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研究成果の概要（和文）：本研究は脊椎動物ではほとんど明らかになっていない、腱から骨格筋への情報伝達に
よる筋配向制御メカニズムを明らかにすることを目的とした。そのために、発生中の胚から腱を除去するアプロ
ーチで腱から骨格筋への情報伝達の重要性を示した。またその際に発現変動する遺伝子群から筋腱結合を制御す
る因子の同定を試みた。本研究の結果から、筋腱境界領域に発現し、結合形成に関与する可能性のある20以上の
遺伝子群を同定し、またiGonad法を用いた遺伝子ノックダウンから筋腱結合を制御しうる分泌遺伝子ファミリー
を1つ同定した。本研究の結果から、発生中の胚の筋腱相互作用について多数の新たな知見が見出された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to shed light on to the mechanisms underlie the 
muscle - tendon connection formation during embryonic development in mammal. We have generated the 
mouse in which tendon progenitor cells were reduced from the embryo, and showed their essential role
 in muscle patterning. By analyzing gene expression in this mouse, we have identified more than 20 
genes that are expressed in muscle-tendon interface in the embryo. Moreover, gene knockdown using 
iGonad method revealed that loss of function of multiple ligands of a particular signaling pathway 
(anonymized here) affected the patterning of hind limb muscles. In sum, substantial progress was 
made through this study to understand the molecular mechanism for muscle-tendon interaction during 
embryonic development.

研究分野：発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、哺乳類の全身に多数存在する骨格筋が間違いなく正しい腱・骨と結合するメカニズムの一端
を明らかにすることができた。この成果は生物の複雑な形態形成を理解するという基礎研究としての意義がある
だけでなく、将来的には骨格筋や腱の再生医療に際し、より効率よく・正しい形態で再生組織を形成するための
重要な情報を提供する基盤となる研究であり、基礎研究・応用研究両面から意義のあるものと考える。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の身体運動は骨格筋（以下「筋肉」）で生じる張力が腱靭帯を通じて骨格に伝わるこ
とで起こる。複雑な身体運動を実現するためには発生中に全身の 200 以上の骨と 600 以上の筋
肉が適切な位置および形態で筋−腱−骨結合を形成しなくてはならないが、そのメカニズムはほ
とんど分かっていなかった（1）。例えば四肢に存在する多数の筋-腱結合が再現性よく形成され
ることは、この二つの組織の発生の由来が全く異なること（四肢の筋肉は体節由来、腱は側板中
胚葉由来）、近傍に多数の筋-腱結合が存在すること（四肢には狭い範囲に 10以上の筋肉が存在）
を考えると驚くべきことである。筋前駆細胞は体節で形成された後に HGFなどの分泌因子によ
って四肢への移動が誘導されることが知られているが（2）、上記のような多数かつ複雑な組織間
の結合を保障するためには、長距離に働く因子の誘導のみでは不十分であり、結合がおこる局所
において腱筋相互のシグナル伝達による制御が不可欠であると考えられた。研究開始当初まで
に筋から腱への分化誘導シグナルとして TGFbが同定されていたが（3）、脊椎動物において腱か
ら筋への情報伝達は報告がなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は脊椎動物ではほとんど明らかになっていない腱から筋への情報伝達による筋配向制
御メカニズムを明らかにすることを目的とした。そのために、発生中の胚から腱を除去するとい
うシンプルなアプローチで腱から筋への情報伝達の重要性を示し、遺伝子発現解析と高効率ノ
ックアウトマウス作製によりその情報を担う分子を同定することとした。研究開始時点までに
腱特異的 Cre発現マウス（ScxCreL-Tg）と Cre依存的細胞死誘導マウス(Rosa26LSLDTA)を掛け
合わせ（以後 Scx-DTAマウスと称する）、腱細胞特異的に細胞死を導き腱組織の減少に伴う筋配
向の変化を観察していた。また、変化した筋配向は腱組織が残存する関節に向く傾向があること
から、腱から筋へ誘導因子が分泌されていることが示唆された。Scx-DTAマウスでは筋前駆細胞
の体節から四肢への移動は正常に起こっていることから、上記の結果は筋肉の「体節から四肢へ
の移動」と「四肢での正しい配向・腱-骨との結合」は独立した別個のステップであること、そ
して後者にはローカルな筋腱相互作用が必要なことを示唆していた。しかし、筋腱相互作用が起
こる時期や、それを担う分子的実体、相互作用が阻害された Scx-DTA マウスで起こる細胞・組
織レベルでの応答には不明な点が多かったため、本研究ではこれらの不明点を明らかにするた
めに以下のような実験を行なった。 
 
３．研究の方法 
(1) Scx-DTAマウスの筋肉配向の解析 

Scx-DTA マウスにおける骨格筋パターニング変化が時期的・分化段階的にいつから起こるの
か、時系列を追って whole mount in situ hybridization (WISH) 法で検証した。E11.5-14.5の野生型
および Scx-DTAマウス胚に対し、Pax3, myog, myh3の RNA probeおよびMHCの抗体により筋
芽細胞・筋繊維の位置を可視化した。 
 
(2) Scx-DTAマウスの遺伝子発現解析 
骨格筋と腱の相互作用を担う分子を同定するため、E13.5の Scx-DTAマウス胚とコントロール
マウス胚の肢芽の網羅的な発現比較解析を行った。遺伝型ごとに 3 匹ずつの胚から肢芽の
zeugopod/stylopod領域を単離、total RNAを抽出し、RNAseq解析を行なった。遺伝型間で 1.5倍
以上の発現量の増減および統計的に優位（FDR < 0.05）な発現変動を示す遺伝子群をリスト化し、
Gene Ontology解析を行った。 
 
(3) Scx-DTAマウスの発現変動遺伝子の空間的発現解析 
項目(2)で見出された Scx-DTAマウスにおいて発現が減少する遺伝子のうち、空間的発現パタ
ーンが不明であった遺伝子についてWISHによる発現解析を行った。E12.5-14.5の野生型マウス
胚に対し上記遺伝子群の RNA probe を用いて、筋腱結合が形成される時期の空間的な発現パタ
ーンを可視化した。 
 
(4) Scx-DTAマウスの発現変動遺伝子の機能解析 
項目(2)で見出された Scx-DTAマウスにおいて発現が減少する遺伝子のうち、細胞外に分泌さ
れ細胞間相互作用に関わることが予想された遺伝子群について、i-GONAD法を用いてノックダ
ウン胚を作成し、E14.5で骨格筋のパターニングを myh3のWISHによって可視化した。ノック
ダウンにあたっては、ノックアウト系統の樹立ではなく遺伝子改変を行なった当代（F0）の胚の
解析を行う必要から、一つの遺伝子について 2-3箇所の guideRNAを設計・同時に作用させるこ
とで、ノックダウン効率の向上を行った。また、F0 解析の利点を生かし、複数のファミリー遺
伝子の同時ノックダウンを行った。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) Scx-DTAマウスの筋肉配向の解析 

Scx-DTAマウスでは E11.5での Pax3や E12.5での myogの発現パターンに変化がなかったた
め、肢芽への移動や初期の分離に異常はないことが明らかとなった。一方で E13.5の myh3の発
現パターンや E14.5 の MHC の染色パターンにはコントロールとの明確な差異が認められたた
め、Scx細胞系譜は E13.5以降の筋繊維のパターニングに必要であることが明らかとなった。 
 
(2) Scx-DTAマウスの遺伝子発現解析 

Scx-DTAマウスにおいてコントロールより有意に発現が高い遺伝子が 666、有意に発現が低い
遺伝子が 151同定された。有意に低発現だった 151遺伝子について Gene Ontology解析を行った
ところ、Scx-DTA マウスにおいて組織の減少が見られた腱や軟骨などの関連遺伝子の enrich が
見られ解析の妥当性が示された。また、細胞外マトリクスや BMPシグナルに関与する遺伝子の
enrichも見られたため、これらの因子が腱や軟骨細胞、あるいは骨格筋と腱の相互作用に関与す
る可能性が示唆された。 
 
(3) Scx-DTAマウスの発現変動遺伝子の空間的発現解析 
本研究期間中に 45の遺伝子について発現パターンを検証し、腱に発現のあるものを 20、筋腱
境界に発現のあるものを 7 つ同定した（図 1）。これらの中には他グループの報告から腱靭帯で
の発現や機能が推測されるものや全く新規のものが含まれ、今後の腱・筋腱境界の形成過程の理
解の基盤となる結果である。 

 
(4) Scx-DTAマウスの発現変動遺伝子の機能解析 
本研究期間中に 2 つのシグナル伝達因子ファミリー、6 遺伝子についてノックダウンを行っ
た。その過程で、一度のノックダウン（iGONAD法）にて 8種類の異なる crRNAを同時に用い
ても十分な活性を示すこと、ただし用いる crRNA が高濃度になると得られる胚の数が減少する
ことを見出した。また、検証した二つの 2つのシグナル伝達因子ファミリーの内の一方の 3遺伝
子を同時にノックダウンすると、後肢の一部の骨格筋のパターニングが変化することを見出し
た（図 2）。この表現型は Scx-DTAに比べマイルドなものであったことから、筋腱の相互作用に
はこのファミリーを含む複数のシグナル伝達が関与する可能性が示唆された。 
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