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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳類の骨格発生過程においてHedgehog（Hh）蛋白の産生と放出に関わ
るメカニズムを統合的に理解することを目指した。Hhの産生・細胞表面制御に関わる遺伝子の変異マウスの解析
を行った。また、マウス遺伝学と分子細胞生物学的手法の統合により、骨組織におけるIhh産生細胞について新
たな知見が得られつつある。これらの知見は、骨格発生過程におけるHhの産生と細胞表面制御機構の統合的理解
へつながり、Hhの骨形成効果を飛躍的に高める手法の開発に貢献するものと期待される。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to understand the mechanism underlying the secretion 
and release of Hedgehog (Hh) proteins during mammalian skeletal development in an integrative 
manner. Mutant mice of genes that were involved in the secretion and cell surface regulation of Hh 
were analyzed. In addition, a new finding on Ihh-expressing cells are being obtained by integrative 
approach of mouse genetics and molecular biology. These findings will lead to integrative 
understanding of the secretion and cell surface regulation of Hh during skeletal development and 
contribute to the development of strategies that enhance the osteogenic effect of Hh.

研究分野：骨軟骨生物学

キーワード： 発生・分化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

モルフォゲンとは、産生部からの濃度勾配

に従って細胞の運命を決定し、形態形成を制

御する物質である。これまでに、ヘッジホッ

グ（Hedgehog－Hh)、BMP、Wnt をはじめとし

た多くのモルフォゲンが同定され、その生物

学的作用は種を越えて高度に保存されてい

ることが分かっている。 

申請者らは、骨格再生における適切な分化

誘導刺激を明らかにすることを目指し、骨格

発生過程の分子機序の解明に一貫して取り

組んできた。中でも、モルフォゲンの一つで

ある Hh が、①間葉系細胞から骨形成性細胞

への運命決定を司ること（Long F, Ohba S et 

al. Development, 2004; Ohba S et al. Dev 

Cell, 2008; Hojo H, Ohba S et al. J Biol 

Chem, 2012; Hojo H, Ohba S et al. J Biol 

Chem, 2013）、②成体の骨恒常性維持に関与

し、骨格再生に有効であること（Kitaura Y, 

Ohba S et al. PLoS ONE, 2004; Maeda Y, Ohba 

S et al. Biomaterials, 2013）を報告して

きた。また、骨発生過程を模倣する胚性幹細

胞の分化系（Kanke K, Ohba S et al. Stem Cell 

Rep, 2014）を使って、Hh シグナルの下流で

おこる遺伝子発現・エピゲノム変化の分子機

序の解析を進めている。このように、骨格系

前駆細胞における Hh シグナルの生物学的作

用と作用機序、さらには骨再生医療戦略とし

て Hh シグナルを応用することへの proof of 

concept が示されつつある。 

一方、骨格発生過程において、Hh が産生細

胞から受容細胞へ到達する分子機序につい

ては未だ不明な点が多く、骨格発生過程にお

ける Hh の産生と細胞表面制御分子ネットワ

ークへの統合的理解には未だ程遠い。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、哺乳類の骨格発生過程におい

て Hh 蛋白の産生に関わるメカニズムを分子

生物学・生化学的観点から統合的に理解する

ことを目指す。Hh の産生と細胞表面制御に関

わる分子群の作用を統合的に理解し、骨格発

生過程におけるその分子ネットワークが明

らかとなれば、骨格組織における Hh シグナ

ルの適切かつ効率的な操作が可能となる。こ

のことは、Hhの骨形成効果を飛躍的に高める

手法の開発に貢献するものと期待される。 

 

 

３．研究の方法 

（1）遺伝子改変マウス・ES 細胞骨分化系を

用いた Hh の産生・細胞表面制御に関わる分

子群の機能解析 

マウス遺伝学の観点から、Hh の産生・細胞

表面制御に関わる因子を欠失させたマウス

（ノックアウトマウス－KO マウス）をそれぞ

れ作出し、その胎仔骨格組織の表現型を組織

学的（H&E 染色・各種分化マーカーの免疫染

色・in situ hybridization）に検討した。 

また、マウス ES 細胞の骨格系細胞への分

化系において、次世代シーケンサーを用いた

RNA シーケンス解析により、遺伝子発現プロ

フィアリングを行った。 

 

（2）分子細胞生物学的手法・生化学的手法

による Hh の細胞表面制御分子ネットワーク

の同定 

 Hh の産生と細胞表面制御のメカニズムに

関して、異なる細胞種の共培養系における遺

伝子発現解析と分化状態のリードアウトと

なる特殊染色を行った。 

 

 

４．研究成果 

 Hh の細胞表面制御に関わる因子のうち、Hh

放出に関与する膜蛋白質 Dispatched1

（Disp1）を Sox9 陽性細胞で欠失させたマウ

ス（Sox9-Cre;Disp1-flox）を作出し、その

胎仔骨格組織の表現型を組織学的に検討し



た。現在までに、野生型と比してヘテロ KO

マウスでは著明な異常を認めないことが明

らかとなった。現在ホモ欠損マウスの解析を

進めている。また、近年 Hh の細胞表面制御

に関わる可能性が示されている、小胞体スト

レスセンサー関連遺伝子の KO マウス胎仔か

ら採取した中足骨の器官培養系において、成

長板の増殖と分化に関わる成長因子存在下

での成長板軟骨の表現型を野生型マウスの

ものと比べて解析した。 

 Hh の細胞表面制御の根幹は Hh 産生細胞と

考えられるが、本研究により骨組織における

Ihh 産生細胞について新たな知見が得られた。

これまでに知られている前肥大・肥大軟骨細

胞に加えて、別の細胞種も Ihh 産生能を有す

ることを示唆するデータが得られた。まず、

骨組織に存在する各種細胞種間の相互作用

を細胞培養系で解析したところ、軟骨細胞以

外の細胞から産生されたIhhがこの相互作用

に関与する可能性が示された。次に、マウス

の 成 獣 骨 組 織 に お い て in situ 

hybridization による Ihh 遺伝子の発現を検

討すると、軟骨細胞以外の Ihh 発現細胞を確

認することができた。さらに、新しい Ihh 発

現細胞の候補となる細胞種において特異的

に活性化するプロモーター下でCreを発現す

るマウスと Ihh-flox マウスを交配し、Ihh を

特異的に除去したマウスを作出した。その骨

組織の表現型解析が現在進行中である。また、

マウス ES 細胞の骨格系細胞への分化系にお

ける遺伝子発現プロファイリング（RNA-seq）

も併用した解析も進行中である。Ihh 発現細

胞として新たに候補となった細胞種の機能

と生理的意義に関する検討を今後も継続し、

骨格発生における Hh の産生と細胞表面制御

の理解につなげたいと考えている。 
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