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研究成果の概要（和文）：Ctdnep1遺伝子の、筋骨格系・関節の発生における役割を調べるために、四肢および胸骨特
異的Ctdnep1ノックアウト(Ctdnep1 cKO)マウスを作製した。Ctdnep1 cKOマウスは、関節拘縮、歩行障害を示した。組
織学的解析を行うと、関節は正常に形成されていたが、筋肉繊維の発達が著しく障害され、大腿骨近位部分の軟骨が異
常に増殖していた。細胞培養実験により、Ctdnep1欠損下では、TGF-βシグナルが亢進し、BMPシグナルが低下していた
。Ctdnep1は、筋肉系においては、TGF-βシグナルを抑制することによってBMPシグナルを維持し、筋肉発生に重要な役
割をはたすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the role of Ctdnep1 for musculoskeletal and joint 
development, we generated limb- and sternum-specific knockout mice (Ctdnep1 cKO). Ctdnep1 cKO mice showed 
joint contracture and impaired walking. Histological analysis showed that joint structure was formed 
normally, but development of muscle fiber was severely affected and chondrocytes of proximal femur 
proliferated abnormally. Cell culture experiments showed that TGF-β signaling was increased and BMP 
signaling was decreased in the absence of Ctdnep1. These results suggest that Ctdnep1 maintain BMP 
signaling by suppressing TGF-β signaling in muscle system and plays crucial role in muscle development.

研究分野： 骨・軟骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 Ctdnep1 (CTD nuclear envelope phosphatase 
1) 遺伝子は、脱リン酸化酵素をコードし、ア
フリカツメガエル胚および哺乳類培養細胞
において、骨形成因子(BMP)シグナルを抑制
する因子として同定された。その後、遺伝子
改変マウスを用いた研究により、Ctdnep1 は、
BMP シグナルを抑制することによって、生後
の腎臓の恒常性維持に関わることが示され
た。骨格系の発生においても、BMP シグナル
とその抑制因子は、重要な役割を果たすこと
から、我々は、Ctdnep1 遺伝子が BMP シグナ
ルの抑制を介して骨格形成に重要な役割を
果たすのではないかと仮説を立てた。そこで、
発生初期の胸骨と四肢の間葉系細胞で特異
的に Ctdnep1 遺伝子を欠損するマウス
(Ctdnep1 cKO)を作製した。その結果、骨格遅
延等の表現型が見られたが、それ以外に関節
拘縮、歩行障害という筋肉・関節に表現型を
示した。この表現型は、先天性多発性関節拘
縮症(AMC)という病態に近似していた。そこ
で、我々は、Ctdnep1 遺伝子が AMC の発症に
関与するのではないかと仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、筋肉、関節などの運動
器官を標的とした Ctdnep1 欠損による関節拘
縮症発症メカニズムの解明およびさらに
AMC の治療戦略の基盤開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 Ctdnep1 遺伝子の筋骨格系における発現を
検討するために、Ctdnep1-LacZ ノックインマ
ウスを用いて、X-gal 染色を行った。 
 Ctdnep1 遺伝子を組織特異的に欠損させる
ために、Ctdnep1(flox)マウスと発生初期の胸
骨と四肢の間葉系細胞で発現するPrx1-Creマ
ウスを交配し、Ctdnep1 cKO マウスを作製し
た。 
 このマウスを用いて、歩行の様子をビデオ
で撮影した。 
 このマウスの筋骨格系・関節組織を検討す
るために、組織標本を作成した。 
 筋肉細胞発生の分子メカニズムを検討す
るために、発生初期の Ctdnep1 cKO マウスの
四肢の間葉系細胞を採取し、初代細胞培養を
行い、筋分化について細胞レベル、分子レベ
ルで検討した。 
 
４．研究成果 
 Ctdnep1 の筋骨格系における発現パターン
を検討するために、Ctdnep1-LacZ ノックイン
マウスの四肢の凍結切片を作成し、X-gal 染
色を行った。その結果、成長軟骨細胞ととも
に、前十字靭帯ならびに後十字靭帯に強い
X-gal 染色が検出された。また、やや弱いが、

筋肉細胞に X-gal 染色が検出された。 
 次に、Ctdnep1 cKO マウスの生後の生存率
を調べた。その結果、その 50%が生後 2 日以
内に死亡した。また、3 週間生存したのは、
全体の 20%であった(n=19)。Ctdnep1 cKO マ
ウスは、生後 1 週間では、前肢と後肢が硬直
した状態であり、常に横臥していた。肩関節
はやや可動状態だった。生後 3 週間では、
Ctdnep1 cKO マウスの股関節は完全に硬直し
ていたが、肩関節は前後に動かすことが可能
であった。そのため、Ctdnep1 cKO マウスは、
肩関節を前後に動かすことによって、かろう
じて歩行が可能な状態であった。 
 3 週齢の Ctdnep1 cKO マウスを用いて、組
織学的解析を行った。筋繊維の発達が著しく
障害されていた。また、大腿骨の皮質骨が非
常に薄くなっており、骨髄内には海綿骨の形
成が認められなかった。さらに、興味深いこ
とに、大腿骨近位部の軟骨が、異常に増殖し、
巨大な軟骨塊を形成していた。関節は正常に
形成されていた。 
 上記の結果から、Ctdnep1cKO マウスが四
肢を動かすことができないのは、筋肉発生に
異常があるからではないかと仮説を立てた。
そこで、E12.5 マウス胚の四肢の間葉系細胞
を採取し、マイクロマスカルチャーを行い、
筋分化を検討した。その結果、筋肉発生に重
要な役割を果たす転写因子 Myod1 および骨
格筋アクチン Acta1 の発現は、Ctdnep1 欠損
細胞では、それぞれ、野生型の 3%, 6%に減少
していた。また、野生型のマイクロマスカル
チャーを TGF-βで処理すると、Myod1 や
Acta1 の遺伝子発現は、13%, 21%に減少した。
一方、TGF-β受容体阻害剤で処理すると、
Ctdnep1 cKO マイクロマスカルチャーでは、
Myod1 と Acta1 の遺伝子発現が、それぞれ 1.9
倍、2.1 倍に回復する傾向にあった。これら
のことから、Ctdnep1 遺伝子欠損では、筋肉
分化のプロセスが著しく障害されること、
Ctdnep1 遺伝子欠損によって引き起こされる
TGF-βシグナルの亢進と関係があると考え
られた。 
 Ctdnep1 は、BMP シグナルの抑制因子とし
て報告されていたが、マイクロマスカルチャ
ー5 日目で、ウェスタンブロット解析を行う
と、TGF-βシグナルの細胞内情報伝達因子で
あるリン酸化 Smad2 のレベルが亢進してい
たが、BMP シグナルの細胞内情報伝達因子で
あるリン酸化 Smad1/5/8 のレベルはやや減少
していた。リン酸化 Smad1/5/8 抗体で免疫染
色を行うと、野生型では、リン酸化 Smad1/5/8
陽性の筋芽細胞が観察されたが、Ctdnep1 
cKO では、染色の程度が減弱していた。 
 近年、BMP シグナルは、筋肉の発達に重要
な役割をはたすことが示されている(Satori et 
al., Nature Genetics 2013)。また、TGF-ß シグ



ナルは BMP シグナルを抑制することも知ら
れている。これらのことから、筋骨格系の発
達においては、Ctdnep1 遺伝子欠損によって、
TGF-βシグナルが亢進し、その亢進が BMP
シグナル抑制につながり、筋肉の発達が抑制
されるのではないか、ということが推測でき
る。したがって、筋肉の分化、発達が不十分
なために、Ctdnep1 マウスでは、筋肉が萎縮
し、四肢を動かすことができなくなるのでは
ないかと推測される。 
 以上のことから、Ctdnep1 遺伝子は、筋肉
細胞において、TGF-βシグナルを適切なシグ
ナルレベルに抑制することによって、BMP
シグナルを維持し、筋肉の発達を制御する分
子であることが明らかになった。 
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