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研究成果の概要： 

詳細なHand2遺伝子の発現様式の解析から、本因子は骨格形成初期には骨芽細胞に発現し、

軟骨細胞には発現しない事がわかった。初代骨芽細胞の分化に対する Hand2 の作用は見出せ

なかったが、軟骨初期分化に対して強力な抑制作用が認められた。さらに、Hand2 を軟骨細胞

特異的に発現するトランスジェニックマウスを作成しこれを解析した結果、椎骨、頭蓋底、四

肢における軟骨の無形成、低形成、また成熟の遅延など内軟骨骨化の異常などが認められた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
Hand2 はマウス初期発生において必須の転
写因子である。四肢においては前後軸形成に
必須の役割を持つことが既に報告されてい
る。四肢骨格の細胞分化における作用も持つ
ことが予想はされていたが、実際に証明され
てはおらず、またその際どの細胞に Hand2
が作用を及ぼすかは全く不明である。 
 
２．研究の目的 
 

(1)Hand2 の遺伝子発現を他の細胞分化マー
カーと詳細に比較検討する。 
(2)Hand2 を骨芽細胞、軟骨細胞に過剰発現
させ分化への影響を検討する。 
(3)Hand2 を過剰発現するトランスジェニッ
クマウスを作成し表現型を詳細に解析する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)胎生期のマウス四肢、鰓弓における Hand2
の遺伝子発現を in situ hybridization 法を
用いて検索する。同時に骨芽細胞、ならびに
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軟骨細胞分化マーカーの遺伝子発現を同様
の方法で検索し、Hand2 の発現部位と比較す
る。 
 
(2)Hand2 を産生するアデノウイルスを作成
し頭蓋冠より調整した初代骨芽細胞、骨芽細
胞株 MC3T3E1、胎生マウス肢芽より調製した
細胞を用いた高密度培養系に感染させ作用
を解析する。 
 
(3)Hand2 を適当なエンハンサーを用いてマ
ウス胎仔の特異的な部位にこれを強制発現
するトランスジェニックマウスを作成し表
現型を解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1)Hand2 は胎生 11 日以降に鰓弓、肢芽にお
いて軟骨細胞の分化する部位を避けるよう
に発現が認められた。また、軟骨分化がさら
に進んだ時期になると前肥大化軟骨細胞層、
ならびに軟骨膜に発現が認められた。 
 

（下図説明）胎生 11.5 日齢マウス胎仔前
肢芽における Hand2（左）および 2 型コラー
ゲン（右；Col2a1）の遺伝子発現を in situ 
hybridization 法にて検出したもの。濃く青
紫色に染色されている部位が遺伝子発現の
認められる領域である。Hand2 の発現は前肢
芽の後縁、前縁に認められる。Hand2 の発現
領域に囲まれるように 2型コラーゲンの発現
が認められる。 

 
 
(2)骨芽細胞に Hand2 を過剰発現させること
で分化に対する影響は解析した範囲では認
めなかった。しかし、胎生期マウス四肢由来
の細胞を用いた高密度培養系に Hand2を過剰
発現させると 2型コラーゲンやアグリカンな
どの軟骨特異的因子
の発現を強く抑制し
た。また、軟骨初期
分化を抑制する古典
的 Wnt の経路を活性
化することで Hand2
の発現が誘導された。 
 
（右図説明）A：胎生
11.5 日齢マウス胎仔
肢芽より調整した細

胞を高密度培養すると培養日数の経過とと
もに軟骨の凝集が認められるようになる。こ
の培養系にコントロール（βGal）および
Hand2 を産生するアデノウイルスを感染させ
4 日間培養した。その後、軟骨凝集の検出を
アルシアンブルー染色により行った。軟骨凝
集の部位は青く染色されるが、Hand2 により
軟骨への分化が抑制されている。 
B：同様の培養、感染を行った後トータル RNA
を精製後、定量 RT-PCR を行ったもの。Hand2
により軟骨に発現する 2型コラーゲン（Col2）
やアグリカン（Agg）がコントロールに比べ
大きく低下していることが認められる。一方、
広範に間葉系に発現する 1 型コラーゲン
（Col1）の発現はコントロールに比して
Hand2 感染による変化は認めない。 
 
(3)Hand2 は bHLH 型転写因子であり、分子内
にある HLH domain でヘテロあるいはホモダ
イマーを形成し、basic region で DNA に結合
することで作用を発揮する。HLH domain に変
異を導入したクローン（F119P）や basic 
region に変異を導入したクローン（DED）は
bHLH型転写因子としてのHand2の作用を持つ
ことができない。ところが、2 型コラーゲン
のエンハンサーを用いたレポーターに対す
る野生型、各変異型の Hand2 は変化がなく
Hand2 の軟骨分化抑制のメカニズムは Hand2
の bHLH 型転写因子としての作用以外のメカ
ニズムで起こるこ
とが示唆された。 
 
（右図説明）マウ
ス 2 型コラーゲン
の発現制御領域を
用いたレポーター
コンストラクトに
対する Hand2 の作
用を調べたもの。
野生型 Hand2（WT）
によりコントロー
ル（βGal）に比べ約 70％のレポーター活性
の低下が認められる。いずれの変異型 Hand2
（DED、F119P）を用いても野生型同様に約
70％のレポーター活性の低下が認められる。 
 
 
(4)2 型コラーゲンの発現制御領域の配列を
利用し軟骨特異的に Hand2を過剰に発現する
トランスジェニックマウスを作成した。この
マウスは生後すぐに重篤な骨格形成異常の
ため大部分の個体は致死となった。異所性に
Hand2 を発現するマウスは体幹部、四肢、頭
蓋顔面骨格の発生、分化に異常が認められた。 
 
 
 



 
（上図説明）軟骨特異的に Hand2 を過剰発現
させたトランスジェニックマウスの胎生
17.5 日齢胎仔をアリザリンレッド/アルシア
ンブルーにて骨格染色したもの。軟骨は青く、
石灰化部位は赤く染色される。左が同腹の野
生型胎仔（TG(-)）、右がトランスジェニック
マウス胎仔（TG(+)）。頭部の形成は野生型に
比べトランスジェニックマウスではやや小
さくなり前頭部がドーム型に変形している。
また、頭殿長が野生型に比べ著しく短くなっ
ている。さらに、脊椎の石灰化の程度がトラ
ンスジェニックマウス胎仔では低くなって
いる。 
 

 
（上図説明）野生型およびトランスジェニッ
クマウス胎仔の骨格染色像。（A）野生型（上）
およびトランスジェニック（下）マウス胎仔
の上肢を取り出したもの。各骨格要素におい
て野生型に比べトランスジェニックマウス
胎仔のほうが小さい。ｓc：肩甲骨、h：上腕
骨、r：とう骨、u：尺骨。（B）野生型（上）
およびトランスジェニック（下）マウス胎仔
の下肢を取り出したもの。上肢と同様、各骨
格構成要素が野生型に比べトランスジェニ
ックマウス胎仔のほうが小さい。ｆe：大腿

骨、fi：ひ骨、t：脛骨。（C、D）指骨部の拡
大したもの。野生型（C）および同腹のトラ
ンスジェニック（D）マウス胎仔。指形成の
パターニングの異常はトランスジェニック
マウス胎仔で認めないが、サイズの矮小化、
ならびに石灰化部位の欠失（C において認め
られる石灰化部位（矢頭）が Dにおいては全
く認められない）。が顕著である。 
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