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研究成果の概要（和文）：Tricho-Rhino-Phalangeal症候群（TRPS)は先天的な遺伝性疾患であり、関節を含めた
骨格系や毛髪発生にほとんどの罹患者で問題が生じる。TRPS罹患者は特徴的な顔貌と中手骨関節軟骨の異常形態
がその診断のヒントとなる。今回、TRPS1発現制御の異常でもTRPS様の表現型が起こりうることからTRPS1組織発
現エンハンサーの探索を行った。脊椎動物でよく保存されている転写開始部位から4kb上流配列までの配列にレ
ポータを組み込んだトランスジェニックマウスを作成した。その結果、用いた配列内に関節軟骨の発現エンハン
サーが含まれることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In order to identify the possible enhancer of TRPS1 gene, we generated a 
transgenic mice line those drive Cre recombinase activity under approximately 4kb proximal promoter 
sequence of the murine Trps1 gene (Trps1-Cre). We crossed our Trps1-Cre line with Cre reporter mice 
strain and detected the Cre activity from embryonic to postnatal stages. The Cre activity was 
observed in the organs such as central nervous system, articular chondrocytes, heart, and hair 
follicle. These regions are known to express Trps1 mRNAs. Cre activity detected in the cardiac 
region was somewhat unexpected since there were almost no reports regarding to involvement of Trps1 
in cardiac development. We were able to detect Trps1 mRNA expression in the cardiac cushion.

研究分野：解剖学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 骨格系は重力に対抗するための力学的な
支柱として作用するだけでなく、その内部で
の造血、臓器の保護、ミネラルの貯蔵、さら
にはホルモンを産生する内分泌器官として
など多岐にわたる役割を持つ。したがって正
常な骨格形成は生体の恒常性を担保するう
えできわめて重要といえる。また、骨格の成
長不全では低身長を示すのみならず、個々の
骨の間を走行する脈管・神経を圧迫すること
で機能不全を示すことがある。さらに頭頚部
の骨格形態はおおよその顔貌を決めるため、
骨格の形態異常はそのまま顔貌の異常とし
て現れることになる。 
 Tricho-rhino-phalangeal症候群（TRPS）
は先天性に骨格形態異常を示す遺伝性の疾
患である。患者には特徴的な洋ナシ状の鼻や
小さな顎、中手骨の関節の形態異常、毛包の
発育不全などが共通にみられる。その発症頻
度は低いものの、罹患者の中には著しい低身
長や若年で変形性関節症を発症するなど表
現型が極めて重篤な場合があり、その原因の
究明が必要な疾患の一つといえる。TRPSは
その原因として TRPS1 の遺伝子変異が同定
されている。TRPS1 遺伝子にみられる変異
は二つのパターンに分けられる。ひとつは
TRPS1 の遺伝子座が完全に欠損もしくは
TRPS1 遺伝子途中に終始コドンが入るタイ
プであり、このタイプの罹患者は特徴的な顔
貌や中手骨関節の変形はみられるものの表
現型はマイルドなことが多い。一方、TRPS1
翻訳産物の DNA 結合部位にアミノ酸の置換
を示す変異が見られる罹患者は低身長、毛髪
発生の異常、関節症状の重篤度が強い傾向が
見られる。TRPS の罹患者で TRPS1 遺伝子
に変異が同定されているのは、様々な統計が
あるが、約 8 割にとどまっている。2 割の
TRPS 様の表現型を示す患者は TRPS1 遺伝
子に変異が見られないことからこの中には
発現制御領域に問題がある場合が含まれる
ことが考えられた。TRPS1 遺伝子の発生中
の発現は組織・部位特異的にみられるが、そ
の発現制御機構・ゲノム上のエンハンサー配
列は一切同定されていない。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究計画は TRPS1 遺伝子発現の制御配
列を見出し、組織特異的なエンハンサーを同
定すること、さらにそのエンハンサー配列に
結合するタンパク群を同定することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究計画は大きくは以下の 2点について
行う 
①TRPS1 遺伝子転写開始部位上流配列で種
を超えてよく保存されている配列を用いた

レポーターマウスの作成、ならびに 
②TRPS1 発現制御配列に作用する因子群の
同定を試みる 
 
①TRPS1レポーターマウスの作成 
 種を超えてよく保存されている TRPS1 遺
伝子周囲の配列をまず相同性検出ソフトを
用いてピックアップした。特によく保存され
ていたTrps1転写開始部位上流の4kbゲノム
配列をクローニングし、スプライシングドナ
ー・アクセプター配列を含むイントロンと
Creリコンビナーゼ cDNAをその下流に組み
込んだトランスジーンを作成した。マウス前
核期胚に精製したトランスジーンをインジ
ェクションしたのちに、偽妊娠マウスに胚を
移植した。トランスジーンが生殖細胞系列に
入ったトランスジェニックマウスを選択し、
6 ラインえることができた（Trps1-Cre ライ
ン 1～6）。すべてのラインを個別に Creレポ
ーターマウス系統と交配し、胎生 14 日あた
りで胎仔を摘出し、ホールマウントで染色し
Cre活性の有無、またその局在を確認した。
ほぼ同じ部位に染色が見られたライン 1と 4
をその後の解析に用いた。ホールマウントで
の染色液の浸透が悪くなる胎生後期のサン
プルは新鮮凍結、ジェノタイピング後に切片
を作成しスライドガラス上で染色を行った。 
 
②TRPS1 発現制御配列に作用する因子群の
同定の試み 

Trps1-Cre マウス作成のために用いた
TRPS1 の転写開始部位上流配列は組織特異
的発現エンハンサー配列を含むことが確認
できたのちにこの配列に作用する転写因子
もしくは転写共役因子の同定を試みた。
Trps1 遺伝子上流 4kb を認識するガイド
RNA をいくつか設計し、FLAG 標識した変
異型 Cas9（dead Cas9）とともに Trps1 遺
伝子を発現する軟骨細胞株に導入し FLAG
抗体で免疫沈降により狙ったゲノムに結合
している因子の沈降を目指す。また、並行し
て 4kb のゲノム配列にレポーターをつなげ、
細胞でのレポーターアッセイを行った。 
 
４．研究成果 
 
 まず種を超えて保存されているTrps1ゲノ
ム周囲の配列の同定をゲノム VISTA ソフト
ウェアで行った。 
その結果、転写開始部位上流配列、イントロ
ン、3’側配列を含めた合計 4 か所に相同性の
高い配列が見出された。その中で転写開始部
位上流は約 4～5kb の相同配列があり最も長
い保存領域であった。 
 我々はこの配列内に TRPS1 の発現エンハ
ンサーが含まれるかを個体レベルで検討す
ることにした。そのために約 4kbのゲノム断
片を二つに分けてクローニングし、正しい断
片であることをシーケンシングにより確認
した。さらにこの 2 つの断片を合わせて約



4kbの断片を得た。この断片の下流にイント
ロンとCreリコンビナーゼcDNAを組み込み
受精卵インジェクション用のトランスジー
ンとした。Creリコンビナーゼを組み込んだ
理由としてはTrps1は軟骨成長板や関節軟骨
に発現することが既に報告されているため
その組織における発現エンハンサーを含め
ばすぐに新規の Cre-deletor マウスの樹立が
可能となるためである。 
 我々は 6つのTrps1-Creマウスのラインを
確立し、Creレポーターマウスとの交配を行
った。その結果、いくつかのラインでは Cre
活性が全く見られなかったものの、2 つのラ
インでほぼ同一の染色が認められた（下図）。
胎生 11.5日齢（E11.5）では脊髄、上肢・下
肢の近位部、上下顎の移行部に染色が限局し

て見られた。胎生 13.5日齢（E13.5）では指
骨、肘・膝の関節周囲に染色が追加して見ら
れた。胎生 14.5日齢（E14.5）では発生の開
始した毛包に染色が見られ始めた。次に胎生
期で最も早期に染色が見られる時期を特定
するため胎生期をさかのぼって染色を行っ
た。 
 
 ホールマウント染色において比較的限局
した Cre活性が見られたが、詳細に染色され
る細胞を同定するために組織切片における
染色様式を検討した。 
 関節軟骨においては E15.5 日齢では長管
骨・指骨の関節軟骨を含む細胞に強い染色が
見られた（下図）。しかし、厳密に関節軟骨

だけでの染色ではなく一部の静止期軟骨細
胞や靭帯・滑膜にも染色が見られた。TRPS1
遺伝子は関節軟骨において発現することが
既に報告されているが、我々の用いたゲノム
の断片内に関節軟骨の発現エンハンサーの
一部を含むことが示唆された。若年性の関節
疾患は TRPS 罹患者に見られる病態であり、
さらに責任配列の絞り込みを行っていく予
定である。今回の軟骨における染色では軟骨
成長板にはほぼ染色が見られなかった。
TRPS1 は軟骨成長板にもその遺伝子発現が
報告されており、TRPS罹患者では軟骨成長
板の形成不全によると思われる著しい低身

長を示す罹患者が存在する。今後は TRPS1
の軟骨成長板における発現エンハンサーの
探索が病態の解明に必須となる。 
 毛包におけるCre活性はE14.5日齢のホー
ルマウント染色像で認められたが、細胞レベ
ルでの活性を検討するためにやはり切片上
で染色を行った（E15.5背側上皮；下図） 
Cre 活性は発生中の毛乳頭（間葉細胞）に認

められ、上皮には認めなかった。またこの活
性はすべての毛乳頭に認められた。一方、真
皮にも弱いものの活性を認めた。若年性の脱
毛はTRPS罹患者の特徴の一つであるため一
部毛包エンハンサーのさらなる絞り込みを
行っていく予定である。 
 
 今回のトランスジェニックマウス作成で
最も意味があると思われたのが（意外ではあ
ったが）心臓におけるCre活性の検出である。
これまで TRPS1 遺伝子が心臓において発現
しているという報告は全くなかった。さらに

は過去のマウスを用いての報告では「心臓に
おける発現は認めない」とまでの表記もある。
ところが我々は心臓の広い範囲に染色を認
め、心内膜から形成される弁には特に強い染
色を認めた（下図）。 
 
そこで我々は TRPS1 遺伝子の心臓における
遺伝子発現を再度確認することにした。する
とE13.5日齢において心内膜隆起と呼ばれる
部位にきわめて限局した発現が認められた。
心内膜隆起は発生が進むことで心室・心房中
隔やはじめは共通のチューブとして発生す
る肺動脈・大動脈の中隔形成を担う領域であ
る。最近の TRPSの表現型をまとめた論文に
よると、TRPS罹患者には通常よりも高い頻



度で先天性の心臓形態異常が見られること
が記述されている。また、認められる心臓形
態異常はバラエティーに富んでおり心房・心
室中隔欠損、左心不全、弁閉鎖不全など広範
にわたる。ところが、TRPS1 遺伝子の心臓
における遺伝子発現は心内膜隆起に限局し
て認めたのに対し、TRPS罹患者の心形態異
常が心臓全体に近い形で見られるという報
告に一見矛盾していると思われた。
Trps1-Cre マウスに見られた心臓の広範な
Cre 活性は実は TRPS1 の遺伝子を発現した
細胞が発生の過程で遊走した娘細胞である
可能性が考えられた。つまり今回の解析で
TRPS1 の遺伝子発現は極めて限局している
が、その娘細胞は広範囲の心臓形成に寄与し
うることを示唆していると考えられた。 
 
 我々は組織特異的な TRPS1 発現エンハン
サーを含む断片を用いて発現に寄与する部
位の同定を試みた。いくつかの欠失断片を作
成してルシフェラーゼレポーターcDNAとつ
なぎ合わせたベクターを作成した。その欠失
断片を含むベクターを培養細胞株中にトラ
ンスフェクションし、転写活性を測定した。
その結果、転写開始部位 700bpを含む断片に
おいてほぼ 100％があることが分かった。こ
の配列内には200bpほどのCGの連続する配
列が認められた。しかしあくまでこの結果は
ビトロでの検証であるので、今後は個体レベ
ルでの検討が必要と考えられる。 
 続いて我々は 4kb のゲノム断片に結合す
る因子の同定を試みた。このために 4kbの断
片中に約 1kbの間隔で 3つのガイド RNAを
設計し、これをガイド RNA 発現ベクターに
組み込んだ。これを dCas9を発現するベクタ
ーとともに軟骨細胞株内に導入した。導入効
率を上げるためにエレクトロポレーション
法を用いた。目的とするゲノムの断片を沈降
させてくることができるか検討したが、確固
たる証拠を得るに至らず、この検討は今後継
続して行っていく予定である。おそらくはガ
イド RNA の標的へのターゲティング効率が
悪いことが原因の一つと思われるため、ター
ゲティング効率を検証するベクターを用い
ることで最良のガイド RNA を選択、使用す
る。 
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