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研究成果の概要（和文）：腱組織形成時におけるヒストンメチル化酵素であるG9aの機能を調べるために、G9a 
conditional ノックアウト(cKO)マウスの解析を行った。G9a cKOマウスの腱組織はコントロールマウスと比較し
て形成不全を示した。免疫染色よりG9a cKOマウスの腱組織で1型コラーゲンの発現の減少が認められた。また、
コントロールマウスと比較してG9a cKOマウスで増殖能が低下していることを確認した。
これらの結果より、G9aが生体においても腱組織の発生過程で正常な増殖と分化において必須である可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the functions of G9a in tendon development 
using G9a conditional knockout (cKO) mice. G9a cKO mice showed hypoplastic tendons compared with 
control mice. Immunohistochemical analysis revealed that expression of type I collagen was expressed
 lower in vertebral tendon tissue of G9a cKO mice than in that of control. BrdU labeling revealed 
that proliferation rates decreased in tenocytes of G9a cKO mice
 These results indicate that G9a regulates proliferation and differentiation of tendon during tendon
 development. 

研究分野： 歯科矯正学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腱組織および歯根膜組織の細胞は共通のマーカー分子を多く発現しており、それらの遺伝子が過剰な石灰化を制
御し、恒常性の維持を行っていると考えられる。本研究により、ヒストンメチル化酵素による腱関連遺伝子の制
御機構を明らかにすることにより、腱組織の異所性石灰化や歯根膜組織の骨性癒着の原因および今まで困難であ
った腱・歯根膜組織の修復および再生機序が解明されることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腱組織は骨と筋肉を連結し、筋肉の収縮による力を骨に伝達させる。口腔内においても咀嚼時
の筋運動および舌運動において、筋肉から生じる力は腱組織を介して顎骨に伝わり、口腔機能
において重要な役割を担っている。腱組織の形成時、腱前駆細胞が成熟腱細胞に分化する過程
で、Scleraxis(Scx)などの転写因子(Schweitzer et al, Development. 2001)、Tenomodulin(Tnmd)
などの腱関連遺伝子を発現する(Docheva et al. Mol Cell Biol. 2005)。これらの遺伝子は歯
根膜組織でも同様に発現することが報告されている(Takimoto et al, Development. 2015, 
Komiyama et al PLoS One 2013)。このように腱細胞と歯根膜細胞の共通の遺伝子発現が細胞分
化に影響を与え、組織の恒常性の維持を行っていると考えられる。 
近年、遺伝子発現制御にクロマチン構造の変化が重要な役割を果たすことが報告されている。
クロマチン構造の変化には DNA のメチル化およびヒストンのメチル化等の修飾が関与している
ことが知られており、細胞分化時の遺伝子発現制御に影響を与える。ヒストン修飾の中でヒス
トンH3に存在するヒストンテイルの9番目のリジン(H3K9)のメチル化は発生および細胞分化に
おいて重要であり、メチル化酵素が６種類知られている。その中の酵素である G9a は H3K9me1
および H3K9me2 のメチル化に関与しているが、G9a 欠損マウスは発生初期で致死となり、発生
期において重要な分子であると考えられている。また、脂肪細胞(Wang et al, EMBO J. 2007)、
血球系細胞(Chen et al, Gene Dev. 2012)など様々な細胞において、G9a が細胞分化および発
生に関わることが報告されている。以前はどのメチル化もヘテロクロマチンの形成と遺伝子発
現の抑制に関わると考えられていたが、最近では H3K9me1 および H3K9me2 については、ユーク
ロマチン領域でもその局在が認められ、さらに遺伝子発現の活性化とも関係するといった報告
もあることから、その機能は十分に明らかになってはいない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒストンメチル化酵素である G9a が腱関連マーカー遺伝子発現を制御すると
いう研究仮説に基づき、腱組織で G9a を欠損するマウスの解析を行い、腱細胞の機能およ
び生体における腱組織形成を評価することで、G9a が腱細胞で発現している生理的な意義
について明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
ヒストンメチル化酵素である G9a が、腱組織形成に重要な役割を示すことを調べるために、
腱組織で G9a が欠損するコンディショナルノックアウトマウスを用いて解析を行った。
Sox9 は胎生期マウスにおいてアキレス腱などの腱組織で発現することが報告されている
ことから(Soeda et al, Genesis. 2010)、Sox9-Cre マウスを使用し、Cre リコンビナーゼ
により G9a のヒストンメチル化酵素活性領域を失う、G9aflox/flox マウスを使用した
（Tachibana et al, EMBO J. 2007）。Sox9-Cre マウスおよび G9aflox/floxマウスを交配し、
Sox9-Cre;G9a+/+(野生型)、Sox9-Cre;G9aflox/+(ヘテロ)、Sox9-Cre;/G9aflox/flox(G9a 欠損)の
3 遺伝子型のマウスが生まれるが、その中の Sox9-Cre;G9aflox/floxは G9a の酵素活性を失っ
ており、このマウスを G9a ノックアウトマウスとして解析を行った。 

 

（1）腱組織における Sox9 局在の確認 
Sox9-Cre マウスにおいて、Cre リコンビナーゼが腱組織で機能しているかを調べるために、
Sox9-Cre マウスと Rosa-Lacz マウスの交配し、Sox9-Cre；Rosa-Lacz マウスを作製し、切
片作製の x-gal 染色を行い、胎生期の腱組織における x-gal 陽性細胞の発現および局在の
確認を行った。 

 

（2）腱組織の形態的計測 
G9a 欠損マウスの腱組織について組織学的解析を用いて検討を行った。出生直後のマウス
腱組織の切片作成後、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い、腱組織の状態について解析
を行った。 
 
（3）G9a 欠損マウスの腱細胞分化マーカーの確認 
免疫組織化学を用いて、G9a 欠損マウスの腱組織の G9a および H3K9me2 の発現および局在
の変化を調べた。また、in situ hybridization および免疫組織化学を用いて、腱関連マ
ーカー分子である I型コラーゲンおよび Tenomodulin の発現変化を解析した。 
 
（4）G9a 欠損マウスの腱細胞の増殖およびアポトーシス 
腱組織形成不全の原因の１つとして腱細胞の増殖の低下およびアポトーシスの可能性が考
えられる。そこで、細胞分裂時の BrdU の取り込みにより細胞増殖の評価を行った。また、
アポトーシスの評価として TUNEL 染色を行い、TUNEL 陽性細胞数の相違を野生型と比較し



検討した。 
 
 
４．研究成果 

（1）腱組織における Sox9 局在の確認 
発生期においてSox9プロモーターの活性により腱組織でCreリコンビナーゼが機能することを
確認するために、Sox9-Cre;Rosa26-LacZ マウスの解析を行った。腱細胞において LacZ の局在
が観察され、腱細胞が Sox9 陽性細胞由来であることを確認した。 
 
（2）腱組織の形態的計測 
Sox9-Cre マウスと G9a flox/flox マウスの交配から G9a conditional ノックアウト(cKO)マウ
スを作出した。生後 3週齢の G9a cKO マウスはコントロールマウスに比べ、腱組織の形成不全
を示した。また、胎生 16.5 日齢の組織切片を用いてヘマトキシリン・エオジン染色を行ったと
ころ、コントロールマウスと比較して G9a cKO マウスの腱組織の厚みの減少が認められた。こ
のことより、G9a は腱組織の発生過程において重要であることが示唆された。 
 
（3）G9a 欠損マウスの腱細胞分化マーカーの確認 
免疫組織化学より、胎生 16.5 日齢の G9a cKO マウスではコントロールマウスに比較して、G9a
の発現が著しく減少し、G9a の基質である H3K9me2 も G9a cKO マウスの腱組織で減少している
ことを確認した。腱の分子マーカーである I型コラーゲンにおいては、コントロールマウスに
比べて G9a cKO マウスの腱組織で発現の減少が認められた。さらに in situ hybridization
より、コントロールマウスに比べて G9a cKO マウスの腱組織で I 型コラーゲンおよび
Tenomodulin の発現減少が認められた。これらの結果より、G9a が腱分子マーカーの制御におい
て重要である可能性が示唆された。 
 
（4）G9a 欠損マウスの腱細胞の増殖およびアポトーシス 
細胞増殖時の BrdU 取り込みにおいて、G9a cKO マウスで BrdU 陽性細胞数の減少が認められ、
コントロールマウスと比較して増殖能が低下していることを確認した。一方、TUNEL 染色では
コントロールマウスと G9a cKO マウスに変化は見られなかった。これらの結果より、G9a が腱
細胞の増殖において重要である可能性が示唆された。 
 
以上の結果より、G9a が生体においても腱組織の発生過程で正常な増殖と分化において必須で
ある可能性が示唆された。 
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