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研究成果の概要（和文）：腱と靱帯は形態学的には極めて類似しているが、力学的な機能は異なっており、分子
的な相違も想定されるが、不明な点が多い。本研究では腱組織と靱帯組織を分離し、in vivoとin vitroでそれ
ぞれの遺伝子発現の比較をすることで、差として得られるものをmolecular signatureの候補とすることを目指
した。それらの候補は腱組織において力学的な刺激に対する転写活性の変化が見られるか、さらに成長因子
TGFb２に対する応答性があるか、という点から候補分子の機能の推定を行った。これらにより、力学的な刺激な
らびに成長因子に対する応答性の異なる、複数の候補分子が同定された。

研究成果の概要（英文）：Our aging population will increase the prevalence of musculoskeletal 
diseases, so the importance of tendon and ligament tissue that support muscles and skeletons is 
recognized. Tendon and ligament tissues are morphologically similar, but their functional properties
 seem to be different. This study aimed to search for molecular signatures that can discriminate 
molecular differences between the two issues. By dissecting mouse tendon and ligament tissues, we 
compared whole transcripts of two tissue by RNA sequencing. We also compared the transcripts which 
were expressed in the primary cells isolated from those tissues. We found groups of transcripts 
differentially expressed between two tissue. The expressions of some transcripts changed after 
mechanical loading, and treatment with TGFb2 resulted in changes of those transcripts in tenocytes. 
Thus those newly identified genes could be functional in tendon and/or ligament tissues.

研究分野：骨格系組織の発生分化
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腱組織は骨と筋肉を連結する組織であり、筋肉からの収縮－伸張サイクルの影響を受け長さが変化する。一方靱
帯組織は関節を形成する骨と骨を連結し運動を制御する制動器官としての働きをもつ。ともに線維性結合組織を
主たる成分とし、力学的負荷に対応する構造を持つが、それらを区別できる分子（群）があるか否かについては
不明である。本研究で行った転写産物の解析から、いくつかの分子（群）が、異なる発現量を示すこと、それら
が力学的負荷に対応する変化を示すことが解った。これらの知見は腱・靱帯に関わる疾患への基礎的基盤に繋が
ると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

超高齢化社会の到来により筋骨格系の疾病は増加しており、筋と骨格を支える腱・靱帯機能の
重要性が再認識されている。腱と靱帯はほぼ直走する強靭なコラーゲン線維を主体とする線維
性結合組織であり、形態学的には極めて類似している。しかし電子顕微鏡レベルで観察した線維
束構造には明らかな形態的相違が見られ、構造的な相違が腱と靭帯の力学的な機能の相違をも
たらすと推察される。 
構造と力学的機能の相違の解明は靭帯と腱の発生理解に極めて重要である。しかし腱特異的
分子として同定・クローニングされた、Scx, Mkx, Egr, Tnmd などの遺伝子欠損マウスで、腱・
靭帯の分化・維持への影響は、ほぼ一括りに評価されてきた。様々な成長因子（FGF, PDGF, TGF-
b, BMPなど）が腱や靱帯細胞の分化形質や増殖に与える影響についても同様であり、細胞機能
やmolecular signature について、腱と靱帯を比べた研究は少ない。 
研究代表者は骨・軟骨ならびにそれを維持する腱・靱帯の発生・分化機構の解明に焦点を当て
ている。組織構造的に類似した腱と靭帯は、骨格系組織の発生において、異なる力学的要求に答
える組織として形成される。そして、そのような組織の発生・分化機構を知るために、マウスの
腱・靭帯細胞の分離を試みてきた。その結果、マウスから高い増殖能を維持した腱と靱帯細胞を
分離培養できる条件を同定できたため(Histochem Cell Biol 2014)、それを応用し分子的・機能
的差異の解明を目指す本研究計画を着想した。 
 
２．研究の目的 
解剖学的には骨と筋、あるいは骨と骨をつなぐ組織をそれぞれ腱、靱帯と呼ぶが、細胞・分子
レベルでの違いについては不明な点が多い。本研究では腱・靱帯を見分けるmolecular signature
（発現分子の差）があるかという課題に取り組むことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
マウスを用い、解剖学的に容易に見分けのつく、長趾屈筋腱と膝内側側副靱帯それぞれから腱
組織、靱帯組織を分離し、RNA を抽出した。また同時にこれらの組織からわれわれの開発した
ゲル培養法によりそれぞれ腱細胞、靱帯細胞の培養を行い、RNA を抽出し、RNAseq 解析を行
った。さらに差があった分子について、力学的負荷時の反応性を調べ、さらに分化調節に働くと
考えられる成長因子TGFb2 に対する反応性の差異を調べた。 
 
４．研究成果 
長趾屈筋腱と膝内側側副靱帯それぞれの組織ならびに細胞を分離し、RNA を抽出後、その違
いについて転写産物の網羅的比較をしたところ、比較しうる約 3万の転写産物が得られた。それ
らからさらに絞り込むために、in vivo での腱組織における発現変動が見られるものを、Gene 
Expression Omnibus (GEO) repository gene expression Data Sets (National Center for 
Biotechnology Information) において検索した。いくつか検討したがその中で、GSE120027 は
in vivoで成体マウスアキレス腱に負荷を行ったのちの発現プロファイルを比較したData Setsで
あり、本研究に有用であると判断した。 
コントロールと力学的負荷時における発現を比較し、約４万超の転写産物のうち adjusted P 
Value が低値であるものを中心に選択した。次にそれらと、本研究の RNAseq Data Sets で Z-
score of M-values per gene で並べたものの上位のものと比較した。両方で共通して見られたも
のは、腱・靱帯に発現の差がみられしかも、力学的負荷に応答して変化が見られるものと判断し、
それらのうちまず 22 遺伝子を選択した。それらのうち、代表的なものの発現を図１に示し、力
学的負荷時における発現を図２A、Bに示す。腱組織、靱帯組織での発現を Lt、 Tt でそれぞれ
表す。靱帯組織で高く、腱組織への力学的負荷によって発現抑制が認められるものは、靱帯組織
で機能していることが推察される（図１，２における Pp Sn）。またそれとは逆に、腱組織で高
く、腱組織への力学的負荷によって発現増強が認められるものは、腱組織における積極的な機能
が推察される（図１，２におけるCs、Fr、Sc）。 
腱細胞は TGFb に反応して、より分化が進むと報告されている。実際我々は初代腱細胞に
TGFb２を作用させると、腱特異的な転写因子 Scleraxis の発現が上昇することを観察している。
そこで前記 22 遺伝子のうち 16 遺伝子に対するTGFb２の影響を調べたところ、2遺伝子の発現
が増加し、11 遺伝子の発現は抑制され、多くがTGFb に反応して発現制御を受けることが判明
した。注目すべきことに靱帯組織で機能していることが推察される Pp Sn でも顕著に発現抑制
されていた。また多くが細胞外マトリックスの形成、修飾、分解、リモデリングに関わる分子で
あり、このことは 2つの組織の細胞外成分の違いを反映している可能性が示された。以上のこと
から本研究で見出された分子が機能し、その発現量の差異が、組織の性質や機能の差を反映を示
す可能性が示唆された。 
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