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研究成果の概要（和文）：マウスメッケル軟骨の消失過程では，軟骨細胞にアポトーシスは認め

られなかった。しかし成長期の側方成長側の軟骨膜に多数のアポトーシスが認められたこと，

マウス下顎の器官培養系でアポトーシスを抑制するとメッケル軟骨の部分的な欠損が認められ

ることがわかった。以上の結果から軟骨膜のアポトーシスは同部での軟骨芽細胞への間葉細胞

からの分化に伴って発現し，メッケル軟骨の形態形成に必須であることが強く示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The following findings were obtained in the development and degenera-
tive processes of mouse Meckel's cartilage: apoptosis was not found in Meckel's chondrocytes; 
many apoptotic cells were found in the perichondrium of lateral growing aspect of the cartilage 
during the developing period; and organ-cultured mouse embryonic mandibles supplemented with 
an apoptotic depressant showed partial deficiency of Meckel's cartilage. These results strongly 
suggested that the apoptosis is involved in the differentiation of chondroblasts in the perichondrim 
and is essential for the morphogenesis of Meckel's cartilage. 
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１．研究開始当初の背景	 
	 頭頚部の発生では，胎生期に発生し存在
するが，発生途上で消失して生後には存在
しない多くの器官・組織がある。その代表
的な例としてメッケル軟骨があるが，最近
多くの先天異常を伴う遺伝子改変マウス
を用いた実験や，実験的に発生期の遺伝子
発現を操作する実験発生学的な研究によ
って，メッケル軟骨に異常が生じることが
明らかとなった。甲状腺などの内分泌器官
の発生では，上皮が陥入して一旦は導管様

の索状構造物（甲状舌管）が出来るが，発生
途上で消失してしまう。しかし，甲状舌管は
消失せずに残存すると甲状舌管嚢胞などの
原因となる。また，口蓋発生では，接合部の
残存上皮が口蓋裂発生の原因と考えられて
いる。以上のことは，胎生期組織の正常な発
生と消失がその後の頭頚部の発生に重要な
影響を与えることを示唆している。	 
	 
２．研究の目的	 
本研究では，幾つかの消失する胎生期組織は
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他の残存する組織発生とどこが異なるの
か，その由来，成長，消失の調節機構を熱
ショックタンパク質の発現変動の観点か
ら追求しようとするものである。	 
	 
３．研究の方法	 
	 本研究では，マウスおよびラットの胎仔
組織および比較対照のための生後の組織
を試料として，免疫組織化学的染色による，
熱ショックタンパク質および増殖・分化の
指標となるマーカー，細胞死の形態学的検
出を主に行う。さらに，その発現調節を遺
伝子レベルで確認する。	 
	 以上の実験結果を踏まえ，推測される機
能を確認するため，メッケル軟骨を含む第
一鰓弓下顎突起および口蓋突起を器官培
養する。培地に Hsp25 の遺伝子発現を抑制
してその影響を調べる。	 
	 
	 (1)	 マウスおよびラットの胎仔の Hsp25
免疫組織化学	 
	 およそ胎齢 10 日から出生までの各発生
段階の胎仔を固定して，頭頚部の前頭断面
および矢状断面の連続凍結切片，必要に応
じて全身矢状断面の連続切片を作成し，
Hsp25 の局在を免疫組織化学的に明らかに
する。	 
	 動物には基本的にマウスを利用するが，
免疫組織化学用一次抗体の作成動物種が
マウスの場合は，非特異的反応の出現を避
けるためにラットを使用する場合がある。
Hsp25 に対する抗体は，リン酸化の有無を
確認するため，リン酸化 Hsp25 に対する抗
体も利用する。	 
	 
	 (2)	 Hsp25 と増殖標識との二重免疫染色	 
	 Hsp25 の機能の一つと考えられる増殖抑
制との関連を調べるため，PCNAまたは Ki67
等の増殖マーカーに対する免疫組織化学
を同時に施行し，蛍光法で発色させ，走査
型レーザー顕微鏡で観察する。	 
	 
	 (3)	 Hsp25 とアポトーシスとの二重染色	 
	 Hsp25 の機能の一つであるアポトーシス
の抑制との関連を調べるため，TUNEL 法に
よる染色を同時に行って蛍光法で発色さ
せ，走査型レーザー顕微鏡で観察する。	 
	 
４．研究成果	 
	 主に，熱ショック蛋白質の一つである
Hsp25 の発現と，胎生期組織の消失に重要
な役割を果たすと考えられているアポト
ーシスおよび増殖抑制との関連について，
マウスおよびラットの成体・胎児を使用し，
免疫組織化学的，実験発生学的に研究を行
い，次のような結果を得た。	 
(1)平成 20 年度	 

①熱ショック蛋白質によるアポトーシスの
調節機構	 
	 口蓋発生における medial	 edge	 epithelium
と甲状舌管の消失に関して，同部上皮の存在
中には強い Hsp25 の発現・局在が継続的に観
察されたが，発現の減弱または消失の場所・
時期に一致してアポトーシスが生じ，細胞お
よび組織が消失することがわかった（下図）。	 

	 
②熱ショック蛋白質による上皮細胞の増殖
抑制機構	 
	 歯胚および歯肉の発生に関して，上皮細胞
に生じる Hsp25 は，同部の細胞増殖を抑制し，
増殖活性と Hsp25 の発現は相反的であること
が明らかとなった。歯胚の器官培養により，
Hsp25 の発現抑制は細胞増殖の亢進による巨
大な歯胚を生じたが，構成する上皮細胞の分
化の進行にはほとんど影響しなかった。	 
	 
③メッケル軟骨の消失機構	 
	 胎生期に消失するメッケル軟骨では，その
消失過程ではアポトーシスはほとんど認め
られ無かった。詳細は次年度。	 
	 
(2)平成 21 年度	 
①Hsp25 による細胞増殖の調節機構	 
	 歯の萌出に伴う口腔粘膜から歯肉が分化
する機構に関して，同部上皮の存在中には強
い Hsp25 の発現・局在が継続的に観察された
が，発現の減弱または消失の場所・時期に一
致して細胞増殖が生じ，歯肉特有の発現パタ
ーンに変化することがわかった。	 
	 
②メッケル軟骨の消失機構	 
	 軟骨膜におけるアポトーシスは側方成長
期に一致していること(下図)，Ⅱ型コラーゲ
ン陰性の細胞にアポトーシスが認められる

こと，器官培養系でアポトーシスを抑制する
と軟骨の部分的な欠損が認められることが
明らかとなった。以上の結果から軟骨膜のア
ポトーシスは同部での軟骨芽細胞への分化
に伴って発現し，メッケル軟骨の発生に必須

マウス胎仔メッケル軟骨
でのアポトーシス（緑）
とⅡ型コラーゲン（赤）
の二重染色像．図右側が
外側．外側のⅡ型コラー
ゲン陰性の軟骨膜に多数
のアポトーシスが認めら
れる． 

マウス胎仔の口蓋癒合

部．Hsp25（赤）の陰性
または減弱部位にアポ
トーシス（緑）が認めら

れる。 



であることが強く示唆された。	 
	 
(3)平成 22 年度	 
①甲状舌管の発生と消失	 
	 マウス胎仔での甲状腺原基は，胎齢 11 日
に舌根（この時期では未だ舌が未完成）に
上皮の肥厚として生じ，同時に同部が
TTF-1 免疫活性を呈する。TTF-1 免疫陽性
の上皮索が下行して，頸部の甲状軟骨の前
に到達すると同時に，上皮索（甲状舌管）
の中央部から断裂が始まり，同時に同部付
近からの TTF-1 免疫活性が消失した。舌骨
原基軟骨は，甲状舌管消失後に形成された。
甲状舌管はわずか10μm以下の直径しか有
さないことが分かった。また，断裂前には
甲状舌管周囲に多数のアポトーシスが見
られたが，甲状舌管の上皮組織には全く認
められなかったが，消失直前時期における
アポトーシスの局在はまだ十分に確認で
きなかった。	 
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