesisでは、部位によっては線維軟骨を
介して、腱・靭帯のコラーゲン線維が骨ま
たは軟骨組織の細胞外基質に入り込むこと
で運動器を連結する。このような連結部の
組織構築は、運動器の機能において重要な
役割を担っているが、腱と筋肉及び骨格組
織との連結部の形成機構に関してはほとん
ど解明されていない。 
コラーゲンは、細胞内において小胞体に存
在する分子シャペロン heat-shock protein 
47 (Hsp47)によりプロセシングされた後、
分泌される(Journal of Cell Biology 150, 
1499-1505,2000) 。 Hsp47 遺 伝 子 の
Knockoutマウス胚では、I型及び IV型コ
ラーゲンの生合成が消失することから、主
に I型コラーゲンで構成される腱・靭帯の
コラーゲン線維は、Hsp47の欠失により消
失すると考えられた。腱・靭帯細胞により
形成されるコラーゲン線維は、運動器の強靭
な連結に中心的な役割を担っていることか
ら、Hsp47を腱・靭帯特異的に欠失させる
ことにより、コラーゲンを介した運動器の
連結のプロセスを詳細に解析できると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
腱・靭帯細胞により形成されるコラーゲン線
維は、運動器の強靭な連結に中心的な役割を
担っている。本研究では、Hsp47 の欠損に
より、腱・靭帯のコラーゲン線維を欠失し
た Conditional Knockout (CKO)マウスを
作製し、コラーゲン線維による運動器の連
結のプロセスを解析することを目的とした。
また、運動器の連結における腱・靭帯を介
した組織間の相互作用を明らかにすること
により、運動器の損傷における治療や再生
に必要な知見を得ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
コラーゲン線維形成に必要な分子シャペロ
ン Hsp47 を欠失させるため、Hsp47-loxP
マウスを使用した。さらに、腱・靭帯特異
的な遺伝子欠失を誘導するため、Scleraxis 
(Scx)の遺伝子発現を制御する領域を用い
て Cre recombinaseを発現する ScxCreト
ランスジェニックマウス(ScxCre Tg)また
は ScxCre ノックインマウス(ScxCre KI)
を使用した。 
マウスの運動器の組織形態を観察するため、
それぞれのマウスで骨格標本を作製した。

さらに組織切片を作製し、Masson’s 
trichrome染色及び TUNEL法により解析
した。腱・靭帯、骨芽細胞、及び軟骨細胞
の分化マーカーの発現は、 in situ 
hybridization 及び免疫染色により解析し
た。小胞体ストレスマーカー分子である
Bip/GPR78の発現は、免疫染色により検出
した。 
 
４．研究成果 
(1) ScxCre Tg あるいは ScxCre KI と
Hsp47-loxP マウスを交配して得られた
CKO マウスの腱・靭帯組織においては、
Masson’s trichrome 染色で染色されるコ
ラーゲン線維の減少が認められた。特に
ScxCre Tg;Hsp47flox/flox マウスでは、胎生
期において腱・靭帯のコラーゲン線維形成
がほとんど認められず、出生直後に死亡し
た。一方、ScxCre KI;Hsp47flox/flox マウス
では、腱・靭帯のコラーゲン線維形成の低
下は部分的であり、出生後も生存していた。
このような結果から、本研究では、主に
ScxCre Tgにより得られた CKOマウスを
解析した。 
 
(2) ScxCre Tg; Hsp47flox/floxのマウス胚か
ら組織切片を作製し、Masson’s trichrome
染色により解析した結果、筋組織の統合性
に異常が認められた。発生過程において、
筋原基は腱原基と共に細分化し、最終的に
腱から移行する筋上膜によって筋線維束が
統合され、個々の骨格筋となることが知ら
れ て い る (Development 125, 
4019-4032,1998)。従って、腱のコラーゲ
ン線形成は筋組織の統合性を決定又は維持
する重要な働きを担っていることが示唆さ
れた。そこで、マウス胚の連続切片を
Masson’s trichrome染色し、得られた画像
を三次元構築することにより、腱組織と筋
組織の位置関係を解析した。その結果、コ
ントロールマウス胚では、腱組織に連続す
るコラーゲン線維が個々の筋組織を隔てて
いる状態が観察された。一方、ScxCre Tg; 
Hsp47flox/flox のマウス胚では、腱組織だけ
でなく、腱組織から連続する筋組織間のコ
ラーゲン線維もほとんど形成されず、それ
により筋組織の統合性が異常となっている
ことが明らかになった。 
 
(3) 出生直後のマウスのアキレス腱を電子
顕微鏡により解析した結果、 ScxCre 
Tg;Hsp47flox/flox マウスの腱組織においは、
細胞外に形成されるコラーゲン fibril が著
しく減少し、異常な形態の粗面小胞体が出
現していた。ScxCre Tg;Hsp47flox/flox マウ
ス胚の後肢をTUNEL法により解析した結
果、腱原基から未成熟な腱組織が形成され
る胎生 13.5日目において、一部の腱の細胞
集団がアポトーシスを起こしていることが
明 ら か に な っ た 。 さ ら に 、 ScxCre 



Tg;Hsp47flox/floxマウス胚の腱組織において
は、小胞体ストレスマーカーである
Bip/GPR78の発現上昇が認められた。従っ
て、Hsp47の欠損は、単にコラーゲン線維
の形成を阻害するだけでなく、小胞体スト
レスを上昇させることにより、腱細胞の生
存にも影響することが明らかになった。 
 
(4) 骨芽細胞や軟骨細胞においては、小胞
体ストレスの上昇が分化状態にも影響を及
ぼすことが報告されている(Nature Cell 
Biology 10, 1197-1204,2009, Nature Cell 
Biology 10, 1205-1211,2009)。そこで、
ScxCre Tg;Hsp47flox/flox マウス胚の腱・靭
帯細胞において、軟骨細胞及び骨芽細胞の
マーカー分子の発現を免疫染色により解析
し、腱・靭帯細胞の分化転換の可能性につ
い て 検 討 し た 。 し か し 、 ScxCre 
Tg;Hsp47flox/floxマウス胚の腱・靭帯組織に
おいて、これらのマーカー分子の異所性発
現 は 検 出 さ れ ず 、 さ ら に In situ 
hybridization による解析では、Scx 及び
Tenomodulinの発現は大部分の腱・靭帯組
織において維持されていた。Scx 及び
Tenomodulinの発現レベルは、コラーゲン
線維形成が著しく抑制された ScxCre 
Tg;Hsp47flox/floxマウス胚においてもコント
ロールと同程度のレベルで維持されていた
ことから、Hsp47の欠損による小胞体スト
レスの上昇は、腱・靭帯細胞の分化には顕
著な影響を与えないことが示唆された。 
 
(5) ScxCre Tg;Hsp47flox/floxマウス胚の腱・
靭帯組織においては、組織形成の初期段階
において、一部の細胞集団がアポトーシス
を起こしていた。このことから、腱・靭帯
細胞の小胞体ストレスに対する感受性は、
分化段階や存在部位によって異なっている
可能性が示唆された。現在、申請者らは腱・
靭帯細胞の分化・生存と小胞体ストレスと
の関係について詳細に調べるため、誘導型
Cre (ScxCreERT2 Tg)によって腱・靭帯細
胞のHsp47を欠失するCKOマウスを作製
し、解析を進めている。 
 
(6) 本研究で得られた CKOマウスでは、胎
生期において腱・靭帯組織のコラーゲン線
維形成が著しく抑制されていた一方で、
MTJ及び Enthesisにおいては、腱・靭帯
と筋肉または骨格との連結が維持されてい
た。従って、胎生期における運動器の連結
には、コラーゲン線維形成以前に構築され
ている腱・靭帯細胞間の連結が重要な役割
を果たしていることが示唆された。成熟な
組織では、腱・靭帯組織は EnthesisやMTJ
も含めて全てが連続した一様の組織像とし
て観察される。しかし、運動器全体の牽引
及び圧迫の力学負荷に対応する必要性から、
腱・靭帯を構成する細胞の性質や分化状態
は、部位によって異なっていると考えられ

る。申請者らは、腱・靭帯の形成過程にお
いて、線維軟骨等の特殊な細胞集団がいつ
どのようにして生み出されるのかに着目し、
現在解析を進めている。 
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