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I. 緒言 

 毛髪鼻指節骨症候群（Tricho-rhino-phalangeal syndrome: TRPS）は転写因子 TRPS1 遺伝子

の変異や欠失により引き起こされる常染色体優性遺伝性疾患であり、2019 年の骨系統疾患

の国際分類では遠位肢異形成症のグループに分類されている[1、2] 。 TRPS は重篤な症状

を呈する希少疾患であり、患者は先天的に細く疎な毛髪（約 90％）、鼻翼低形成（約 90％）、

短指趾症（約 60％）、指の円錐骨端（約 100％）のほか、心臓や腎臓などの奇形を認めるこ

とがある（約 10％）[3、4]。さらに出生後には、低身長（約 50％）、若年からの変形性関節

症発症（約 40％）、膝蓋骨の脱臼といった骨格系の病態も顕著となる [3、4、5]。これまで

に、骨格系にみられる異常について、Trps1 遺伝子を欠失あるいは機能を喪失させた Trps1

ノックアウト（Trps1-KO）マウスや Trps1 の DNA 結合モチーフである GATA ジンクフィン

ガー配列を欠失させた Trps1GATA マウスを用いて詳細に検討されてきた[6、7]。これらの

知見より、Trps1 は、インディアンヘッジホッグ（Indian hedgehog: Ihh）と副甲状腺ホルモン

関連ペプチド（Parathyroid hormone-related peptide: PTHrP）が形成するネガティブフィードバ

ックループと相互作用して軟骨細胞の肥大化を制御し、またヘッジホッグシグナル下流の

転写因子である Gli3 とともに肥大化時に Wnt5a の発現を上昇させるなど[6、8-12]、正常な

成長板軟骨の維持に必須の役割を持つことが示されてきた [8]（Fig. 1A）。さらに Trps1-KO

マウスでは、成長板の成熟と骨膜領域の骨化の調和が崩れ、骨膜の骨化が早期に引き起こさ

れることも報告されており、成長板における異常を介してその周囲の組織の分化にも影響
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を及ぼしていることも報告されている[13]。このように Trps1-KO マウスは TRPS の病態発

症機序の解明に大きく貢献してきたことに間違いはない。しかしながら Trps1-KO マウスも

Trps1GATA マウスも生後すぐに呼吸不全により死亡するため[8]、前述の骨格系の異常を含

む生後の TRPS 病態の解析の研究が困難であった。  

哺乳類の骨組織は、胚発生時に 2 つの異なる過程を経て形成される。膜内骨化は間葉系細

胞の凝集から直接骨芽細胞の分化が起こり、骨が形成される。一方で、哺乳類における主要

な骨形成過程である軟骨内骨化では、凝集した未分化間葉系細胞に由来する軟骨細胞によ

って最初に軟骨が形成され、この軟骨の鋳型が骨組織に置換される[14]。軟骨内骨化を経て

形成される長管骨の発生に関する報告は多いのに対して、中軸骨格と四肢骨を連結する肩

甲骨や寛骨の発生様式に関する知見は圧倒的に少ない。TRPS では長管骨の形態異常のみな

らず、特に下肢帯領域にも形態異常が頻発することが知られている[3]。  

股関節は腸骨、恥骨、座骨の 3つの骨から構成されており、体重を下肢に伝える運動機能

や腹部臓器の支持機能など重要な機能を果たしている[15]。3 つの骨は寛骨臼を中心に融合

し、寛骨は後肢の大腿骨頭と関節を形成して四肢を体幹に固定する[16、17]。それぞれの骨

は体幹部の沿軸中胚葉から発生した間葉系細胞の凝集から始まる軟骨内骨化によって形成

される[18-25]。骨盤の軟骨形成は、将来の寛骨臼近傍から始まり座骨、恥骨と続き、3 つの

骨の中心は寛骨臼で融合するように拡大し[22、26]、ヒトの場合、最終的に寛骨臼の完全な

癒合は思春期中期におこる[27、28]。完成した寛骨には「大腰筋溝（psoas valley）」と呼ばれ
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る寛骨臼縁を通過する腸腰筋の走行部位に一致する部位が存在する（Fig. 1B）[29]。psoas 

valley の形態異常は比較的高い頻度でみられるが、これは腸腰筋の病的肥厚や炎症時に腸腰

筋により股関節に負荷がかかり、その結果起こる腸腰筋インピンジメントが主たる原因の

一つとして知られている[30、31]。TRPS 患者の 45％以上が若年性の変形性股関節症を発症

し[4、32]、大腿骨頭の変形を伴うペルテス病様病変を呈することが多い [33、34、35]。こ

れらのことは股関節の正常発生に TRPS1 が関与することを示唆している。  

本研究では、生後の TRPS 病態解析にも寄与しうるモデルマウスの作出を試みた。Trps1 

遺伝子の発現候補領域の同定をまず行い、そのゲノム候補領域を欠失させた Trps1低発現型

マウスを新規に作出し、生後の TRPS の病態の一部を再現する動物モデルとなりうるか詳細

に検討した。 
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II. 材料ならびに方法 

本研究における動物実験および遺伝子組換え実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実

験委員会の審査・承認（承認番号：動歯-29-016-0、動歯-30-018-0、動歯 R-01-006-0）、大阪

大学遺伝子組換え実験安全委員会の審査・承認 （承認番号 4141、4930）のもとに行った。 

 

1. コンベンショナルTrps1ノックアウトマウスの遺伝子型決定とTrps1ハイポモルフマウ

スの作製 

Trps1-KO は和歌山県立医科大学の村垣泰光先生より供与頂いた。CRISPR/Cas9 ゲノム編

集により Trps1転写制御候補領域の欠失マウスを作製した。作製にあたって、プロモーター

上流領域（Enh1）もしくは 第 1 イントロン内の約 3～4kb（Enh2、3）それぞれを個別に欠

失、あるいは Enh2 と Enh3 の両方を含む約 20 kb の領域（Enh2/3）を欠失させた。Enh1 欠

失（Enh1）系統は大阪大学微生物学研究所の伊川正人先生、Enh2 欠失（ΔEnh2）、Enh3 欠

失（ΔEnh3）、Enh2/3 欠失（ΔEnh2/3）系統はがん研究会の八尾良司先生により作出された。

ゲ ノ ム 編 集 に 用 い た ガ イ ド RNA 配 列 は 、 Enh1 で は gRNA1 ：

TCCACTCCTCCCCGTTGCAAagg と gRNA2：AAGACCAGCATGTATTAACCtgg、ΔEnh2 では

gRNA1：CGCTGCTGCAAGTTCTGGggg、gRNA2：GAGGAAACTAAATTAAGCAGagg、ΔEnh3

では gRNA1：ACTTTAGGAACAAAACACCAggg、gRNA2：CAGGCAAGATCAGTTCCCAAggg、

ΔEnh2/3 で は gRNA1: ： CGCTGCTGCAAGTTCTGGggg と gRNA2 ： 
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CAGGCAAGATCAGTTCCCAAggg（小文字は PAM配列を示す）である。crRNA、tracrRNA、

Cas9 タンパク質複合体を C57BL/6J の受精卵にエレクトロポレーションにて導入し、2 細胞

期まで in vitro で培養したのち、受精卵を偽妊娠雌マウスの卵管に移植した。遺伝子型判定

で欠失を確認できた F0 マウスを C57BL/6J（日本 Slc）野生型マウスと交配し、生まれた仔

を遺伝子型判定した。Trps1-KO 系統も C57BL/6J系統で維持されていたため、これ以降の交

配はすべて C57BL/6J 系統の遺伝的背景で行った。 

離乳時の遺伝子型の判定は、生後 3 週目以降に尾の組織片から精製したゲノム DNA を用

いて、polymerase chain reaction（PCR）法による野生型および変異型アレルの検出にて行っ

た。本研究で使用したプライマーを Table 1 に示す。体重測定は通常の離乳後、4 週目から

9 週目まで 1週ごとに行った。胎生期サンプルの獲得には、膣栓が出現した日の正午を胚発

生日 0.5 日齢（Embryonic (E) 0.5）とした。妊娠した雌マウスは CO2チャンバー装置もしく

は過剰のペントバルビタール腹腔内投与（ナカライテスク, Kyoto, Japan）により安楽死させ、

帝王切開で胚を採取した。遺伝子型判定には皮膚、肝臓、もしくは尾の組織片から精製した

ゲノム DNA を用いた。 

 

2. 骨・軟骨染色、マイクロCT画像、および3次元画像構築 

骨と軟骨の染色は、McLoard の報告に従い行った[36]。具体的には、皮膚、内臓を除去し、

95%エタノールで固定した。その後 2 日間アセトン中で、脂肪を除去した。続いて、3 日以
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上 0.3% アルシアンブルーと 0.1％のアリザリンレッド溶液を 37℃で 1 匹につき 10 ml を用

いて染色した。 その後、蒸留水で洗浄し、1% KOH 水溶液により骨格が周囲の組織からは

っきり見えるようになるまで浸漬した。 

骨盤領域のマイクロコンピュータトモグラフィー（マイクロ CT）解析では、R-mCT2

（Rigaku, Tokyo, Japan）により、FOV（Field of view）20、90 V、160 A の条件で撮影し、連

続した断層スライス画像を取得した。画像は 3 次元再構成画像ソフトウェア（TRI/ 3D-BON; 

RATOC system engineering Co., Ltd., Tokyo, Japan）を用いて作成した。腸腰筋走行部におけ

る寛骨の形態異常の指標となる psoas valley depth [37] は ImageJ ソフトウェアを使用して測

定した。  

 

3. 組織調製、RNA調製およびリアルタイムPCR 

生後 3 日目の仔マウスをペントバルビタールの腹腔内過剰投与により安楽死させた後、

冷リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline: PBS）中で実体顕微鏡を使用して各種組

織や器官を解剖した。各組織・臓器は、別途、β-メルカプトエタノール添加 350 μl 緩衝液

RLT にて-80℃で保存した。尾の組織片は遺伝子型判定のため保存した。RNeasy Plus kit 

（Qiagen, Hilden, Germany）により、製造社の指示通りに RNA 精製を行った。野生型および

Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3から得たサンプルを 30 秒間ホモジナイズし、その後、25℃、10,000 rpm で

3 分間遠心分離し、上清のみをカラム精製工程に使用した。精製した RNA 1 μg から ReverTra 
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Ace（TOYOBO, Osaka, Japan）を使用した逆転写反応により cDNA の調製を行った。リアル

タイム PCR には THUNDERBIRD SYBR qPCR mix （TOYOBO） を使用し、20 μl で行った。

リアルタイム PCR に用いたプライマーを Table 2 に示す。解析は同腹仔から採取した組織・

臓器で行い（雌雄の選別は行っていない）、2 匹の別の雌親マウスからの仔を用い解析を 2

回行い、同様の傾向を示す結果を得た（各回コントロール n=3、Enh2/3 n=2-3）。 

 

4. 肉眼的解析、組織切片の作製と組織学的解析 

生後 4 週、10 週のマウスを CO2チャンバー装置により安楽死させ採取した大腿骨、股関

節は直ちに 4%パラホルムアルデヒド含有 PBS にて 4℃で 24 時間浸漬固定を行った。一部

は麻酔後、還流固定を行いさらに浸漬固定を行った。固定後、1～2 週間 10 %エチレンジア

ミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA）にて脱灰処理を行った。通法に従って、

脱灰組織のパラフィン包埋を行い、厚さ 4 μmのパラフィン切片を作製した。また、一部肉

眼的解析のため、脱灰前に写真撮影を行った。通法に従い、脱パラフィン、親水処理後、ヘ

マトキシリン・エオジン染色またはトルイジンブルー染色を行った。染色された切片に対し

て脱水・透徹・封入処理後、光学顕微鏡（OLYMPUS SZX12）による観察および画像撮影を

行った。  

 

5. in situ hybridization  
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生後 1 か月の大腿骨から作製した厚さ 4 μm のパラフィン切片を解析に供した。Col1a1、

Col2a1、Col10a1、Mmp13 に対するジゴキシゲニン（DIG）標識 cRNA プローブを合成し、

ハイブリダイゼーション、プローブ洗浄後、アルカリフォスファターゼ（AP）標識抗 DIG

抗体で反応させた。その後、BM Purple AP（Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN）を基質

として用いて発色させた。 

 

6. ウエスタンブロット 

10 センチ培養プレートに約 90%コンフルエントになるまでマウス膝関節軟骨を培養し、

直接 750 l の 5%-メルカプトエタノールを添加した 1x SDS（Sodium Dodecyl Sulfate: ドデ

シル硫酸ナトリウム）サンプルバッファーで回収した。その後、22G 注射針にサンプルを通

し DNA を断裂させ、80℃で 20 分加熱し完全に SDS 化させた。10,000 rpm で 10 分間遠心

後、上清を泳動サンプルとして用いた。1 レーンあたり 15 l のサンプルをアプライし、10%

ポリアクリルアミドゲルを用いて、100 V で約 1時間電気泳動を行った。その後、ゲルから

PVDF メンブレンに 250 mA で 2 時間転写を行った。1%ブロックエース（大日本製薬）を

Tris Buffered Saline（0.05% Tween 20 添加；TBST）に溶解した溶液でブロッキング後に、メ

ンブレンを抗 Trps1 抗体（Santa Cruz C-17, 26976；希釈倍率 1：500）により室温で 16 時間

反応させた。TBST でメンブレンを洗浄後、二次抗体（BIOTINYLATED ANTI-GOAT IgG (H+L) 

BA-5000；希釈倍率 1:1000）により室温で 1 時間、さらに HRP 標識 Streptavidin を室温で 1
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時間反応させた。TBST でメンブレンを洗浄後、ジアミノベンチジン（TGI，D0078，Tokyo 

Japan）と過酸化水素（和光純薬）を基質として発色させた。反応は蒸留水による洗浄によ

り停止させた。等量のサンプルの泳動は同様に泳動、転写させたメンブレンを α-Tubulin 抗

体（Sigma，ZRB1316-25UL，1:2000）によるウェスタンブロットにより確認した。 

 

7. ATAC-seq、ChIP-seq 

マウス肋軟骨におけるオープンクロマチン領域の検出（Assay for Transposase-Accessible 

Chromatin sequencing: ATAC-seq）[38]、活性型エンハンサーの指標となるヒストン修飾

（H3K4me2 および H3K27ac）の検出（Chromatin Immunoprecipitation sequencing: ChIP-seq）

については共同研究者によって行われ、Trps1遺伝子領域におけるピークデータを本研究で

使用した。H3K4me2 および H3K27ac に対する ChIP ではそれぞれ抗 H3K4me2 抗体（Cell 

Signaling Technology #9725）、抗 H3K27ac 抗体（Cell Signaling Technology #8173）を用いて、

断裂化したタンパク質-クロマチンの複合体と氷上で 4 時間反応させた。 

 

8. 細胞培養 

初代軟骨細胞の採取は過去の報告に従い行った [39]。 すなわち、回収したマウス膝もし

くは肋軟骨を 3 mg/ml のコラゲナーゼで 37℃ 45分インキュベートし、その後、軟骨組織を

集めてさらに 16 時間 0.5 mg/ml のコラゲナーゼでインキュベートした。セルストレーナー
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でろ過、1,000 rpm、10 分間の遠心により細胞を沈殿させて、PBS で 2 回洗浄したのちに実

験に用いた。初代骨芽細胞は生後 1 週以内のマウス頭頂骨から採取した。すなわち、PBS 中

に実体顕微鏡下で頭頂骨を採取後、PBS に 0.5 mg/ml コラゲナーゼと 1 mg/ml ディスパーゼ

を添加した酵素液中で 37℃15 分、5 回反応させた（反応液量は 1 回 4 ml を用いた）。最初

の 1 回目の反応液上清は廃棄し、その後 4 回の反応液上清中に遊離した細胞を回収し、初

代骨芽細胞として用いた。初代軟骨細胞は 10%ウシ胎仔血清（fetal bovine serum: FBS）を含

む DMEM high glucose 培地、初代骨芽細胞は 10%FBS を含む α-MEM 培地、ATDC5 細胞は

10% FBS を含む DMEM/F-12 培地（ただし後述のトランスフェクション時は DMEM high 

glucose を使用）、HEK293 細胞は 10% FBS を含む DMEM high glucose 培地にて維持した。 

 

9. ルシフェラーゼアッセイ 

マウス Trps1 の最小プロモーター0.7 kb 単独、最小プロモーターに Enh1、Enh2、Enh3 領

域を連結した配列をそれぞれホタルルシフェラーゼのルシフェラーゼレポーターベクター

に導入した。ScreenFectA（富士フィルム，Osaka, Japan）を用いたトランスフェクションに

より、ヒト胎児腎細胞株（HEK293）、軟骨細胞株（ATDC5）、肋軟骨細胞、膝軟骨細胞、頭

蓋冠骨芽細胞にレポーターベクターを導入した。トランスフェクション効率を標準化する

ために、同時に pTK（チミジンキナーゼ）レニラルシフェラーゼベクターも導入した。トラ

ンスフェクションから 36 時間後に細胞を回収し、Dual Luciferase kit (Promega, Wisconsin 
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USA) を用いてレニラルシフェラーゼとホタルルシフェラーゼの両方の活性をルミノメー

ター（Lumat LB9507, Berthold Japan K.K.）で測定した。 

 

10. 軟骨細胞増殖アッセイ 

 初代軟骨細胞の調整は、通法に従い行った[39]。野生型、Trps1ΔEnh2/ΔEnh2 、Trps1ΔEnh3/ΔEnh3、 

Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の膝軟骨細胞を 2000 cell/well で播種し、10% FBS-DMEM中で培養した。3

日目、6 日目、9 日目でクリスタルバイオレット染色を行い、全細胞数をカウントした。 

 

11. 統計学的解析 

 実験結果は平均値±標準偏差として表記した。2群間に対して統計学的検定を行う場合は、

t 検定を用いて比較を行った。3 群間の検定には、Prism 8 を使用し、一元配置分散分析（ONE 

WAY ANOVA）を行った後、下位検定として Tukey's multiple comparisons test を行った。有

意水準は P＜0.05 とした。  
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III. 結果 

1. Trps1コンベンショナルノックアウトマウスの表現型 

胎生期（E15.5、16.5）の Trps1 コンベンショナルノックアウトマウス（Trps1-KO）にお

いて骨格染色（Fig. 2）を行った。Trps1-KO の寛骨のサイズは小さく、特に長軸の縮小が顕

著に見られた。さらに下顎骨近位部の下顎角、下顎頭、筋突起のいずれも小さかった。ま

た、椎骨体部の低形成が見られた。これらの表現型の一部は過去の報告と一致していた[6]。 

 

2. Trps1転写開始部位上流配列のマウス個体レベルでの寄与の検討 

本研究室の先行研究 [40] により、Trps1 転写開始部位の上流に Trps1 遺伝子発現に寄与

しうる配列が存在することが明らかになっており、今回、生後の大腿骨の骨膜・骨内膜に

位置する細胞や成長板軟骨細胞での本領域による転写活性も限定的に認めた（Fig. 3A，B）。

そこで最小プロモーターを残して転写開始部位より上流の約 4 kb を含む配列を欠失させ

たマウス（Enh1）をゲノム編集により作出し、交配により両アリルから Enh1 を欠失させ

た Trps1Enh1/Enh1 と、Enh1 の欠失に加えて片アリルから Trps1 遺伝子を欠失させた

Trps1Enh1/−を作出した（Fig. 3C）。Trps1Enh1/+同士を交配させて生まれてくる野生型、

Trps1Enh1/+ 、Trps1Enh1/Enh1 の匹数を断乳時に数えたところ、Trps1Enh1/Enh1 マウスの出現

頻度はメンデルの法則に従っており（82匹中 23匹；28％）、また 1 年以上生存することが

わかった (Fig. 3D）。胎生期（E17.5）の骨格染色では体長差、上肢、下肢、寛骨、下顎骨に

違いは認めなかった（Fig. 3E-K）。生後 4 週から 9 週目までの体重変化についても野生型、
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Trps1Enh1/+、Trps1Enh1/Enh1では違いが認めなかった（Fig. 3L）。ヒト TRPS 患者の場合、生

後に股関節変形症がみられることから[4]、Trps1Enh1/Enh1の股関節に対してマイクロ CT 解

析、組織学的解析を行ったが、違いは認めなかった（Fig. 4A, B, D, E）。また、成獣マウス

の大腿骨骨端部についても違いは認めなかった（Fig. 4G, H, J, K）。次に、Enh1 の欠失に加

えて片アリルの Trps1 遺伝子を欠失させた Trps1Enh1/−の股関節、大腿骨についてマイクロ

CT、組織学的解析を行った（Fig. 4C, F, I, L）。股関節の形成過程で生じる psoas valley がマ

イクロ CT でやや深いことを認めたが（図 4A, C）、結合部分の組織学的解析では異常を認

めず（図 4D, F）、大腿骨に関しても同様に異常は認めなかった（図 4G, I, J, L）。 

 

3. ATAC-seqおよびヒストン修飾ChIP-seqによるTrps1遺伝子のエンハンサー候補領

域の検討 

Trps1 遺伝子周囲のオープンクロマチン領域と活性型エンハンサーの指標となるヒスト

ン修飾を手掛かりとしたエピゲノム解析を野生型マウスより採取した肋軟骨細胞で行っ

た。その結果、Trps1 遺伝子座の転写開始部位近傍に加えて約 40 kb ある第 1イントロン内

で ATAC-seq、ChIP-seq（H3K4me2、H3K27ac）でピークが重なる 3～4 kb の領域を 2か所

見出し、Enh2、Enh3 として検討することとした（Fig. 5A）。この 2 か所の候補領域がエン

ハンサーの候補になり得るかを検討するため、Trps1 の発現が見られるヒト胎児腎細胞株

（HEK293）、軟骨細胞に分化するマウス細胞株（ATDC5）、マウス初代肋軟骨細胞、マウス

初代膝軟骨細胞、マウス初代頭蓋冠骨芽細胞で、Enh1 も含めたルシフェラーゼアッセイを
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行った。Enh1、Enh2、Enh3 いずれも上記全ての細胞において、コントロールよりも強い転

写活性の上昇を誘導したが、特に Enh2 において、その傾向は顕著であった（Fig. 5B, C）。 

 

4. エンハンサー候補領域を個々に欠失させたマウスの作出、表現型解析 

Enh2 と Enh3 をそれぞれ欠失させたマウス（ΔEnh2、ΔEnh3）をゲノム編集により作出

し、成獣マウスの体重変化、股関節、大腿骨について検討した（Fig. 6、7）。Trps1Enh2/ Enh2、

Trps1Enh3/ Enh3 はコントロール群と比較しても生後 4～9 週での体重変化は認めなかった

（Fig. 6A, B）。Trps1Enh2/−、Trps1Enh3/−では Trps1Enh1/-同様に股関節の psoas valley がやや深

いことがわかったが（Fig. 7C, E）、いずれも組織像に違いは認めなかった(Fig. 7F-J)。また、

大腿骨についても形態、組織ともに違いは見られなかった（Fig. 7K-S）。 

 

5. エンハンサー候補領域2か所を同時に欠失させたマウスの作出、表現型解析 

次に Enh2、Enh3 を含む約 20kb を同時に欠失させたマウスをゲノム編集により作出した

（Enh2/3）。標的領域の欠失はゲノムDNAにおける PCR法を用いて判定し（Fig. 5A, 8A）、

さらにスプライシングなどに異常がないことを、第 1 イントロンをはさむように設計した

プライマーを用いた RT-PCR により確認した（Fig. 8B）。個々の臓器・組織を採取し、Trps1

遺伝子の発現比較はリアルタイム PCR 法で行った（Fig. 8C）その結果、Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3で

の Trps1 の発現量は腎臓、股関節、肋骨など複数の部位で低下していた。ウエスタンブロ

ット法により Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3から採取した初代軟骨細胞における TRPS1 蛋白質の発現低
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下も確認した（Fig. 8D）。  

Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の新生仔の骨格染色を行ったところ、全身骨格、寛骨、下顎骨の低形成

が見られ、椎骨椎体部の遅延を認めた（Fig. 9A-E）。そこで、野生型、Trps1ΔEnh2/3/＋、

Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 の生後の体重変化を生後 4～ 9 週目までを計測したところ、

Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 は野生型と比較して有意な体重減少を示した（Fig. 9F）。回収した際の体

長もやや小さかった（Fig. 9G）。また、生後 1 か月齢のマウスでは Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の腸骨

と恥骨の骨化遅延が見られた（Fig. 10A, B）。組織学的解析においても腸恥隆起相当部位の

石灰化の遅延を認めた（Fig. 10C, D）。生後 2～3 か月齢のマウスの股関節については組織

学的に違いを認めなかったが、マイクロ CT による形態解析では Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の psoas 

valley がコントロールと比較して有意に深かった（Fig. 10G, H, I）。生後のマウスの長管骨

成長板でも Trps1 の発現が認められるため、2～3 か月齢の大腿骨に対してマイクロ CT、

組織学的解析を行った。マイクロ CT 解析では違いは認められなかったが（Fig. 11A-D）、

組織学的解析で Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 成長板の軟骨細胞の増殖層の配列の乱れを認めた（Fig. 

11E-H）。軟骨細胞の配列の乱れは 1 か月齢の Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3でも認められた（Fig. 12A, 

B, G, H）。そこで、in situ hybridization 法により、大腿骨骨端における Col1a1、Col2a1、

Col10a1、Mmp13 の発現パターンを検討したところ Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の二次骨化中心形成領

域内に Col2a1 の発現が認められた（Fig. 12J）。 

次に、Enh2/3 の欠失に加えて片側のアリルの Trps1 遺伝子を欠失させたマウス
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（Trps1ΔEnh2/3/−）を交配により作出し解析を行った。生後 3 週を超えて生存している

Trps1ΔEnh2/3/−マウスは 29 匹のうち 2 匹だけであった。生後 5 日において生存するマウスを

数えると、41匹のうち 4匹の Trps1ΔEnh2/3/−マウスが確認でき、これらは Trps1ΔEnh2/3/+と Trps1+/-

の雌雄マウスの交配により期待される 25％の出現頻度から有意に匹数は少なかった。一方

胎生期では、Trps1ΔEnh2/3/−マウスは 50 匹中 12 匹存在した（Fig. 13A）。これらをまとめる

と、Trps1-KO のように生後すぐに致死的にはならず、数日は生存するマウスがいることが

わかった。生後から成獣の体長も Trps1ΔEnh2/3/−で明らかに小さいことがわかった（Fig. 13B, 

C, D）。出生 4 日目の骨格染色では、寛骨、上腕骨、肩甲骨の二次骨化中心を形成する領

域が小さかった（Fig. 13E-H）。ほかの系統同様に股関節の解析を行うと、psoas valley がこ

れまでの系統（Enh1、Enh2、Enh3、Enh2/3、Enh1/-、Enh2/-、Enh3/-）の中で最も

深いことがわかった（生後 3 か月齢のデータを示す；Fig. 14A, B）。この原因の一つとし

て、ヒトにおいては腸腰筋が関係する可能性が示唆されていることなどから組織解剖を行

ったところ、野生型と Trps1ΔEnh2/3/−の間で腸腰筋の付着部位、走行に違いは認められなかっ

た（Fig. 14C, D）。組織学的解析において、Trps1ΔEnh2/3/−の腸恥隆起相当部位に軟骨細胞の

残存が認められた（Fig. 14E-J）。また、Trps1ΔEnh2/3/−の大腿骨では遠位骨端の形態異常が認

められ、マイクロ CT 解析から二次骨化中心の領域が野生型よりも小さいことがわかった

（Fig. 15A）。組織学的解析において、Trps1ΔEnh2/3/−の遠位骨端では成長板近傍の骨端部海

綿骨に軟骨細胞が残存しており、これは生後 6か月を過ぎた個体でも認めた（データ示さ
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ず）。また、組織解剖、マイクロ CT 解析から、Trps1ΔEnh2/3/−では膝蓋骨の内側脱臼を認め

た（Fig. 15A）。6 か月齢の Trps1ΔEnh2/3/−でも膝蓋骨の内側脱臼を認めた。Trps1ΔEnh2/3/−新生

仔の骨格染色では、膝蓋骨が定位置に存在したことから（2匹中 2 匹）（Fig. 15B）、膝蓋

骨の脱臼は後天的に起こることが示唆された。Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3と同様に、Trps1ΔEnh2/3/−の成

長板では軟骨細胞のカラム状の配列が崩れていた（Fig. 16A-D）。 

 

6. 培養軟骨細胞増殖アッセイ 

Enh2、Enh3、および両方の欠失により認められる骨格系の表現型が軟骨細胞の増殖能異

常に起因する可能性を検証するために、野生型、Trps1ΔEnh2/ΔEnh2、Trps1ΔEnh3/ΔEnh3、

Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 の膝軟骨細胞を回収して細胞増殖アッセイを行った。野生型に対して、培

養 6 日目で Trps1ΔEnh3/ΔEnh3 と Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 において、9 日目で Trps1ΔEnh2/ΔEnh2、

Trps1ΔEnh3/ΔEnh3、 Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3において有意な増殖能の低下を認めた (Fig. 17；N=4)。 
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IV. 考察 

1. Trps1発現制御候補領域について 

ノックアウトマウスの表現型解析において、欠失させた遺伝子が個体の生存に必須であ

る場合、胎生期もしくは生まれて間もなく死に至る可能性が高く、これら遺伝子の生体内で

の機能について得られる知見は限定的となってしまう。Trps1-KO マウスも生後間もなく致

死となるため、特に生後の Trps1 遺伝子の役割についてはいまだ不明な点が多い。新生仔致

死の表現型を回避する手法として時期・組織特異的ノックアウトが考えられる。Trps1-KO の

出生時の致死の原因が骨格異常に起因する呼吸不全である可能性が高いため、Sp7-Cre、

Col1a1-Cre、もしくは Col2a1-Cre マウス系統 [41] などを用いた骨格組織特異的 Trps1-KO

においても、コンベンショナル KO 同様に早期に致死となる可能性が考えられた。Prx1-Cre

を用いることも検討したが、四肢骨を中心として標的にする Cre 系統であるため [42]、TRPS

の病態が現れる中軸骨格、上下肢帯領域における Trps1 遺伝子の機能解析に不適切であると

考えられた。また、タモキシフェン誘導型 Cre リコンビナーゼによる時期・組織特異的ノッ

クアウトマウスの場合、タモキシフェンによる骨への影響の可能性を否定できない[41]。こ

れらの理由から本研究では、遺伝子発現制御領域の欠失により Trps1 の発現を低下させたマ

ウスを作出することで、出生直後の致死を回避し、生後の特に骨組織における表現型解析が

可能となると考えた。同時に、いまだ知見の少ない Trps1 の発現制御領域も見出せることが

できるのではないかと考えた。 
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Enh1 に関しては、Trps1ΔEnh1/−でわずかに股関節の形態異常が見られる程度であったこと

から、Enh1 が骨格における Trps1 の生理的発現レベルの誘導・維持に必須ではないか、あ

るいは相補的に作用する別の領域があることを示唆された。Enh1 は関節軟骨には活性があ

るものの成長板軟骨における活性は限定的であることは、Enh1 欠失における軽微な表現型

をある程度説明するものと考えられる[39]。一方、エピゲノム解析から Trps1 の発現制御領

域として候補に上がった Enh2、Enh3 の両方を同時に欠失させたマウスでは骨格系における

顕著な表現型を認めたことから、Enh2、Enh3 を含むゲノム領域が（恐らくは Trps1 の発現

制御を介して）骨格系で果たす役割は大きいものとみられる。一方、個々の領域を個別に欠

失させた場合の表現型はやはり軽微であったことから、これらの 2つの領域（Enh2、Enh3）

が相補的に協調して骨格形成の際に作用していることが示唆された[43]。ただし、今回 Enh2

と Enh3 の間のゲノム領域も欠失させているため、この領域が骨格形成の制御に関与してい

る可能性は否定できない。そのため、今後 Enh2 領域と Enh3 領域のみを同時に欠失させた

マウスでの検証も必要であると考えられた。  

 

2. Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の体長差について 

 野生型と Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3において出生直後から体長差が認められる要因の一つに、軟骨

細胞の増殖能の違いが考えられた（Fig. 17）。さらに、Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3では生後 1 か月で成

長板軟骨細胞の配列の乱れが認められ、生後 3か月においてもその傾向は維持されていた。
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過去の文献で、長管骨の短いマウスにおける成長板軟骨細胞の配列の乱れが報告されてい

る[44-46]。成長板軟骨細胞の配列の乱れが Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3で認めた体長差の要因となって

いる可能性があり、今後さらに検討する必要がある。また、生後 1 か月の Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3

において、二次骨化中心形成領域に Col2a1 陽性細胞、トルイジンブルー陽性細胞を認めた

ことは、二次骨化中心における骨形成が一時的に遅延していることを示唆している。このこ

とも、少なくとも部分的には Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 の体長の表現型の要因であると考えらえる。  

 

3. Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の股関節形態異常について 

 Psoas valley は、腸腰筋の一部で椎骨に付着する最も重要な筋肉の一つであり、椎骨の両

側、骨盤の淵に存在する長い筋肉の走行部位と一致する。遠位端で腸骨筋と結合し、腸腰筋

を形成する。大腰筋は、運動時と静止時の運動力学的機能と、姿勢調整機能を有している。 

Trps1Enh2/3/Enh2/3 の股関節では、生後 1 か月で寛骨臼を形成する部位の骨化が遅れていたも

のの、生後 3 か月経過で組織学的にはキャッチアップが起こっていた。しかしながら生後 3

か月の Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の寛骨臼の形態は、野生型と比べて psoas valley が有意に深かった。

これは大腿骨頭の被覆が浅いことを示し、臼蓋形成不全の病態に類似していることを示唆

する[47,48]。Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3の股関節で認められる psoas valley の形態異常は、寛骨臼の骨

化遅延部分に腸腰筋からの負荷が長期間加わったことによる変形（deformation）である可能

性が考えられる[49]。これらのことを踏まえると、Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3では psoas valley の形態



 

22 

 

異常による大腰筋の機能への影響（姿勢調節機能、運動機能）も考えられるため、今後、機

能的な検証も必要と思われる。 

 

4. Trps1ΔEnh2/3/−の出生後の体長差について 

 Trps1ΔEnh2/3/−では出生直後から体長差が見られるが、考察 2 で述べた成長板軟骨細胞の増

殖や配列の異常の他にも、生後の二次骨化中心の形成異常が関与している可能性が考えら

れる。生後の骨格成長には、二次骨化中心形成予定領域近傍の「stem cell niche」による幹細

胞の自己複製と成長板への軟骨細胞の供給が関与するという報告がある[50]。Trps1ΔEnh2/3/−で

は、生後 3 か月においても二次骨化中心形成領域にトルイジンブルー陽性細胞が残存して

いた。したがって、Trps1ΔEnh2/3/−では、二次骨化中心おける骨形成の遅れによって stem cell 

niche が十分に形成されず、成長板への軟骨細胞の供給不足に陥り、生後の骨格成長に影響

した可能性が考えられた。また、二次骨化中心は外力から成長板軟骨を保護する役割を有す

ることも報告されている[51]。したがって、Trps1ΔEnh2/3/−では二次骨化中心の形成が不十分な

ことによって成長板軟骨細胞を十分に保護できず、体長差となって表れた可能性が考えら

れた。生後 1 か月の Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 でも二次骨化中心における Col2a1 陽性軟骨細胞の残

存と骨化遅延、および骨端の変形が認められており、これらも成長板軟骨の配列の乱れに関

与している可能性がある。 

 体長に最も影響するホルモンの一つに成長ホルモン（GH）がある。TRPS に関して GH の
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分泌量の関与は未だ一貫した結論に至っていない。TRPS 患者に対する GH の補充の効果は

ないとの報告[52、53]と、逆に効果があるとの報告もある[54、55]。また、Merjaneh らは GH

分泌は正常であるが、GH 治療を行った場合に有意に効果があるとしている[56]。これらの

報告は GH 補充がヒト TRPS の低身長治療に対するスタンダードとはならないことを示唆

しており、成長障害の起こる詳細な仕組みのさらなる理解が必要であると思われる。 

 

5. Trps1ΔEnh2/3/−の骨格系の異常と生存数の減少について 

 大腿骨遠位端の周囲は、主に大腿四頭筋からなる大腿四頭筋腱、膝蓋骨、膝蓋腱、脛骨か

ら構成されている。大腿四頭筋は、4 つの異なる筋肉（大腿直筋、外側広筋、中間広筋、内

側広筋）で構成されており、大腿四頭筋腱を介して膝蓋骨に共通の挿入点を持つことで膝の

伸展の際に重要な役割を果たす[57]。  

Trps1ΔEnh2/3/−の大腿骨遠位端は、成獣に達しても二次骨化中心に相当する部位に軟骨細胞

が残存していた。この異常が生後 6 か月でも認められることは、二次骨化中心の成熟遅延の

みならず、未成熟な状態で停止していることを示唆している。また、軟骨細胞の残存した未

成熟な骨化状態が長期間続く間、大腿骨周囲の筋肉からの負荷を受け続けることで、大腿骨

の遠位端の変形が起こった可能性が示唆される。 

膝蓋骨は、半月形の舟状骨であり、伸展時の作動性と大腿四頭筋の牽引力を増加させる働

きがあり[57]、支点となるため外力が集中しやすい。 膝蓋腱は、定義上、骨（膝蓋骨）と骨
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（脛骨結節）をつなぐため、靭帯ともいわれる。膝蓋腱は、大腿四頭筋と脛骨を結ぶ役割が

あり、大腿四頭筋とともに、膝の伸展と関節の安定性に重要な役割を担っている[57、58]。

ヒトの場合、膝蓋骨の亜脱臼の繰り返しで大腿骨の内、外側顆が平坦化し、脱臼を起こすこ

とが報告されているが[59]、Trps1ΔEnh2/3/−マウスでも同様に大腿骨骨端の平坦化が認められて

いる。従って、今回の膝蓋骨の脱臼の原因の一つは以前の報告同様に膝蓋骨の亜脱臼の繰り

返しによる大腿骨の内・外側顆の平坦化が考えられる。内・外側顆の平坦化がみられた別の

要因として、大腿骨骨端の骨化遅延部への周囲筋の負荷による平坦化が考えられる。

Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3 でも生後 1 か月の段階で二次骨化中心の形成が遅れる傾向が見られること

から後者の可能性の方が強いのではないかと考えられた。この原因を突き止めるためには

作出したマウスを生後初期に膝蓋骨を除去した状態で大腿骨の平坦化が起こるかを検証す

る必要があるかもしれない。 

Trps1ΔEnh2/3/−の psoas valley が深い原因についても膝同様、未熟な psoas valley 相当部位に

腸腰筋による負荷が長期間かかったことが示唆される。しかしながら、Trps1ΔEnh2/3/−は成獣

まで生存するマウスが少なく、サンプルもメスしか採取できていないことから、今後オスの

サンプルを獲得して検証する必要がある。また、Trps1ΔEnh2/3/−は従来の Trps1-KO のように生

後すぐには致死的にはならず数日は生存するが、数週間後まで生存するマウスは極めて少

ない。Trps1 は心臓にも発現が認められるため[40]、ヒトの場合でも見られる先天性の心疾

患を有していた可能性もある。また、Trps1ΔEnh2/3/−に骨格の異常を少なからず認めるため、
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大部分が呼吸器機能の異常を来した可能性も否定できない。呼吸器機能の障害の結果起こ

る成長不全のため、体格が大きくなる周囲の同腹仔よりも栄養状態不良となった結果、餓死

した可能性も考えられるが、死因の特定に関しては議論の余地がある。 

 

6. ヒトTRPSとの症状比較について 

 今回作出したマウスは骨格系以外の心臓、腎臓や毛包などの組織について詳細に解析が

できておらず、骨格系以外の臓器の変化がどの程度ヒト TRPS を再現しているかさらなる解

析が必要である。特にEnh2/3 系統マウスの新生仔期で腎臓における Trps1遺伝子の発現に

明らかな低下が認められたため、ヒト TRPS 患者でも見られるような腎臓の発生もしくは腎

機能に何らかの異常が出ている可能性は高い。今回見出したエンハンサー領域は軟骨細胞

でのエピゲノム解析より見出されたものであり、骨格系に表現型が強く現れていることと

矛盾してはいない。一方で、ほぼすべてのヒト TRPS 患者にみられる特徴的な指骨骨端部の

変形は今回作出したマウス系統では観察できず、このことは 1）症状が出現する閾値は骨格

によって異なる可能性、2）種の違いによる Trps1 の機能の異なる可能性、3）同じ軟骨原基

内でも解剖学的位置の異なる部位で異なる（もしくは複数の）エンハンサーにより制御され

ているなどの可能性が考えられた。 
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V. 結論 

本研究では、生後 TRPS 疾患のモデルマウスを作製することを目的として、マウス Trps1 遺

伝子のイントロン領域の転写調節領域を探索し、複数の候補モデルを作製し、詳細に検討を

行ったところ、以下の結果を得た。 

(1) マウス Trps1 遺伝子の第 1イントロン内に転写制御候補領域（Enh2、Enh3）を同定した。 

(2) 転写制御候補領域（Enh2、Enh3）を同時に欠失させると、軟骨細胞を含む多くの組織で

Trps1 の発現が低下した。 

(3) Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3では、体の成長が遅れ、股関節の形態、長管骨成長板の組織構造に異常

が認められた。 

(4) Trps1ΔEnh2/3/−では、股関節の形態、大腿骨成長板の異常に加え、膝蓋骨の内側脱臼も認め

られた。 

 以上の結果から、今回作出したマウスは生後のTRPS疾患の一部を再現するモデルマウス

として妥当であることが示唆された。 
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Table 1 :ジェノタイピングで使用したプライマー 

Trps1-KO で野生型判定のために使用したプラ

イマー 

5’-TAG TAA AGC AGG CCG TGA AG-3’ 

5’-ACC CAA AGG TCA CTT ACT GG-3’ 

Trps1-KO でノックアウトマウスの判定のため

に使用したプライマー 

5’-CCA CAC ACT ATT TTC CAT GGG-3’ 

5’-CCC CTT CTA TCG CCT TCT TGA-3’ 

Enh1 で野生型判定のために使用したプライマ

ー 

5’-AAT CAG TGA AAA ATA TTT GAG-3’ 

5’-TGA GGT TGC TAT GGT TTT CTG-3’ 

Enh1でEnh1欠失の判定のために使用したプラ

イマー 

5’-TGA GGT TGC TAT GGT TTT CTG-3’ 

5’-TTG CCT GAT ACT GCA GAG T-3’ 

Enh2 で野生型判定のために使用したプライマ

ー 

5’-ACT CCC CCC AAT TCC TCT TTT CTC-3’ 

5’-GAC GGG TAT ACC AGG AGA GGA TG-3’ 

Enh2でEnh2欠失の判定のために使用したプラ

イマー 

5’-GCA AGC TCA TAC AAC TTG CCT GT-3’ 

5’-ACT CCC CCC AAT TCC TCT TTT CTC-3’ 

Enh3 で野生型判定のために使用したプライマ

ー 

5’-ACA CGA TGG AAG GTA GTC ATG GA-3’ 

5’-AGG ACT TCC ACT TGT ACG GAG C-3’ 

Enh3でEnh3欠失の判定のために使用したプラ

イマー 

5’-AGG ACT TCC ACT TGT ACG GAG C-3’ 

5’-ACA CGA TGG AAG GTA GTC ATG GA-3’ 

Enh2/3 で野生型判定のために使用したプライ

マー 

5'-GAA AAT GGA CCC TGA GGC TTA TG-3 

5'-AAA ATG CAA GCT TGG TTT GGT TT-3' 

Enh2/3 で Enh2/3 欠失の判定のために使用した

プライマー 

5'-TAG TCA AGT CCA CAG GTG GGA AA-3' 

5'-ATA GAA CAA GTG GCT CCC AGC TC-3' 
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Table 2 : リアルタイム PCR で使用したプライマー 

Trps1 5'-CAG CTC CCA AGA GCA GAC AAA-3' 

5'-GTC AGG CAA TTG GCA CAA AAA-3' 

Hprt1 5’-GCA GTA CAG CCC CAA AATGG-3’ 

5’-AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA-3’ 
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Fig. 1. 大腿骨骨端部での Trps1に関連する遺伝子の発現と股関節の構造 

（A）大腿骨骨端部における Trps1 と関連する遺伝子の発現部位と関係性の模式図。 

（B）股関節の寛骨は ilium（腸骨）、pubis （恥骨）、ischium （座骨）の 3 つの骨から構成

されており、成熟すると癒合部分が骨化して 1 つの集合体（寛骨）となる。腸骨と恥骨の癒

合部分の外側面で大腰筋が走行する部分の溝（右図青矢印）を大腰筋溝（psoas valley）と呼

ぶ。 
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Fig. 2. Trps1-KOの骨格染色像 

（A）野生型（WT）と Trps1-KO マウスの全身骨格染色像。 

（B）下顎骨の外側面観。 

（C）寛骨の内側面観。 

（D, E）野生型（D）と Trps1-KO マウス（E）の椎骨腹側観。  

ap：下顎角；cd：下顎頭；cp：筋突起；il：腸骨；is：坐骨；pu：恥骨 
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Fig. 3. Trps1転写開始部位上流配列（Enh1）の欠失がマウス個体に与える影響の検討 

（A，B） Trps1-Cre 活性マウスの生後 1 か月（左）と 3 か月（右）の大腿骨骨端での Cre 活
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性の確認。Trps1-Cre マウスと ZsGreen 蛍光 Cre レポーターマウスを交配し、得られたダブ

ルトランスジェニックマウスの下肢を解析に用いた。白矢印は成長板での Cre 活性を示す。 

（C）ΔEnh1 マウス作製のためのゲノム削除部分の模式図。最小プロモーター（約 0.7 kb）

を残して転写開始部位より上流の約 4 kb を削除。 

（D）Enh1 のヘテロ接合マウス（Trps1ΔEnh1/+）どうしを交配させた際に出生した野生型（WT）、

ヘテロ接合型、ホモ KO の各遺伝子型マウスの匹数を示す。 

（E）胎生 17.5 日齢の野生型（Control）と Trps1ΔEnh1/ΔEnh1マウスの全身骨格染色像。 

（F, G）野生型（F）と Trps1ΔEnh1/ΔEnh1（G）マウスの上肢骨格染色像。 

（H, I）野生型（H）と Trps1ΔEnh1/ΔEnh1（I）マウスの下肢骨格染色像。 

（J）野生型（Control）と Trps1ΔEnh1/ΔEnh1マウスの下顎骨骨格染色像外側面観。 

（K）野生型（Control）と Trps1ΔEnh1/ΔEnh1マウスの寛骨骨格染色像内側面観。 

（L）コントロール、Enh1のヘテロ接合マウス（Trps1ΔEnh1/+）とホモKOマウス（Trps1ΔEnh1/ΔEnh1）

の生後 4 週目から 9週目までの体重変化。 
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Fig. 4. 3か月齢 Trps1-Enh1 変異マウスの股関節と膝関節部の解析 

コントロール（A, D, G, J）、Trps1ΔEnh1/ΔEnh1（B, E, H, K）と Trps1ΔEnh1/-マウス（片アリルは

Enh1、もう一方のアリルで Trps1遺伝子を欠失させたもの；C, F, I, L））の股関節正面観（A, 

D, B, E, C, F）と大腿骨骨端正面観および矢状断（G, J, H, K, I, L）のマイクロ CT 像と HE 染

色像。白矢印は Psoas valley を示す。 
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Fig. 5. Trps1転写制御候補領域の検討 

（A）マウス肋軟骨細胞の Trps1 遺伝子領域における ATAC-seqおよび ChIP-seq（H3K4me2、

H3K27ac）のピークデータを示す。Trps1 遺伝子の第一イントロン内に、ATAC-seq、H3K4me2 

ChIP-seq、H3K27ac ChIP-seq のピークが重複する領域が 2 か所検出され、それぞれを Trps1 

enhancer 2（Enh2）、Trps1 enhancer 3（Enh3）転写制御候補領域とした。野生型（b，c）、Enh2/3

（a，d）のジェノタイピング時に使用したプライマーの設計を a-d で示す。 

（B）ルシフェラーゼアッセイによる Trps1 転写制御候補領域の転写活性の検討。使用した

レポーターコンストラクトの概略図を示す。最小プロモーターのみ（Control）、最小プロモ

ーター+Enh1（Enh1-Luc；黄色）、最小プロモーター+Enh2（Enh2-Luc；赤色）、最小プロモー

ター+Enh3（Enh3-Luc；緑）によってホタルルシフェラーゼ遺伝子（FF；Firefly）の発現が

制御されるレポーターコンストラクトを作製した。 

（C）ヒト胎児腎細胞株（HEK293）、軟骨様細胞株（ATDC5）、初代肋軟骨細胞（Costal 

chondrocyte）、初代膝軟骨細胞（Articular chondrocyte）、初代頭蓋冠骨芽細胞（Calvarial 

osteoblast）に B で示したホタルルシフェラーゼベクターと導入効率標準化用ベクターを遺

伝子導入した。Dual Luciferase Assay Kit（Promega）を用いたルシフェラーゼアッセイの結果

を示す。 
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Fig. 6. Enh2 および Enh3を個々に欠失させたマウスの体重変化 

（A, B）コントロール、Enh2 ヘテロ接合マウス（Trps1ΔEnh2/+）とホモ KO マウス

（Trps1ΔEnh2/ΔEnh2）、Enh3 ヘテロ接合マウス（Trps1ΔEnh3/+）とホモ KO マウス（Trps1ΔEnh3ΔEnh3

の生後 4 週目から 9週目までの体重変化。 
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Fig. 7. Enh2 および Enh3を個々に欠失させた生後 3か月齢マウスの解析 

コントロール（A, F, K, P）、Enh2 ホモ KO マウス（Trps1ΔEnh2ΔEnh2；B, G, L, Q）、Enh2ヘテ

ロ欠失；Trps1ヘテロ欠失マウス（Trps1ΔEnh2/-；C, H, M, R）、Enh3 ホモ欠失マウス

（Trps1ΔEnh3ΔEnh3；D, I, N, P）、Enh3 ヘテロ欠失；Trps1 ヘテロ欠失マウス（Trps1ΔEnh3/-；E, J, 

O, S）の股関節（A-J）と大腿骨遠位端（K-S）のマイクロ CT 像と HE 染色像。白矢印は

Psoas valley を示す。 
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Fig. 8. Enh2、Enh3 を同時に欠失させたマウスの作出（Trps1Enh2/3-KO；ストラテジーは

Fig. 5（A）を参照） 

(A) ジェノタイピング PCR による Enh2/3 の欠失の判定。同腹仔 10 匹の遺伝子型判定結果

を例として示す。変異型遺伝子型判定用プライマーの設計は、ゲノム編集により削除される

遺伝子領域をはさむように設計した（図 5A にプライマーa および d と記載）。削除されてい

ないアリルでは 20 kb 以上プライマーの位置が離れているため、通常の伸長反応では増幅さ

れない。一方、変異型アリルはプライマー間の距離が約 1 kb と近接し、バンドの増幅がみ

られる。野生型アリルの有無は 3 種類のプライマーペアで確認した。すなわち、5‘側と 3’

側それぞれでゲノム編集により削除される部位をはさむように増幅用プライマーを設計

（図 5A には記載せず）、もしくは削除される配列内に増幅用プライマー（図 5A にプライマ

ーb および c と記載）を設計した。左側のレーン 1～10 は Enh2/3 ミュータントプライマー

で増幅させたとき、欠失アリルで約 1 kb の断片が増幅される。右側レーン 1～10 は野生型

アリル確認用プライマーを用いた反応で約 300 bp の断片が増幅される。  

（B）野生型マウスと Enh2/3 欠失マウスから採取した腎臓（左 2 レーン）、寛骨（中央 2 レ

ーン）、肩甲骨（右 2 レーン）から調整した total RNA を用いて RT-PCR を行い、Trps1 mRNA

を確認。プライマーはエキソン 1 とエキソン 2 にフォワードとリバースプライマーが位置

するように設計した。 
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（C）生後すぐのマウスより腎臓、心臓、毛包（鼻震毛）、寛骨、肩甲骨、肋軟骨を採取し、

各組織より total RNA を調整し、Trps1 遺伝子発現レベルを RT-qPCR で確認した。レファレ

ンス遺伝子は Hprt1 を用い、ΔΔCt 法にて相対発現量を算出した。 

（D）野生型マウスと Enh2/3-KO マウスから調整した膝関節軟骨細胞を培養しコンフルエン

トになった細胞からライセートを調整し、ウエスタンブロットにて Trps1および αTubulin を

検出した。 
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Fig. 9. Trps1 Enh2/3-KO（Trps1Enh2/3/Enh2/3）マウスの解析 

（A）野生型（Control）と Trps1Enh2/3/Enh2/3マウスの全身骨格染色像。 

（B, C）野生型（B）と Trps1Enh2/3/Enh2/3（C）マウスの椎骨骨格染色像。 

（D）野生型（Control）と Trps1Enh2/3/Enh2/3マウスの下顎骨骨格染色像。 

（E）野生型（Control）と Trps1Enh2/3/Enh2/3マウスの寛骨骨格染色像内側面観。 

（F） コントロール、Enh2/3 のヘテロ接合マウス（Trps1ΔEnh2/3/+）と Enh2/3 のホモ KO マウ

ス（Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3）の生後 4 週目から 9週目までの体重変化。 

（G） 生後 10 週目での体格差を示す。 
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Fig. 10. Trps1Enh2/3-KOマウスの股関節の解析 

（A-H）生後 1 か月（A-D）と 3 か月（E-F）のコントロールと Enh2/3 のホモ KO マウス

（Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3）の股関節のマイクロ CT 像(A, B, G, H)、トルイジンブルー染色像（C, 

D）、HE 染色像（E, F）。白黒矢印は腸恥隆起部から Psoas valley を示す。  

（I）Psoas valley depth の測定部位（上図の白矢印）と測定結果（下）。 
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Fig. 11. 生後 3か月齢 Trps1 Enh2/3-KOマウスの大腿骨の解析 

（A-D）コントロール（A, C）と Enh2/3 のホモ KO マウス（Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3；B, D）の大腿

骨遠位端のマイクロ CT 像。C および D は膝蓋骨を含む断層画像を示す。 

（E-H）コントロール（E, G）と Enh2/3 のホモ KO マウス（Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3；F, H）の大腿

骨遠位端の HE 染色像。G、H は E、F それぞれの成長板軟骨部の拡大像を示す。 
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Fig. 12. 生後 1か月齢の Trps1 Enh2/3-KO マウスの大腿骨の解析 

コントロールと Enh2/3 のホモ KO マウス（Trps1ΔEnh2/3/ΔEnh2/3）の大腿骨遠位部のトルイジン

ブルー染色像（A, B, G, H）と Col1a1（C, I）、Col2a1（D, J）、Col10a1（E, K）、Mmp13（F, L）

の in situ hybridization 染色像。 
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Fig. 13. Enh2/3 ヘテロ欠失；Trps1ヘテロ欠失（Trps1Enh2/3/−）マウスの解析 

（A）Trps1Enh2/3/+と Trps1+/-の交配により生まれたマウスの胎生期、生後 5 日、生後 3 週間

での生存匹数。 

（B）生後 3 日齢同腹仔の全身像。画像の全てのマウス新生仔は生存している状態である。 

（C）生後 7 週の全身像。 

（D）生後 11 週の全身像。 

（E-H）生後 4 加齢の野生型（Control）と Trps1Enh2/3/−マウスの骨格染色像。全身骨格（E）、

寛骨（F）、上腕骨（G）、肩甲骨（H）の染色像を示す。黒矢印は二次骨化中心形成予定領域

を示す。 
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Fig. 14. Enh2/3 ヘテロ欠失；Trps1ヘテロ欠失マウス（Trps1Enh2/3/ −）の股関節の解析 

（A-D）生後 3 か月齢の野生型（Control）と Trps1Enh2/3/−（B, D）マウスの股関節マイクロ

CT 像（A, B）と組織解剖写真（C, D）。青矢印は psoas valley に相当する部位を示す。 

（E-J）生後 3 か月齢野生型（E, G, I）と Trps1Enh2/3/−（F, H, J）マウスの股関節腸恥隆起相当

部の HE 染色像（E-H）とトルイジンブルー染色像（I, J）。G,H は E,F の*部分の拡大画像を

示す。  
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Fig. 15. Enh2/3 ヘテロ欠失；Trps1ヘテロ欠失マウス（Trps1Enh2/3/ −）の大腿骨の解析 

（A）生後 3 か月齢の野生型（Control）と Trps1Enh2/3/−マウスの大腿骨遠位骨端部の組織解

剖写真（上段）とマイクロ CT 像（下 2段）。青＊は膝蓋骨、赤＊は骨端海綿骨を示す。 

（B）出生直後の大腿骨骨端部の骨格染色像。前面の濃染色分（白矢印）が膝蓋骨を示す。 
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Fig. 16 生後 3 か月齢の Enh2/3 ヘテロ欠失；Trps1 ヘテロ欠失マウス（Trps1Enh2/3/ −）の大

腿骨の解析 

生後 3 か月の野生型（Control；A, C）と Trps1Enh2/3/ −（B. D）マウスの大腿骨遠位骨端部の

トルイジンブルー染色像。C、D は A、B それぞれの軟骨成長板領域の拡大図を示す。  
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Fig. 17. 培養軟骨細胞増殖アッセイ 

野生型（WT）、Trps1Enh2/ Enh2、Trps1Enh3/ Enh3、Trps1Enh2/3/ Enh2/3の新生仔マウス膝軟骨より

軟骨細胞を回収し、培養 3 日目、6 日目、9 日目で全細胞数を計測した結果を示す。 

  

 


