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研究成果の概要（和文）：本研究では、腱・靱帯とそれらの骨への付着部の形成メカニズムを解析するために、
遺伝子改変動物の作成と解析を行った。 腱・靱帯形成領域で発現する basic helix-loop-helix型転写因子
Scleraxis (Scx)の欠失マウスの解析では、 Scxが持続的に発現する腱・靱帯だけでなく、発生過程で一過性に
発現する付着部軟骨の成熟にも重要であることが明らかになった。また、Scx発現領域でSox9を欠失するマウス
の解析から、Sox9が顎関節の形成に必要であることを示した。 さらに、lineage解析と二重免疫染色を行って、
付着部形成における Scx/Sox9陽性細胞の寄与を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated and analyzed genetically modified mice to 
analyze the mechanisms underlying tendon/ligament and enthesis formation. We analyzed mice lacking 
Scleraxis (Scx), a basic helix-loop-helix transcription factor, to find that Scx is required for 
maturation of tissue domains for proper integration of the musculoskeletal system. Analysis of 
conditional knockout mice lacking  Sox9 in the Scx-expressing region, we found that Sox9 is 
important for formation of the tenpolomandibular joint during development. Lineage analysis and 
double immunostaining revealed that cells expressing both Scx and Sox9 contribute to formation of 
the enthesis.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 発生・分化　腱　靭帯　硬組織　遺伝子改変動物　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
靱帯は骨･軟骨や歯などの硬組織の間を連結
して安定化させ、筋肉と骨を連結する腱は筋
肉の収縮力を骨に伝達することによって協
調性のある運動器の機能発現に寄与してい
る。筋肉—腱移行部では、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、硬組織と腱・靭帯の連結部である
Osteotendinous/Osteoligamentous junction 
OTJ/OLJの大部分は、発生過程に、まず、軟
骨 と 腱 ・ 靱 帯 と の 連 結 部 で あ
Chondrotendinous/Chondroligamentous junction 
(CTJ/CLJ)として形成される。下図に示すよう
に、CTJ/CLJ の形成には、腱・靱帯形成過程
で発現する Scleraxis (Scx)と軟骨形成に必須
の Sox9の両方が発現する Scx/Sox9陽性細胞

が寄与することを、研究代表者等は報告した。 
 
軟骨骨格との連結部である OTJ/OLJ には腱•
靭帯付着部と呼ばれる構造が存在し、線維軟
骨、あるいは、骨膜を介してコラーゲン線維
が骨へ移行することによって物理的に腱と
骨を連結している。四肢の関節、脊柱、顎関
節などの腱•靭帯付着部は、過度のメカニカル
ストレスによる炎症、外傷が惹起されやすく
再生治癒の難しい部位である。しかしながら、
有効な治療法を確立するためには欠かせな
い腱•靭帯と硬組織の連結に関与する細胞集
団の特性や分化成熟のメカニズムに関して
は、ほとんど明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
Scxや Sox9が腱・靱帯とその付着部で欠失す
る遺伝子改変マウスを用いて、これらの遺伝
子の役割を解析する。また、タモキシフェン
誘導型遺伝子改変システムを用いて、
CTJ/CLJから OTJ/OLJの移行過程で出現する
線維軟骨細胞の分化機構を解析し、硬組織を
連結する組織構築の形成メカニズムの解明
を目指す。 
 
３．研究の方法 
①川本法による非脱灰切片の作製 
麻酔下にて 20%スクロースを含む 4%パラフ
ォルムアルデヒド/PBS を灌流したマウスか
ら組織を回収し、３時間固定した。固定した
組織を、川本法の専用凍結包埋剤 (SCEM)に
て凍結包埋した。包埋したブロックは、タン
グステンブレードで 4	µm の厚さで薄切し、
非脱灰凍結切片を粘着フィルムに貼り付け
ることによって試料を作製した。	
	
②免疫染色	

0.25 MのEDTAによって１時間脱灰した切片
を 3.2%のスキムミルクでブロッキング後、一
次抗体 (抗 GFP 抗体、抗 pSmad1/5 抗体、抗
pSmad3 抗体)を添加して 16 時間インキュベ
ートした。洗浄後、Alexa Fluor 488あるいは
Alexa Fluor 594を結合させた二次抗体とイン
キュベートした。核は、DNA結合性の蛍光色
素であるジアミジノフェニルインドールに
よって染色した。 
 
③細胞培養 
二週齢のWistarラットの四肢腱を分離し、細
切した組織片を EDTA処理後、コラーゲナー
ゼとトリプシンを用いて消化し、セルストレ
イナーを用いて、腱細胞を分離した。分離し
た腱細胞は、5%ウシ胎仔血清を含むaMEM
培地を用いて、5% CO2存在下で培養した。 
 
④ノーザンブロット法 
生体組織又は培養細胞から抽出した total 
RNAは、1%アガロースゲルを用いた電気泳
動により分離した。RNAを Nytranメンブレ
ンに転写した後、[α-32P]dCTPで放射性ラベル
した DNAプローブを用いてハイブリダイゼ
ーションを行った。放射性シグナルの検出に
は、Kodak BioMax MS filmを用いた。 
 
⑤in situ hybridization 
組織切片は 4%パラフォルムアルデヒド/PBS
で後固定し、proteinase K で処理した後、40 
µg/mL の salmon sperm DNA を 含 む
5xSSC/50%ホルムアミド溶液中でプレハイブ
リダイゼーションを行った。Digoxygenin で
標識した RNA プローブと共に一晩ハイブリ
ダイゼーションした後、RNaseA溶液、2xSSC、
及び 0.2xSSCで洗浄処理を行った。各遺伝子
のハイブリダイゼーションによるシグナル
は、Alkaline phosphatase標識-抗 Digoxygenin
抗体を用いて検出した。 
 
⑥siRNAによるノックダウン 
Scxに対する２種類の siRNAオリゴ (siScx-1、
siScx-2)を用いてノックダウンの実験を行っ
た。コントロール実験には、 siGENOME 
non-targeting siRNA  Pool number 1を用いた。
歯根膜細胞へは、DharmaFECT1トランスフェ
クション試薬によってこれらの siRNA オリ
ゴを導入した。 
 
⑦RT-PCRとリアルタイム PCR 
腱細胞から抽出した 200 ngのトータル RNA
を鋳型にして、逆転写酵素を用いて cDNAを
合成して、RT-PCRとリアルタイム PCRに用
いた。RT-PCRでは TaKaRa Ex Taqを用いて増
幅を行った。リアルタイム PCR は SYBR 
Premix Ex Taq IIを用いて行った。mRNAの発
現レベルは、18S rRNA に対してノーマライ
ズを行い、2-DDCT法によって算出した。 
	
⑧遺伝子改変動物の作成 

Scx+/Sox9+

Primordial CTJ/CLJ

Tendon 

Sox9 Scx

Cartilage 

OTJ/OLJ

/Ligament 

CTJ/CLJ

Scx

Cartilage Tendon 
/Ligament 

Sox9

Progenitors	

	 /

Enthesis
 

E14.5
Sox9/ScxGFP

Scx+/Sox9+

CTJ/CLJ: / OTJ/OLJ: /



トランスジェニックマウスの作成では、ベク
ターから制限酵素消化によって切り出した
トランスジーンを受精卵の前核に注入し、
TALENを用いた欠失マウスの作成では、高活
性型の Platinum TALEN mRNAを受精卵の細
胞質に注入した。偽妊娠マウスの卵管内に受
精卵を移植し、発生・出産させた。 
 
⑨骨格標本の作製 
マウス胚又は組織を 99.5%エタノール中で一
晩固定した後、0.15%アルシアンブルー/20%
酢酸/80%エタノール溶液で 1〜2日間処理し、
軟骨組織を染色した。20%酢酸/80%エタノー
ル溶液で脱色処理し、1%水酸化カリウム水溶
液に浸漬した後、0.004%アリザリンレッド
/1%水酸化カリウム水溶液で数時間〜24 時間
処理することにより、骨組織を染色した。染
色した試料は、1%水酸化カリウム水溶液で脱
色処理をした後、20%グリセロール水溶液中
で保管した。 
	
４．研究成果 
①付着部軟骨の免疫染色 
4週齢の C57BL/6マウスのアキレス腱と膝蓋
腱の付着部の非脱灰切片を川本法にて作成
し、免疫染色により、局在する細胞の特性を
調べた。付着部の石灰化線維軟骨細胞層には、
骨細胞で発現している Wnt及び BMPのアン
タゴニストである Sclerostin (Sost)陽性の細胞
が存在していた。また、その領域の腱側に存
在する非石灰化線維軟骨層には II型コラーゲ
ン陽性領域が検出された。 
 
②Scx欠失マウスの作成 
高活性型の Platinum TALEN mRNAを受精卵
の細胞質に注入して得られた新生マウス 18
個体のうち、８割近くの 14 個体のゲノムに
おいて非相同末端結合による修復過程で欠
失が導入されていた。フレームシフトが観察
された 8 個体の中で、11 塩基が欠失し 15 番
目が早期停止コドンとなり、Scx の機能に必
要である bHLHを含む大部分が翻訳されない
個体を野生型マウスと交配し Scx KO マウス
として樹立した。 
 
③Sost欠失マウスの作成 
高活性型の Platinum TALEN mRNAを受精卵
の細胞質に注入して得られた新生マウス 40
個体のうち、15個体のゲノムにおいて非相同
末端結合による修復過程で欠失が導入され
ていた。フレームシフトが観察された 9個体
の中で、26塩基が欠失している 1個体、2塩
基が欠失している 2個体を野生型マウスと交
配し、3系統の Sost欠失マウスを樹立した。 
 
④ScxCreERT2マウスの作成と解析 
マウス Scxの 10.8kbの組織特異的発現制御下
でタモキシフェン誘導型 Creリコンビナーゼ
である CreERT2 を発現するトランスジェニ
ックマウス(ScxCreERT2)を作成し、2 系統を

樹立した。Cre リコンビナーゼの作用により
蛍光蛋白質 TdTomato を発現するレポーター
マウスを ScxCreERT2と交配し、胎生 11.5日
目 か ら 14.5 日 目 に 4-Hydroxytamoxifen 
(4-OHT)を腹腔内投与して、15.5 日目におけ
る Tomato の発現を解析した。その結果、胎
生 11.5 日目に 4-OHT を投与したマウス胚で
は、腱・靭帯組織と共に軟骨及び筋肉にも
Tomatoの発現が検出されたが、13.5日目以降
に 4-OHT を投与したマウス胚では、Tomato
の発現は腱・靭帯組織にほぼ限局していた。
従って、骨格組織形成期において腱・靭帯と
周辺組織の連結部に一過性に発現する Scxは、
13.5日目以降に腱・靭帯組織特異的な発現と
なることが示唆された。 
 
⑤SoxCreERT2マウスの解析 
Sox9CreERT2 マウスと TdTomato を発現する
レポーターマウス(Rosa-TdTomato)を交配し
て得られた Sox9CreERT2;Rosa-TdTomato に
4-OHTを投与し、3週齢から 6週齢における
アキレス腱-踵骨付着部での Sox9の発現履歴
を解析した。3週齢のアキレス腱-踵骨付着部
では、軟骨及び踵骨付着部周辺のアキレス腱
の一部に Sox9 の発現が検出されたが、石灰
化線維軟骨においては Sox9 の発現は認めら
れなかった。一方、3週齢で 4-OHTを投与し
た Sox9CreERT2;Rosa-TdTomatoを 6週齢で解
析した結果、Tomatoの発現は、踵骨付着部を
含むアキレス腱の広範囲及び石灰化線維軟
骨に検出された。従って、出生後の運動器官
に局在する Sox9 発現細胞は、石灰化線維軟
骨及びアキレス腱を構成する細胞を供給し
ていることが示唆された。 
 
⑥Scx欠失マウスの解析 
下図に示すように、Scx 欠失マウスでは、終
止腱の形成不全が認められるが、これまで報
告されていない、起始部の腱や、靭帯、椎間
板においても成熟マーカーである Tnmdの発

現がほぼ消
失し、成熟
不全が認め
られること
が新たに見
出された。 
四肢の腱に
お い て は
Tnmd 以外

に、Type14 collagen, Decorin, Mohawk, Early 
growth response1などの発現が低下していた。
また、腱だけではなく、その付着部の軟骨も
低形成を示した。4 週齢の Scx 欠失マウスの
膝関節、アキレス腱の付着部では Sclerostin
陽性の石灰化線維軟骨細胞が認められず、付
着部の階層構造が低形成であった。胎生 13
日において付着部軟骨では、Smad3 及び、
Smad1/5 のリン酸化と Sox9 の発現が低下し
ていたため、付着部形成には TGF-βスーパー
ファミリーのシグナルの関与が示唆された。 
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⑦Sox9f/f;ScxCreマウスの解析 
Sox9-flox マウスと ScxCre-H マウスを交配す
ることにより、Scx発現細胞で Sox9の発現が
消失するコンディショナルノックアウトマ
ウス(Sox9f/f;ScxCre)を得た。胎生 17.5 日目か
ら出生直後までの臼歯の歯胚において Sox9
蛋白質の発現を解析した結果、Sox9f/f;ScxCre
では、歯乳頭での Sox9 の発現がほぼ消失し
ていた。また、星状網、エナメルノット、及
び、外エナメル上皮の Sox9 蛋白質の発現に
部分的な消失が認められた。一方、
Sox9f/f;ScxCre の歯胚では、出生直後までに形
態的な異常は認められなかった。 
 
⑧不死化腱細胞株の樹立 
マウス尾部腱より分離した初代培養腱細胞
は、レンチウイルスを用いて SV40 Large + 
Small T antigenを安定発現させることにより
不死化させた。次に、コロニーカップ法を用
いて細胞のクローン化を行い、Tnmd を比較
的高発現しているクローンを選別し T2S 
(Tail Tenocyte immortalized by SV40 antigen)細
胞と命名した。 
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仁会館. 広島市. 

 
5. Chisa Shukunami: Molecular 

characterization and function of tenomodulin, 

a marker of tendons/ligaments to integrate 
the musculoskeletal components. The 13th 
Bone Biology Forum (招待講演) 2016.8.19.
クロスウェーブ幕張.千葉市. 
 

6. 吉本由紀、滝本 晶、佐久間哲史、渡邊仁
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