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研究成果の概要（和文）：本研究では、トランスジェニックマウス胚を用いたレポーターアッセイによって、
Scxの腱･靱帯特異的転写制御を担うエンハンサー領域を遺伝子の下流に同定した。ScxCre knock-inマウスと交
配したRosaTomatoマウスを用いた系譜解析では、腱･靱帯だけでなく、成長板、一次海綿骨、皮質骨などにもScx
を発現する細胞集団が存在することを見出し、Scx欠失マウスやSox9発現領域でScxを欠失したマウスではアキレ
ス腱付着部の形成不全や骨量が著明に減少することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed reporter assays using LacZ reporter transgenic 
mouse embryos to identify a downstream enhancer that is responsible for tendon/ligament-specific 
transcriptional regulation. Cell lineage analyses using ScxCre knock-in mice and RosaTomato reporter
 mice revealed localization of cell populations that express Scx not only in tendons and ligaments, 
but also in growth plates, primary cancellous bone, and cortical bone. We found that Scx-deficient 
mice and conditional knockout mice in which Scx was deleted in the Sox9-expressing region showed 
defective enthesis formation and a marked decrease in bone mass.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 腱･靱帯　Scleraxis　エンハンサー　遺伝子改変動物　Sox9

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
筋骨格システムは、basic helix-loop-helix型の転写因子であるScleraxis(Scx)が発現する腱・靱帯によって統
合されている。本研究では、Scx遺伝子の時空間的発現制御に関わるエンハンサーを同定し、筋骨格システムに
おいてこれらの遺伝子を発現する細胞系譜を明らかにした。また、Scx欠失マウスの解析によってScxの個体レベ
ルでの機能を解析した。得られた研究成果は、筋･骨コンポーネントの連結の要となる腱・靱帯で発現するScxを
基軸とする生命現象の統合的理解を深め、損傷すると修復が困難な腱･靱帯の再生技術の基盤を構築することに
寄与すると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 

形態が多様で複雑な頭蓋顎顔面領域は、発達成長の障害に伴って様々な異常が起こりうる。そ

の多くが、硬組織の連結に関わる形態形成の異常に起因することから、硬組織の連結に関わる

腱･靱帯･縫合部の細胞群の実体を分子レベルで明らかにすることは基礎生物学的だけでなく

臨床的な見地からも、重要であると考えられている。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、筋骨格システムを統合し、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。腱･靱帯の形成過程で発現する basic 
helix-loop-helix 型の転写因子 Scleraxis (Scx)が欠失すると、部位に関わらず、成熟分子マーカ

ーである Tenomodulin (Tnmd)の発現が腱・靱帯で消失する。硬組織との連結部においては、

Scx は軟骨形成に必須の転写因子である Sox9 と共発現し、エンテーシスの形成に寄与してい

る(図 1)。腱･靱帯では、Scx は持続的に発現するが、硬組織との連結部においては、Scx の発

現は一過性である。部位によって、持続的あるいは一過性に発現するダイナミックな Scx の発

現局在が、どのような分子機序によって制御されているかについては、明らかにされていない。

また、Scx は腱･靱帯とその連結部以外の部位においても発現していることが報告されている

が、個体レベルでの機能については、ほとんど知られていない。 
 

２．研究の目的 
 

本研究では、筋･骨コンポーネントの連結の要となる腱・靱帯に発現する転写因子である Scx に
着目し、独自に作製した遺伝子改変動物を用いて、Scx の上流と下流で制御に関わる分子ネット
ワークの実体を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Scx の上流で制御に関わる分子ネットワークの解析 
 
ダイナミックに変化する Scx 遺伝子の時空間的な発現制御の実体を解明するために、Scx の

enhancer 領域を同定する。hsp68 の minimal promoter を有する LacZ reporter ベクターにマウ

ス Scx のゲノム領域を組み込んで構築した transgene を用いて、Transgenic (Tg)レポーター胚

の X gal染色によって、組織特異的転写に寄与する enhancer 領域を検索する。Scx の promoter
領域を同定後、候補領域にとらわれない enhancer 領域の検索を行うために、enChIP 法による

解析を行う。一連の解析で同定された enhancer 領域を組み込んだレポーターベクターを前駆軟

骨細胞株 ATDC5やヒト胎児由来腎臓上皮細胞株 HEK293T に lipofection によって導入し、dual 
luciferase assay を行って、転写活性化能を解析する。また、enhancer 領域の塩基配列情報に基

づいて結合する転写因子を予測する。 
 

(2) Scx の下流で制御に関わる分子ネットワークの解析 
 
生後の成長過程における筋骨格システムにおける Scx、Sox9 の寄与を明らかにするために、

ScxCre/+;RosaTomato マウス、Scx CreERT2/+;RosaTomato マウス、Sox9Cre/+;RosaTomato マウス、

Sox9CreERT2/+;RosaTomato マウスを用いて系譜解析を行う。硬組織との連結部における Scx の機

能は、Scx を欠失する ScxD11/D11 マウス、Scxflox/flox;Sox9Cre/+マウスを用いて、川本法による組織

学的解析、免疫染色、マイクロ CT による解析を行う。また、Scx陽性領域で EGFP を発現する

ScxGFP Tg マウスを用いて、歯周靱帯における Scx の発現制御について解析を行う。 
 

図1. 硬組織連結部(エンテーシス)の形成過程
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４．研究成果 
 
(1) Scx の上流で制御に関わる分子ネットワークの解析 
 
マウスの 15番染色体上の Scx 遺伝子は、2 つの exon で構成されており、転写開始点の上流に

は TATA box (TATAAA)配列が存在する(図 2)。転写開始点と近傍にある TATA box を含む長さの

異なるゲノム断片を promoter less の pGL4.10 ベクターに組み込んだレポーターを HEK293T に

導入し dual luciferase assay を行ったところ(図 2)、いずれの断片においても promoter活性が検

出された。同様のプロモーター活性は、ATDC5 においても検出された。enChIP を行うために、

同定した promoter 領域の上流を標的とする guide RNA を設計し、In-Fusion クローニング法に

より pAM_dCas9 ベクターに組み込んだ。 
 

 
 
遺伝子の上流と下流を含む〜10.86 kb のゲノム領域には、腱･靱

帯特異的な転写制御を担う活性が見出されている (図 3)。このゲ

ノム領域を分割し、hsp68 の minimal promoter と tol2配列を有す

る LacZ reporter ベクターにマウス Scx のゲノム領域を組み込ん

で構築した transgene を用いて、Tg マウス胚において X-gal染色
によって LacZ の活性を解析し、Scx 遺伝子の下流を含む 5.3 kb
の領域に enhancer活性が存在することを見出した(図 3)。5.3 kb
のゲノム領域を分割し、1.97 kb の領域にも同様の活性を見出し

た。更に、ゲノム領域を分割し、343 bp のゲノム断片に enhancer
活性が検出され、哺乳類、鳥類、シーラカンスまで高度に保存さ

れているモチーフが存在することを見出している。前駆軟骨細胞

株 ATDC5 を用いた dual luciferase assay では、このゲノム領域

に伸展刺激応答性の活性があることが明らかになっている。 
 
(2) Scx の下流で制御に関わる分子ネットワークの解析 
 
生後の成長過程における筋骨格システムにおける Scx、Sox9 の寄

与を明らかにするために、ScxCre/+;RosaTomato マウス、ScxCreERT2/+;RosaTomato マウス、

Sox9Cre/+;RosaTomato マウス、Sox9CreERT2/+;RosaTomato マウスを用いて系譜解析を行った。

Scx は、腱･靱帯とその連結部だけでなく、成長板や膝関節の軟骨細胞、一次海綿骨や皮質骨の

骨芽細胞の subpopulation においても発現していた。また、軟骨だけでなく、エンテーシスから

離れた腱や骨格筋の形成においても、Sox9陽性の前駆細胞が寄与していることが明らかになっ

た。 

図2. マウスScx遺伝⼦のpromoter領域
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4週齢のScxD11/D11マウスの解析では、野生型と比較して、脛骨が細くなりアルカリフォス

ファターゼ陽性領域も減少していた。マイクロCTを用いた骨形態計測では、ScxD11/D11マウス、

Sox9発現領域でScxを欠失したScxflox/flox;Sox9Cre/+マウスのいずれにおいても、骨量の著明な減

少が観察された。ScxGFP Tgマウスを用いた解析では、歯周靱帯において、伸展刺激依存的に

発現が上昇するScxが、ephrin A2を介して、伸展刺激によって誘導される歯周靱帯細胞の骨芽

細胞への分化を抑制することが明らかになった。 
線維軟骨性エンテーシス

は、胎生期・出生時は硝子軟骨 
(HC)・腱( T)の2層構造をとるが、

骨端の硝子軟骨の骨への置換と連

動して、軟骨下骨(SB)・石灰化線

維軟骨(MFC)・非石灰化線維軟骨

(UFC)・腱 (T)の4層構造をとるよ

うになる。Scx欠失マウスでは、

アキレス腱付着部は線維軟骨の低

形成によって丸みを帯びた形態と

なり、野生型マウスでは軟骨下骨

に隣接する成熟石灰化線維軟骨

(MFC)で発現している分子マーカ

ーであるSclerostinの発現がほぼ

消失していた (図4)。 図4.Scx欠失マウスにおけるSclerostin発現低下
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Yambe et al., Frontiers in Cell and Dev, 2024
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