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研究成果の概要（和文）：本研究では、硬組織の連結に寄与するScx陽性細胞やScx/Sox9陽性細胞の頭蓋顎顔面
形成プロセスにおける時間的･空間的局在変化を、ScxTomato;Sox9GFPマウス胚を用いて解析した。また、ScxGFP
 Tgマウス胚由来の線維芽細胞から樹立したScxGFP iPS細胞を用いて、in vivoの腱･靱帯分化過程を忠実に反映
する分化誘導系を構築し、single cell RNA-seqを行った。そのデータセットとScx欠失マウスでのトランスクリ
プトームの結果から、腱･靱帯細胞分化過程でScxと関連して機能する遺伝子群を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, taking advantage of ScxTomato;Sox9GFP mouse embryos, we 
analyzed the temporal and spatial localization changes of Scx-positive cells and Scx/Sox9-positive 
cells that contribute to the integration of skeletal components in the process of 
craniomaxillofacial formation. Using ScxGFP iPS cells established from fibroblasts derived from 
ScxGFP Tg mouse embryos, we developed the tenogenic and ligamentogenic differentiation system that 
faithfully reflects the in vivo process, and performed single cell RNA-seq. Dataset of scRNA-seq and
 transcriptome of Scx deficient tendon enabled identification of Scx-related genes in which 
tendon-related genes are enriched. 

研究分野：分子生物がk
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腱･靱帯は、硬組織と筋肉の連結の要となる組織である。とりわけ、硬組織と腱･靱帯の接合部は、運動機能を円
滑に維持するために重要な部位である。本研究では、この接合部の形成に寄与する細胞集団の発生過程における
ダイナミックな局在変化を明らかにし、分子レベルで、その特性を解析した。これらの知見は、超高齢社会にお
ける我が国において、「寝たきりによる要介護状態」や「加齢」に伴う関節拘縮や筋萎縮等を予防・改善する治
療法の確立に向けた基盤技術につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腱は骨格筋の収縮力を硬組織に伝達し、靱帯は硬組織間を連結し関節を安定化することによっ

て、身体の支持と運動機能の発現に不可欠の役割を果たしている。成熟した腱･靱帯細胞では、

II 型膜貫通型蛋白質である Tenomodulin (Tnmd)や basic helix-loop-helix 型転写因子である Scx
のような特異的分子マーカーを発現している。Tnmd や腱･靱帯の主要な細胞外基質である Col1
の遺伝子は、Scx によって遺伝子発現が転写レベルで制御されている。欠失マウスでの解析から、

Scx は腱･靱帯や Enthesis の成熟に必須の遺伝子であることが明らかになっている。発生過程で

は、Scx+の細胞集団の中に、軟骨形成において必須の転写因子である Sox9 を共発現する

Scx+/Sox9+細胞が存在し、これらの細胞が腱･靱帯付着部の形成に寄与している。Scx+/Sox9+細
胞は、頭蓋顎顔面でも、硬組織エレメント連結過程の様々な局面で出現し、Scx+細胞や Sox9+細
胞と共に、近年、ますます、その重要性がクローズアップされている。実際、頭蓋顎顔面領域で

は、Scx+細胞や Scx+/Sox9+細胞は、腱･靱帯と腱･靱帯付着部だけでなく、顎関節の関節円板、

歯周靱帯、セメント芽細胞、象牙芽細胞、縫合部などで観察されるが、その機能的役割や Scx が

制御する分子の詳細については、ほとんど、明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、硬組織の連結に寄与する主要な細胞集団である Scx+細胞や Scx+/Sox9+細胞の頭蓋

顎顔面形成プロセスにおける時間的･空間的局在変化と分子生物学的特性、それらの細胞で制御

されている分子ネットワークの実体がどのようなものであるかということを、オリジナルに作

製した遺伝子改変動物を用いて、明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)蛍光イメージングによる硬組織を連結に寄与する細胞集団の可視化 

ScxTomato;Sox9GFP マウス胚を透明化し、蛍光実体顕微鏡、共焦点顕微鏡、多光子励起顕
微鏡を駆使した蛍光イメージングによって、Scx+細胞(赤色)、Scx+/Sox9+細胞(黄色)、Sox9+
細胞(緑色)が複雑でダイナミックな頭蓋顎顔面形成のプロセスで、時空間的にどのように局
在するかを三次元的に可視化する。並行して、組織切片による二次元的解析も行う。特に、
顎関節、縫合部、Enthesis の形成プロセスに着目して解析を進める。 
 

(2)硬組織を連結する細胞群の分子生物学的特性の解明 
ScxTomato;Sox9GFP マウス胚から Scx+細胞(赤色)、Scx+/Sox9+細胞(黄色)、Sox9+細胞(緑)
をセルソーターによって分離する。また、ScxGFP Transgenic (Tg)マウスから樹立した iPS
細胞を用いて、腱･靱帯分化誘導系を確立し、分化過程における遺伝子発現プロファイルを明
らかにする。Scx 欠失マウスと野生型マウスの腱の遺伝子発現プロファイルを RNA Seq に
よって解析し、Scx 欠失によって発現が有為に変動する遺伝子群を明らかにする。 

 
４．研究成果 
 
(1)蛍光イメージングによる硬組織を連結に寄与する細胞集団の可視化 
 
腱･靱帯とそれらの付着部

で赤色蛍光蛋白質を発現

する ScxTomato Tg マウ

スと軟骨形成に必須の転

写因子である Sox9 の発

現領域で緑色蛍光蛋白質

を発現する Sox9GFP ノ

ックイン(KI)マウスを交配

し、硬組織連結過程を可

視化することの出来る
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ムアルデヒドにて 1 時間

あるいは Overnight で固

定後、深部構造を観察す

るために、60% 2,2'-チ
オジエタノール(TDE)に
よって透明化して、胎生

11.5 日と 14.5 日の

ScxTomato;Sox9GFP マ

ウス胚の前肢、椎骨形成

領域、耳小骨･下顎形成

領域を多光子励起顕微鏡

によって観察したが、良

好な画像を得られなかっ

たので、透明化試薬を

CUBIC-L/R に変更し

た。図 2 に示すように、

E16.5 マウス胚において、関節突起、筋突起、メッケル軟骨、関節円板原基の可視化に成功し

た。同時に、Second Harmonic Generation (SHG)イメージングによるコラーゲン形成過程の可

視化を行った。これらの解析は、先端バイオイメージング支援プラットフォーム(ABiS)の支援

を受けて行った。また、凍結切片を用いた解析によって、Scx+細胞(赤色)、Scx+/Sox9+細胞(黄
色)、Sox9+細胞(緑)の局在を明らかにしている。マウスの肩腱板では、Scx+/Sox9+細胞が、修

復過程で出現することも明らかになっている(図 3)。 

 
(2)硬組織を連結する細胞群の分子生物学的特性の解明 
 
胎生 13.5 日の野生型、ScxTomato;Sox9GFP マウ
ス胚、ScxTomato Tg マウス胚、Sox9GFP KI マウ
ス胚から、トリプシン・EDTA を用いて、線維芽細
胞を分離した。セルソーター(SH800S)を用いて、
Scx+細胞(赤色)、Scx+/Sox9+細胞(黄色)、Sox9+細胞
(緑)を分離し、それぞれの細胞の特性を解析した。
一方、ScxGFP Tg マウスの腱組織では、Scx の発
現領域で GFP が高いレベルで検出されるが、腱細
胞が、組織から outgrowth すると発現が著明に低
下することを見出している(図 4)。そこで、in vitro
においても Scx を高いレベルで発現する腱細胞の
分化誘導系を確立するために、ScxGFP iPS 細胞を
樹立した。図 5 に示すように、ScxGFP Tg マウス
胚から線維芽細胞を分離し、センダイウイルスを
用いて、Sox2、Oct3/4、L-MYC、KLF4 を発現させ
て、ScxGFP iPS 細胞を樹立した。樹立された
ScxGFP iPS 細胞は、Oct4 や Nanog などの多能性
マーカーを発現し、transgene を有していた。 
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ScxGFP iPS 細胞から形成された胚様体と奇

形腫では、三胚葉に由来する組織が観察され

た。図 6 に示すように、ScxGFP iPS 細胞由

来の奇形腫では、トルイジンブルー(TB)でメ

タクロマジーが観察される軟骨様組織の近傍

にある線維組織(矢印)に、GFP 陽性細胞が局

在していた。これらが、腱･靱帯様組織である

かどうかが、明確ではなかったので、更に、

ScxGFP iPS 細胞を用いて、キメラマウスを

作製した。その結果、図 7 に示すように、

ScxGFP iPS 細胞は、キメラマウスの、腱･靱

帯組織の形成に寄与していることが明らかに

なった。 
樹立された ScxGFP iPS 細胞を用いて、GFP
の発現を指標にして腱・靭帯細胞へ分化する培

養条件を探索した。未分化 ScxGFP iPS 細胞

を、インスリン存在下で Cyclopamine と CHIR
を添加した培地で培養し、間葉系前駆細胞へ分

化誘導した。さらに Transforming growth factor 
(TGF)-b2 を添加すると、GFP を発現する Scx+
細胞が多数出現し、これらの細胞は、Tnmd、
Mohawk、Col1a1 を培養腱細胞より高いレベル

で発現していた。また、Scx+細胞の多くは Sox9
を発現する Scx+/Sox9+細胞であることから、

腱・靭帯細胞のみならず軟骨細胞への分化能を

有することが明らか

になった。興味深いこ

とに、TGF-b2 の非添

加群では軟骨細胞へ

の分化が観察された

が、TGF-b2 を添加す

ると濃度依存的に軟

骨細胞への分化は抑

制されて、腱・靭帯細

胞への分化が促進さ

れた。また TGF-b2 の

阻 害 剤 で あ る

SB431542を併せて添

加した場合、腱・靭帯

細胞への分化は完全
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に阻害され、軟骨細胞の分化が回復した。これらの結果から、TGF-b2 によって腱・靭帯細胞分

化と軟骨細胞分化は相反的に制御されており、分化の振り分けに TGF-b2 が関与していること

が明らかとなった。 
腱・靱帯細胞分化誘導直前の細胞および分化誘導 3、6、9 日目の細胞を単層培養状態から

コラゲナーゼ/トリプシン処理で解離させた。ヘキストによって核を標識し、さらに死細胞を除

去するために SYTOX によって標識し、生細胞のみを FACS によって細胞溶解液を含む 384 ウ

ェルプレートへ各ウェルに 1 細胞ずつ分離した。各ステージ３プレートへ分離し、4608 細胞分

のライブラリーを作成してシークエンスを行った。このうち、3 細胞以上で発現している遺伝子

を 200 以上発現している 4592 細胞を、マーカー遺伝子の発現によって 11 のクラスターに分離

した。シングルセルレベルでの解析によって、Scx+、Scx+/Tnmd+、Tnmd+細胞が分化成熟に伴っ

て出現し、確立した分化誘導系が in vivo の組織形成における腱・靭帯細胞分化の過程を忠実に

反映していることが明らかになった。さらに、2 週齢の Scx 欠失マウスと野生型マウスのアキレ

ス腱の RNA Seq 解析を行って得られた結果とシングルセル RNA Seq の結果に基づいて、腱･靱

帯細胞分化過程で Scx と関連して発現する Tnmd を含む遺伝子群を 20 遺伝子同定した(図 8)。 
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整形・災害外科 833-838

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
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 ４．発表年
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ScxGFP iPS細胞を用いた腱･靱帯分化誘導系の構築

ScxGFP iPS 細胞を用いたin vitro分化誘導系の構築と腱・靭帯･軟骨細胞の分化制御の解析

ScxGFP iPS細胞を用いたin vitro腱・靭帯細胞分化誘導システムの確立
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2019年

2019年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

歯科基礎医学会（招待講演）

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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