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研究成果の概要（和文）：マウス心臓、四肢の発生における転写因子 Hand1、Hand2 の組織特異

的な相補性について、Hand2 を Hand1 で置換した遺伝子操作マウスを用いて検討した。胎生期

の右心室形成過程において Hand1 は Hand2 に対して遺伝的相補性をもつが、前肢発達過程にお

いては Hand 遺伝子間の遺伝的相補性がなく、Hand2 が前肢発達に必須であることが明らかにな

った。これらの Hand 遺伝子の組織特異的な相補性は、ヒトの先天性心臓及び四肢奇形の成因解

明の端緒になると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the tissue-specific role of genetic redundancy of 
Hand genes which encode transcription factors necessary to the cardiac and limb 
development, we generated genetically engineered mice harboring Hand2 gene replaced by 
Hand1. This study demonstrated that Hand1 had a genetic redundancy to Hand2 during cardiac 
development while Hand2 was necessary to development of forelimb suggesting no genetic 
redundancy of Hand genes in limb development.  This tissue-specific genetic redundancy 
of Hand genes may shed light into congenital heart and limb defects in human.   
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１．研究開始当初の背景 
(1) 時間的・空間的に秩序正しく発現する転
写因子やシグナル伝達分子は、正常な組織、
器官形成に必須であり、それらの異常により
種々の先天奇形・異常が発症する。小児の診
療において、心臓と四肢の奇形を合併する先
天奇形症候群はしばしば認められる。 

 
(2) Hand1、Hand2 はともにベーシック・ヘリ
ックス・ループ・ヘリックス（bHLH）型転写
因子であり、マウス胚では、Hand1 は左心室
に、Hand2 は右心室に優位に発現する。また、
Hand2 は、胎生期の肢芽の後方にある zone of 
polarizing activity (ZPA)に、胎生初期か
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ら特異的に発現する。ZPA は、肢芽の前後軸
方向への発達を制御する中胚葉細胞集団で
あり、シグナル伝達分子 Shh は、その肢芽の
ZPAに限局して発現する。ZPAにおいて、Hand2
は Shh の発現を制御し、さらに Shh が肢芽遠
位のシグナル伝達分子 Fgf8 発現を制御する
ことにより、肢芽から四肢への発達・指の形
成が促されることが明らかにされている。一
方、Hand1 は胎生中期に肢芽前方腹側に発現
すると報告されているが、胎生期の発現を否
定する報告もあり、肢芽における発現様式、
制御機構は明らかにされていない。Hand2 ノ
ックアウト（Hand2-/-）マウスは胎生 10.5 日
に右心室形成不全による胎生期循環破綻に
より早期に死亡するため、Hand2 は右心室発
生に必須であると考えられる。Hand2-/-マウス
では肢芽の形成は認められるが、胎生早期致
死のため、肢芽から四肢への発達を追跡する
ことはできない。また、Hand1 ノックアウト
（Hand1-/-）マウスは胎盤機能不全により、
Hand2-/-マウスより早期に死亡するため、肢芽
のみならず、心臓発達の解析も困難である。 
 
(3) 研究代表者らは Hand2 を Hand1で置換し
た遺伝子改変（Hand2Hand1/Hand1）マウスを作製
することに成功した。このマウスは胎生期に
発達が停止し、胎内死亡するが、Hand1 ノッ
クアウトマウスやHand2ノックアウトマウス
より長期に生存し、心臓、四肢が形成される
段階まで追跡できることが判明した。 
 
 
２．研究の目的 
Hand2-Hand1 遺伝子置換（Hand2Hand1/Hand1）マ
ウス及びHand2遺伝子組織特異的ノックアウ
ト（Hand2loxP/loxP）マウスを用いて、哺乳類
の心臓、四肢の発生における bHLH 型転写因
子 Hand1、Hand2 の組織特異性、遺伝的相補
性を解析すること。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型マウス胎仔のHand1の肢芽におけ
る発現様式を、肢芽が形成される胎生 9.5 日
から出生直前まで、Hand1 RNAプローブを用
いた in situ hybridization (ISH)法で明ら
かにする。各胎齢で胎仔を採取し、ISH は肢
芽全体をプローブで染色する whole mount 
ISH (WISH)と、組織切片を用いたsection ISH 
(SISH)の両者で行い、Hand1 発現の空間的広
がりを明らかにする。 
 
(2) Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔の心臓形態を胎
齢ごとに観察する。また、心臓特異的に発現
する遺伝子の発現パターンを各胎齢で WISH、
SISH を行って解析する。 
 

(3) Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔の肢芽形態を、
心不全による血流低下の影響が少ないと思
われる胎生 10.5～12.5 日の肢芽を用いて観
察する。また、肢芽特異的に発現する遺伝子
の発現パターンを WISH、SISH を行って解析
する。 
 
(4) Hand2loxP/loxPマウスを用いて、Hand2 肢芽
特異的ノックアウトマウス胎仔を作製し、肢
芽の表現型を解析する。 
 
以上の検討から、心臓・四肢形成における
Hand 遺伝子機能の相補性を明らかにし、組織
間の相補性を比較する。 
 
 
４．研究成果 

(1) Hand1の肢芽における時間的、空間的発現

様式の解析 

胎齢別に野生型マウス胎仔を摘出し、Hand1 

RNAプローブを用いたWISHおよびSISHを行っ

た。過去にHand1は胎芽にほとんど発現してい

ないと報告されているが、今回の検討では胎

生10.5日～11.5日の前肢前方、すなわち将来

の第1指に相当する部位に限局した発現を認

めた。 

 

(2) Hand2Hand1/Hand1マウスの心臓表現型解析 
Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔は、胎生 13.5 日以
後成長が停止し、胎生 15.5 日頃に胎内死亡
した。胎生 9.5 日以降、様々な程度の右心室
の低形成及び右心室肉柱層の発達障害が認
められた。これらの右心室では、心室壁の外
側への伸展・発達が障害されていた。胎生
12.5 日の組織切片の顕微鏡学的所見では、心
室中隔は形成されていたが、右心室肉柱層に
発達不全が認められた（図 1）。 
Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔において、Hand 遺
伝子の発現を WISH および SISH により解析し
た。野生型では左心室だけに発現する Hand1
は、Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔では右心室全体
に発現が拡大し、一方 Hand2 の発現は両心室
に認められなかった（図2）。すなわち、右心
室における Hand2 から Hand1への置換が遺伝
子レベルで行われていることが確認された。
また、心室特異的な転写因子 Irx4 の発現は
Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔でも野生型胎仔と同
様に認められ、右心室における Hand 遺伝子
の置換を行っても、心室筋の分化は正常に行
われていると考えられた（図 3）。また、
Hand2Hand1/+マウスと Hand2+/-マウスの交配に
より作製された Hand2Hand1/-マウスは、Hand2-/-

マウス（Hand2 ノックアウトマウス）と同様、
胎生 10.5 日に著明な右心室低形成で胎内死
亡し、Hand2Hand1/-マウス胎仔は、Hand2Hand1/Hand1

マウス胎仔よりも、より重症な心臓表現型を



 

 

呈した。 
以上の結果より、右心室の発達過程におい

て、Hand1 は部分的に Hand2 の機能を代償す
る、すなわち遺伝的な相補性を有すること、
その遺伝的相補性は Hand 遺伝子の量依存性
であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) Hand2Hand1/Hand1マウスの肢芽の表現型解析 
Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔において、心不全

に起因する血流低下による胎芽発達障害の
影響が少ないと思われる胎生 10.5～12.5 日
の肢芽の表現型を解析した。胎生 10.5 日の
Hand2Hand1/Hand1胎仔の前肢形成は野生型マウス
胎仔とほぼ同じであったが、胎生 11.5 日、
12.5 日の Hand2Hand1/Hand1胎仔では、野生型マウ
ス胎仔に比し、前肢第 2-5 指が低形成で、前
肢後側の発達が障害されていた(図 4)。後肢
の形成に関しては、Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔
と野生型マウス胎仔との間で、明らかな形態

の差を認めなかった。四肢の部位特異的なマ
ーカー遺伝子の発現をWISHおよび SISH で解
析した結果、野生型で前肢に限局した発現を
示したHand1は前肢全体に異所性発現が拡大
していた。逆に野生型で前肢前方領域に発現
する Hand2 は、Hand2Hand1/Hand1マウス胎仔の前
肢においては発現が消失していた(図 5)。こ
れらの結果は、胎仔の前肢芽においても、
Hand2 から Hand1 への置換が遺伝子レベルで
行われていることが確認された。また、前後
肢芽に発現して四肢のパターン化に関与す
るシグナル分子 Shh は、Hand2Hand1/Hand1マウス
においては、前肢、後肢とも発現が低下して
いた（図 6）。これは胎生期の前肢芽において、
Hand1 は Hand2 の機能を代償できず、前肢後
側（将来の第 2-5 指）の発達には Hand2 が必
須であること、その制御機構に Shh シグナル
が関与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに、Hand2loxP/loxP（Hand2 コンディショ
ナルノックアウト）マウスと、肢芽にのみ DNA
組み換え酵素 Cre を発現する Prx-Cre+/-マウ
スを交配させて得た肢芽特異的Hand2ノック
アウトマウスを作製した。これらのマウスは、
Hand2Hand1/Hand1マウスと異なり、胎内死亡する
ことなく成長し、出生した。これらのマウス
では、前肢芽形成不全が認められ（図 7）、
Hand2 の発現が肢芽においてのみ障害されて



 

 

いることが示された。Hand2 は胎生期の前肢
発達に必須であり、Hand1 との遺伝的相補性
を有しないことが再度示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4)結論および今後の展望 
転写因子 Hand1 と Hand2 は、哺乳類の発生

において、オーバーラップする機能を有する。
Hand1 と Hand2 の機能は、左右心室発生にお
いては部分的、量依存的な遺伝的相補性を有
し、肢芽発生においては、相補性を有しない
と考えられた。Hand1、Hand2の間には、組織
特異的な遺伝的相補性が存在することが推
測された。また、この組織特異的相補性は、
Hand 遺伝子量依存的に増加する可能性も示
唆された。 
マウス胚では、心臓における部位特異的発

現に見られるように、Hand1 と Hand2 の発現
にオーバーラップしない部位があり、さらに
四肢における両遺伝子の発現の相違は明ら
かではなく、遺伝的相補性が器官ごとに異な
る可能性がある。上記の結果から、胎生期の
四肢においては、心臓と比較して Hand 遺伝
子間の相補性が低い、すなわち心臓発達と比
較して、四肢発達では Hand2 に対する Hand1
の代償機能が低く、Shh や Fgf8 の調節も不十
分となり、胎生中期以降の四肢発達の停止を
もたらすことが予想される。さらに、心臓に
おいては、Hand遺伝子が量依存性に心室の発
達に関与する可能性が考えられた。 
ヒトにおいては、Holt-Oram 症候群など心

臓と四肢に同時に先天異常を発症する病態
がしばしば認められ、HAND2 の座位する染色
体 4番長腕 q33 欠失を有する心臓、四肢の先
天奇形症例も報告されている。本研究の成果
は、心臓、四肢の異常を特徴とする奇形症候
群の成因解明につながり、将来的にはそのよ
うな奇形症候群の遺伝カウンセリングや妊
娠中の母体環境を整えることにより、先天奇
形の発症を制御するような予防医学への応
用の可能性が期待される。 
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