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研究成果の概要（和文）： 

  
 ラット胎生期下顎隆起における FGF 受容体（FGFR）遺伝子の発現パターンを検討した。さら
に下顎隆起由来細胞の高密度培養において FGF シグナルを活性化したところ、FGF-FGFR シグナ
ルの下流にある ERK(extracellular signal-regulated kinase)のリン酸化の亢進が認められた。
また、FGFR2c の short hairpin RNA (shRNA)ベクターを下顎培養器官へ導入したところ、メッ
ケル軟骨形態の変化が認められた。以上の結果より、FGF 受容体は胎生期下顎の形態形成にお
いて重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We investigated the gene expression pattern of FGFR genes in early mandibular 
development in rats. In the mandibular cell micromass culture, the activation of FGF-FGFR 
signal by recombinant FGF treatment enhanced endogenous ERK (extracellular 
signal-regulated kinase) phosphorylation. The transfection of induced by the 
electroporation of an Fgfr2c short hairpin RNA (shRNA) vector altered the shape of 
Meckel's cartilage. These results indicate that FGFR plays an important role during early 
mandibular morphogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 

 FGFRには1~4型の4種類のホモログが存在
し、選択的スプライシングによる数多くのア
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イソフォームが同定されている。Fgfr遺伝子
の突然変異が、ヒトでは軟骨無形成症やクル
ーゾン症候群、アペール症候群、ジャクソ
ン・ワイス症候群など、頭蓋骨間の縫合の早
期癒合を引き起こすことから、FGFRは、軟骨
形成、頭蓋顔面の骨格形成において重要な役
割を果たしていると考えられている。哺乳動
物ではさらに、胎生期の顔面領域では、これ
らのFgfr遺伝子が時間的・空間的に特徴的な
発現パターンを示すことが知られている。こ
とに、Fgfr2はアイソフォームによって間葉
細胞のみに発現しているもの、あるいは上皮
細胞のみに発現しているものがあることが
報告されている(Mina et al. 2007)。このよ
うに、個々のFGF受容体とリガンドであるFGF
とがそれぞれに特徴的な空間的発現パター
ンを有することでFGFシグナル伝達系が領域
特異的な組織分化の制御に貢献し、顎顔面骨
格のかたちや大きさの決定に重要な役割を
果たしているものと考えられる。 
 
 これまで、申請者らは独自に開発した胎生
期ラット下顎器官培養系に対するエレクト
ロポレーション法による遺伝子導入により
Fibroblast growth factor 10 (FGF10)が発
生期の下顎隆起の形態形成において重要な
役割を果たすことを示した。胎生期下顎隆起
の上皮および内部の間葉には FGF10 以外にも
様々な FGF が発現し、下顎のパターン形成に
関わっており、この時間的空間的な FGF によ
る制御は FGF 受容体を介して行われている。
本研究では、この FGF 受容体に注目し、FGF
受容体を介したシグナル伝達経路が下顎の
形態形成を制御する分子メカニズムを解明
する。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、顎顔面の形態形成において重
要な役割を果たすと考えられているFGFR1
およびFGFR2の下顎器官形成における表現
型への関与と、そのメカニズムを解明する
事を目的として、そのメッケル軟骨の形態
形成に果たす役割を解明することを目的と
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)FGFR 遺伝子と軟骨分化マーカー遺伝子の
発現パターン解析 
 
 実験動物として胎齢 12 日の SD 系ラットを
使用し、実体顕微鏡下にて胎仔から下顎隆起
部を摘出、改良型 Trowell 法により器官培養
を行う。培地にはアスコルビン酸添加無血清
BGJb培地を用いる。培養開始後3時間、１, ２，

３および４日目培養器官を 4% パラフォル
ムアルデヒド溶液にて固定し Whole mount 
in situ hybridization 法を用いて FGFR 遺
伝子および軟骨細胞特異的遺伝子の発現パ
ターンの変化について検討する。 
 
(2)下顎隆起由来細胞の高密度培養 
 
 ラット胎仔より摘出した下顎隆起部から
側方部を摘出し、細胞を分散させ、2×107 

cell/ml に再懸濁し、24 穴培養プレートに
20µl ずつ滴下し、CO2インキュベーター内で
5%CO2, 37℃下で 3時間培養を行った後に、10%
ウシ胎仔血清含有の DMEM 培地を 1ml 加えた。
翌日、ヒトリコンビナント FGF10 蛋白を添加
した培地へと交換する。 
 
(3)FGFシグナルとその下流にあるERKの活性
化解析 
 
下顎隆起側方部由来の高密度培養を行った
細 胞 よ り 、 Na-orthovanadate, NaF, 
aprotinin, leupeptin お よ び
phenylmethlsulfonyl fluoride (PMSF)含有
のバッファーを用いてタンパクを抽出する。
タンパク濃度は MicroBCA protein assay kit
を用いて測定し、12.5%SDS-PAGE に泳動後、
ニトロセルロースメンブレンへ転写し、
western blotting法による解析を行う。まず、
ERK-1/2 について、総量を確認するために非
リン酸化 ERK 抗体を用いて化学発光法により
検討する。さらにこのメンブレンより抗体を
除去し、新たにリン酸化 ERK1/2 抗体を用い
て解析を行う。 
 
(4) shRNA の導入と下顎隆起器官培養 
 
 胎齢 12 日のラット胎仔より下顎隆起を摘
出し、器官培養する。培養開始３時間後に エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン  法 お よ び 
microinjection 法により ratFGFR2 の shRNA
ベクターを下顎隆起側方部に遺伝子導入す
る（図 1）。 

図 1：使用したエレクトロポレーション

用の電極。Terao et al., Dev Biol 2011

より抜粋 



(4) アルシアンブルー染色法による検討 
 
 培養開始後１, ２，３，４および７日目に
アルシアンブルー染色を施し、メッケル軟骨
の形態を観察する。 
 
４．研究成果 
 
(1)FGFR の WMISH 
 
 FGFR1、FGFR2およびFGFR3 の発現パターン
を解析した。FGFR2については、スプライシン
グバリアントであるFgfr2bとFgfrc2について
も解析を行った。FGFR1 およびFGFR2 は、器
官培養開始時にあたる胎齢１２日目の下顎隆
起において間葉系細胞に発現が認められた。
FGFR2b は上皮に弱く発現が認められ、FGFR2c
も弱く発現が認められた（図2）。 

(2)FGF 添加による ERK の活性化の変化 
 
 側方部下顎隆起由来細胞の高密度培養に 
FGF10 タンパクを添加することにより、FGF
刺激を加えたところ、FGF-FGFR シグナルの下
流にあるERKのリン酸化が促進された（図3）。 
 

(3)FGFR の shRNA ベクター作製とエレクトロ
ポレーション法による局所的 FGFR 阻害 
 
 FGFR2c の shRNA ベクターを作製し、培養し
た下顎隆起の側方部へインジェクション、エ
レクトロポレーションを行った。その後 7日
間培養し、アルシアンブルー染色を行った結
果、shRNA ベクター導入領域において、メッ
ケル軟骨形態の変化が認められた（図 4矢印）。 
これにより、Fgfr2c がメッケル軟骨形成にお
いて、何らかの重要な役割を果たしているこ
とが示唆された。 
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