
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報書 

 
平成 25年 6月 5日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：発生過程において、転写因子であるスクレラキシスは、骨格への腱・

靱帯付着部近傍の前駆軟骨細胞で一過性に発現し、腱・靱帯では前駆細胞と分化細胞の両方で

発現する。一方、II型膜貫通型糖蛋白質であるテノモジュリンは、分化成熟した腱 靭帯細胞

で特異的に発現する。本研究では、これらの遺伝子の発現領域でクレリコンビネースや蛍光レ

ポーターを特異的に発現する遺伝子改変動物を作成し、運動器コンポーネントの連結を解析す

るインビボシステムを構築した。 
 
研究成果の概要（英文）：During mouse development, Scleraxis (Scx), a basic-helix-loop-helix 
transcription factor, is continuously expressed in the tendon/ligament cell lineage, but 
transiently expressed in chondroprogenitors near the prospective attachment sites of 
tendons/ligaments into the skeletal elements. Tenomodlin (Tnmd), a type II 
transmembrane glycoprotein, is expressed in mature tenocytes and ligamentocytes. In this 
study, we have successfully generated genetically modified mice expressing 
Cre-recombinase or fluorescent reporter genes in the expression domains of Scx or Tnmd as 
valuable tools for the analysis of tendon/ligament formation and regeneration.  
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１．研究開始当初の背景 
運動器の連結システムの要となる腱・靭帯は、
栄養血管が極めて乏しいので、外傷などで生
じる瞬間的な外力によって、一旦、損傷され
ると、瘢痕修復に移行し、機能的、生体力学
的に十分に再生させることは極めて困難で
ある。とりわけ、靱帯の機能障害は、変形性
関節症の発症に密接に関連しており、運動器
の中でも、組織再生の重要な標的であると認
識されている。しかしながら、長い間、腱・
靱帯の特異的分子マーカーが知られていな

かったので、再生はおろか形成に関する研究
も立ち後れているのが現状である。 

近年、研究代表者は、軟骨由来血管新生

抑制因子 Chondromodulin-1 の関連遺伝子と

して、腱・靱帯などを含む強靭結合組織で特

異 的 に 発 現 す る 血 管 新 生 抑 制 因 子

Tenomodulin (Tnmd)をクローニングした。一

方、Harvard大学のDr.Tabinらのグループは、

basic helix-loop-helix (b-HLH) 型の転写

因子である Scleraxis (Scx)が腱・靭帯の初

期の分化マーカーであることを報告し、前駆
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腱細胞を含む Syndetome という体節の４番目

のコンポーネントの存在を提唱した。 

Tnmdや Scxのような特異的分化マーカー

の報告によって、腱・靱帯形成や再生機構の

解析に参入する研究者の数は確実に増加し

ている。世界に先駆けた腱・靱帯のインビボ

の解析システムの構築と整備は、運動器の連

結システムの形成機構だけでなく再生の解

析に寄与することが期待されている。 

 

 

２．研究の目的 
運動器コンポーネントを連結する腱・靱帯の
形成や再生過程の解析に必要な新しいイン
ビボシステムの構築を目指す。まず、腱・靱
帯形成の初期から発現する b-HLH 型転写因子
Scx の組織特異的な転写制御領域に存在する
と想定される軟骨と腱・靱帯での特異的発現
を担う enhancer 領域を同定する。次に、同
定された転写制御領域を用いて、腱・靱帯形
成の過程で特異的に Cre-recombinase (Cre)
を発現する transgenic (Tg) マウスの系統を
樹立する。これらの Tg マウスや Scx の遺伝
子座に Cre を konck-in(KI)した ScxCre KI マ
ウスと蛍光レポーターマウスを交配して、運
動器形成過程における Scx陽性細胞の発現局
在の詳細を明らかにする。また、腱・靱帯の
成熟に伴って発現する II 型膜貫通型蛋白質
Tnmd の遺伝子座に Cre を knock-in した
TnmdCre KI マウスを作成する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)組織特異的転写制御領域の検索 
腱・靱帯、軟骨での特異的転写制御を担うマ
ウス Scx遺伝子の下流 10.8 kb の領域を分割
し、hsp68 minimal promoter と LacZレポー
ターの上流に挿入し、制限酵素によってトラ
ンスジーンを切り出した。精製したトランス
ジーンをマウス受精卵の前核へ微量注入し、
Tg マウスを作成した。X-gal 染色によって Tg
マウスにおける LacZレポーターの発現を解
析し、組織特異的 enhancer 活性の評価を行
った。ゼブラフィッシュでは、GATA2 minimal 
promoter、GFP、insulator、tol2 elements
を有するZebrafish enhancer detector (ZED) 
Vectorに挿入した DNA とトランスポゼース
mRNA を１細胞期のゼブラフィッシュ胚に注
入して、enhancer 活性の評価を行った。 
 
(2) ScxCre KI マウスと TnmdCre KI マウス
の作成 

ScxCre KIマウスと TnmdCre KIマウスのターゲ
ティングベクターを構築し, Embryonic stem 
(ES) 細胞に導入後、相同組換えした ES 細胞
を胚盤胞へ注入してキメラマウスを得た。次

に、キメラマウスとflippaseを発現する FLPe
マウスと交配し、FRT-flanked PGK-neo-pAを
targeted allele から欠失させた。更に、得
られたマウスと野生型マウスを交配し遺伝
子組換えマウスを得た。 
 
 (3) Scx 陽性細胞の局在分布の解析 
ScxCre KI、ScxCre-L Tg、ScxCre-H Tgマウ
スをそれぞれ Rosa-CAG-LSL-tdTomato (Ai14)
や ROSA26のようなレポーターマウスと交配
し、X-gal 染色あるいは蛍光の発現を観察す
ることによって、発生過程における Scx陽性
細胞の局在分布を解析した。 
 
(4)  発現局在の解析 
免疫染色、in situ hybridization による解
析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) Scx の組織特異的転写制御領域の検索

と Tg マウスの作成 
腱・靱帯の前駆細胞で発現が検出されるマウ
ス Scx 遺伝子は２つのエクソンで構成され、
block of proliferation 1  (BOP1)の 3 番目
のイントロン内に、逆向きに存在している。
遺伝子の上流-4kb から下流+5 kb を含む 10.8 
kb 領域は、Scxの組織特異的な転写制御を担
っている（図 1）。この領域内にあるエクソン
1に存在する翻訳開始点に EGFPを挿入した領
域を用いて作成した ScxGFP Tg では、腱・靱
帯や一部の軟骨の前駆細胞、腱・靱帯細胞で
特異的に GFP を発現する（図 2）。また、Tg
マウスを使った LacZ レポーター解析によっ
て、Scx遺伝子の下流 5.3 kb の領域に、腱・
靱帯、軟骨での特異的転写制御を担う
enhancer 活性が存在することが明らかにな
った。 
ゼブラフィッシュ胚にマウス Scx の組織

特異的転写制御領域を挿入した ZED Vector
とトランスポゼース mRNA を注入して GFP の
発現を解析した実験では、特異的な enhancer
活性が検出できなかった。一方、ゼブラフィ
ッシュ Scx 遺伝子に EGFP を挿入した BAC 
clone をトランスポゼース mRNA と共に、ゼブ
ラフィッシュ胚に注入すると、enhancer 活性
が検出された。 
マウス Scx遺伝子の下流 5.3 kb の領域を

分割して Tg マウスにおける LacZレポーター
の発現を解析すると、複数の領域に組織特異
的制御領域があることが明らかになったが、
前駆腱・靭帯細胞のみで発現する領域の同定
には至っていない。これは、腱・靭帯細胞と
一部の軟骨細胞の集団が共通の前駆細胞か
ら分化しているからではないかと考えてい
る。しかしながら、マウスの発生過程におい
て、前駆軟骨細胞での Scxの発現は一過性で



あることが判明している。従って、タモキシ
フェン誘導性 Creを用いてマウスを作成する
ことによって、前駆軟骨細胞での Creの発現
を回避出来ると考えられる。そこで、マウス
Scx の 10.8 kb の組織特異的発現制御下で
CreERT2を発現する Tg マウスを作成し、系統
を樹立し解析中である。発生過程において、
Scx の軟骨での内在性の発現が検出されなく
なる時期にタモキシフェンを作用させるこ
とにより、腱・靱帯特異的に Cre の発現が誘
導される有用なインビボシステムになると
考えられる。 
 

 

 

 
(2) ScxCre KI マウスと TnmdCre KI マウス

の作成 
Scxと Tnmd遺伝子のエクソン1の翻訳開始点
に in-frame で Cre を挿入し、positive 
selection  marker と し て FRT-flanked 
PGK-neo-pA、negative selection marker と
して Diphtheria toxin (DTA)を挿入したター
ゲティングベクターを構築した。これらのタ
ーゲティングベクターをエレクトロポレー
ションによって ES 細胞に導入後、薬剤耐性
スクリーニングによって陽性クローンを得
た。PCR とサザンブロットによって相同組換
えによる遺伝子座への Cre の knock-in を確
認後、陽性クローンの ES 細胞を胚盤胞へ注
入し、キメラマウスを作成した。得られたキ
メラマウスは、flippase を発現する FLPe マ
ウスと交配し、FRT-flanked PGK-neo-pA を
targeted allele から欠失させ、標的遺伝子
組換え体マウスを作成した。これらのマウス
は、腱・靱帯形成領域で Creを発現するマウ
スとして有用な解析システムになることが
期待される。 
 
(3)腱・靭帯における Cre の発現 
ScxGFP Tg マウスあるいは ScxCre Tg マウス
（ScxCre-L Tg マウスと ScxCre-H Tg マウス）
と ROSA26レポーターマウスを交配し、X-gal
染色により Cre を発現する細胞集団を解析し

た（図３）。in situ hybridization を行って、
内在性の Scx遺伝子の発現と比較すると、Scx
は、腱・靱帯付着部近傍の前駆軟骨細胞で一
過性に発現し、腱・靱帯では前駆細胞と分化
細胞の両方で発現していることが明らかに
なった。樹立した 2系統のうち、ScxCre-L Tg
マウスの軟骨での Cre の発現は ScxCre-H Tg
マウスよりも限局していた（図３）。また、
ScxCre KI マウスを Ai14 レポーターマウスと
交配した ScxCre/+;Ai14マウスでは、腱・靱帯
において tdTomato の発現を検出することが
出来るが（図 4）、内在性の Scxの遺伝子発現
が一過性の腱・靭帯付着部近傍の前駆軟骨細
胞由来の軟骨細胞おいては、Cre の発現が一
部の分化細胞でのみ検出された。その一方で、
長管骨において、これまでに知られていない
Scx 陽性細胞が存在することが判明している。
また、ScxCre/Cre を用いて、Scx 遺伝子の発現
が欠失したマウスの表現型を解析し、まだ報
告されていない新たな表現型を見出してい
る。このように、複数の遺伝子改変マウスの
系統を樹立することに成功し、今後、運動器
コンポーネントを連結する分子メカニズム
を明らかにする研究に寄与することが、大い
に期待される。 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