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研究成果の概要（和文）：インディアンヘッジホッグ（Ihh）は、骨格や様々な組織の発生、形

成過程において重要な役割を果たしている。特に、Ihh が骨芽細胞や軟骨細胞の分化を制御し、

骨形成に深く関与している。そこで本研究では、Ihh の作用機序を明らかにするために、Ihh

細胞内シグナルの制御機構とその役割の解明を行った。その結果、Ihh は、転写因子 Gli ファ

ミリー分子の発現ならびに機能を制御し、骨芽細胞分化を誘導していることが明らかとなった。

さらに Ihh は、骨形成因子 BMP2 および Runx2 とクロストークし、骨芽細胞分化を相乗的に促し

ていることも示された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Indian hedgehog (Ihh) has been shown to play important roles in 
development of several tissues including skeletal tissues. In particular, Ihh conducts 
bone formation by regulating osteoblast and chondrocyte differentiation. In this study, 
to understand the mechanisms of Ihh, we investigated mechanisms and roles of Ihh signaling 
pathway. We found that Ihh controls expression and function of transcription factors, 
Gli family members, thereby regulating osteoblast differentiation. Furthermore, we 
demonstrated that Ihh signaling collaborates with Bone morphogenetic protein 2 (BMP2) 
signaling and Runx2, and that this cross-talk enhances osteoblast differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

骨の構造ならびに骨量は、骨形成を担う
骨芽細胞と、骨吸収を司る破骨細胞が、調和
の取れたリモデリングを行うことにより制
御されている。加齢、ホルモンの分泌障害、
腫瘍、外傷などにより、骨形成と骨吸収のバ
ランスに破綻が生じると、骨粗鬆症などの代
謝性骨疾患が発症する。これらの代謝性骨疾
患に対する効果的治療法を開発するために
は、骨吸収の亢進を防止するとともに、骨芽
細胞の分化ならびに機能を賦活化させ、減少
した骨量を増加させる科学的な方策の確立
が必要である。骨芽細胞は、未分化間葉系幹
細胞を起源とし、その分化、増殖、ならびに
機能は、さまざまなホルモンやサイトカイン
により緻密に調節されている。これらのサイ
トカインの中でも、ヘッジホッグファミリー
に属するインディアンヘッジホッグ（Ihh）
の骨形成における役割の重要性が注目され
ている（Kronenberg, Nature, 423:332-336）。
Ihh は、消化管上皮、網膜色素上皮、腎臓な
どの組織に加えて、軟骨組織の前肥大化層や
骨芽細胞にも発現しており、骨格組織の発生
および分化に深く関わっている。Ihh 遺伝子
欠損マウスでは、軟骨細胞の著しい増殖およ
び分化の抑制と、長官骨での骨芽細胞分化障
害が報告されている（St-Jacques B, Genes 
Dev 13: 2072-2086）。また in vitro におい
ても、Ihh が、未分化間葉系幹細胞を骨芽細
胞に分化誘導することが報告されている
（Nakamura T,  Biochem Biophys Res Commun 
237: 465-469）。これらの知見は、Ihh が、
骨芽細胞の分化を促進し、骨形成作用を有す
ることを強く物語っている。 

Ihh を始めとするヘッジホッグは、骨代謝
に深く関与するサイトカイン、BMP、TGF-・、
Wnt などの細胞内シグナルとクロストークを
有し、骨代謝ネットワークに関与しているこ
とが示唆されている。最近、Mundy らのグル
ープは、ヘッジホッグによる骨芽細胞分化促
進のメカニズムとして、ヘッジホッグが骨形
成因子 BMP2 の発現ならびに分泌することを
明らかにしている（Garrett R, J Clin Invest 
111: 1771-82 ； Zhao M, Mol Cell Biol 
26:6197-208）。このように Ihh による骨芽細
胞分化促進作用の概要が明らかになりつつ
あるが、その全容解明には至っていない。 
 
２．研究の目的 
1) Ihh のシグナル伝達においては、転写因子
Gli1、Gli2、Gli3 の Gli ファミリーが重要な
役割を果たしている。そこで本研究計画では、
Ihh シグナル分子 Gli ファミリーの発現なら

びに機能の制御機構の解明を試みた。 
2) 骨芽細胞分化過程および骨形成過程にお
ける Ihhシグナル伝達経路の役割の解明を目
指した。 
3) Gli ファミリーの制御には、ユビキチン=
プロテアソーム経路を介したタンパク質分
解の関与が示唆されている。そこで本研究計
画では、骨芽細胞分化過程におけるユビキチ
ン=プロテアソーム経路の役割についても検
討した。 
 
３．研究の方法 
1) 未分化間葉系幹細胞株 C3H10T1/2、マウ
ス胎児由来間葉系線維芽細胞（MEF）を用い
て、Ihh による Gli ファミリーの発現と、骨
芽細胞への分化を経時的に解析し、両者の関
連を検索する。Gli ファミリーの発現は、ウ
エスタンブロティング法とリアルタイム
RT-PCR にて検索した。 
2)Ihh と BMP2 が、骨芽細胞分化に対して相
乗効果を示す分子メカニズムを明らかにす
るために、Gli1、Gli2 あるいは Gli3 の過剰
発現と BMP2 添加が及ぼす骨芽細胞分化への
効果を検索する。また、Gli ファミリーと
BMP2 シグナルとのクロスポイントを検索す
るために、BMP2 の下流分子として機能する
Smad、Runx2、Osterix、および Msx2 との関
連を、骨芽細胞分化を指標に検索する。この
アプローチにより、Gli ファミリーと相互関
係を有する分子との連関を解析した。 
3) Ihh による骨芽細胞分化誘導効果が、Wnt
の産生、分泌を介している可能性を検索する
ために、Ihh 添加した C3H10T1/2 細胞に、Wnt
シグナルを阻害した際の Ihh による骨芽細
胞分化への関与を検討した。さらに Ihh シグ
ナルと Wnt シグナルの相互関連を検索する
ために、C3H10T1/2 細胞あるいはマウス初代
骨芽細胞に Ihh と Wnt を作用させ、相加効果
あるいは相乗効果を発揮するか否かを検討
した。 
 
 
４．研究成果 
1) C3H10T1/2 細胞に Ihhを非添加の状態でも
Gli2 および Gli3 は恒常的に発現していた。
一方、Ihh 非添加の状態では、Gli1 の発現は
認められなかった。次に、C3H10T1/2 細胞に
Ihh を添加すると、骨芽細胞への分化が誘導
された。この時、Gli2 および Gli3 の発現レ
ベルは、非添加の状態と変化は無かったが、
細胞核への移行が観察された。さらに興味あ
ることに、Ihh 添加により、Gli1 の発現が著
しく誘導された。 



 

 

2) Gliファミリーの骨芽細胞分化に対する骨
芽細胞分化への効果を検討した結果、Gli1 お
よび Gli2 の過剰発現は、骨芽細胞分化を促
進した。しかしながら Gli3 の過剰発現は、
骨芽細胞分化を抑制した。したがって Gli フ
ァミリーは、骨芽細胞分化に対して異なる作
用を有していることが示された。 
3) Ihh による Gli1 発現誘導に対する Gli2 お
よび Gli3 の関与を検討した結果、Gli2 は
Gli1 の発現を促進する一方で、Gli3 は、Gli1
の発現を阻害することを見出した。 
4) BMP2 と Ihh の相互関係を検討した結果、
BMP2 と Ihh は、相乗的に骨芽細胞分化を促進
することが示された。そこで、その分子作用
機序を検討した結果、Gli2が、転写因子Runx2
と物理的に結合することが確認された。この
現象に一致して、Gli2 と Runx2 を C3H10T1/2
細胞に過剰発現すると、骨芽細胞分化が強力
に誘導された。一方、Gli2 と、Osterix ある
いは Msx2 と過剰発現しても、相乗効果、相
加効果は認められなかった。Gli2 と Runx2 の
相互関係をさらに検討するために、Runx2 遺
伝子欠損マウス由来の未分化間葉系細胞に
Gli2 あるいは Ihh を作用させても、骨芽細胞
分化は、認められなかった。外的に Runx2 を
導入すると、Gli2 あるいは Ihh との Runx2 の
相乗効果が回復した。したがって、Ihh は、
Runx2 を介することにより骨芽細胞分化誘導
効果を発揮していること、Ihh と BMP2 の相乗
効果には Runx2が必須であることが明らかと
なった。 
5) Runx2遺伝子欠損マウス由来の未分化間葉
系幹細胞に BMP2 を作用させることに Smad シ
グナルを介して、Osterix の発現が誘導され
るメカニズムを探索した結果、Smad シグナル
により活性化されるホメオボックス遺伝子
群により、Osterix の発現がコントロールさ
れていることを見出した。 
6) Ihh による骨芽細胞分化誘導効果は、Wnt
シグナルの抑制しても影響を受けなかった。
また、Wnt と Ihh の相互シグナルの関連を検
討したが、両者の連関は観察されなかった。 
7) 内軟骨性形成過程においては、Ihh は、
PTHrP の上流で機能することが示されている。
その分子作用メカニズムをさらに検討した
結果、Ihh が軟骨細胞の分化、特に石灰化な
どの後期分化を著しく促進することを見出
した。この作用は、PTHrP に非依存性であっ
た。したがって内軟骨性骨形成過程において
は、Ihh は、PTHrP 依存性経路と PTHrP 非依
存性経路の二つの作用を有していることが
示された。さらに Ihh は、Gli シグナルを活
性化し、Gli は転写因子 Sox9 ファミリーと相
互関係することにより、PTHrP 産生を著明に
促進することが見いだされた。さらに Sox9
ファミリーが PTHrPプロモーター領域に直接
結合し、その転写活性を著しく促進すること

が明らかとなった。この PTHrP 誘導効果は、
ドミナントネガティブ Sox9 の過剰発現、ヘ
ッジホッグ阻害剤シクロパミン処理、あるい
は、ドミナントネガティブ Gli2 の過剰発現
により抑制された。したがって、PTHrP は、
Sox9 の新たな転写ターゲットとして同定さ
れ、さらに Ihh シグナルと Sox9 のクロスト
ークが重要な役割を担っていることが強く
示唆された。 
8) ユビキチン=プロテアソーム経路と Ihhシ
グナルの関連を検討した結果、Gli3 は、ユビ
キ チ ン 化 機 構 に よ り 、 切 断 さ れ
dominant-negative 型になり易いことが観察
された。一方、Gli2 もユビキチン化による切
断を受けたが、その影響は、弱かった。した
がって、Gli2 と Gli3 が骨芽細胞分化に対し
て異なる作用を有している原因として、ユビ
キチン化による切断効果が関与していると
推察された。さらに興味あることに、Gli1 は、
ユビキチン化による切断に対して、強い抵抗
性を示した。したがって Gli1 が Gli2 に比較
して、さらに強い転写活性および骨芽細胞分
化誘導能を有しているのは、上記に起因して
いると考えられた。 
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