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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞の増殖、分化と細胞外基質の関係を明らかにするために、

BALB/c-bm/bm マウス(bm/bm マウス)の蝶後頭軟骨結合部の免疫染色を行った。Ⅱ型およびⅩ型

コラーゲンの発現は不規則に認められた。アルカリフォスファターゼは軟骨の中心部に発現し、

PCNA は軟骨周囲に発現が認められた。以上より bm/bm マウスの蝶後頭軟骨結合部では中心部で

肥大軟骨細胞への分化の亢進し、軟骨周囲で軟骨細胞の増殖が認められることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The objectives of this study are to elucidate the relationship between 
not only differentiation of chondrocytes and extracellular matrix, but also proliferation of 
them. We performed immunohistochemical analysis in cartilage of the spheno-occipital 
synchondrosis of BALB/c-bm/bm mice. The expression of collagen II and collagen X were 
expressed irregularly in the spheno-occipital synchondrosis. Additionally, the expression of 
alkaline phosphatase was expressed in the center of the spheno-occipital synchondrosis, 
whereas that of the PCNA was expressed around the spheno-occipital synchondrosis. In 
summary, these results presented that the differentiation of hypertrophic chondrocytes was 
enhanced in the center of the spheno-occipital synchondrosis, whereas the proliferation of 
chondrocytes was increased around the spheno-occipital synchondrosis.  
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１．研究開始当初の背景 

骨格組織である軟骨の分化形成において、

副甲状腺ホルモン(PTH)および副甲状腺ホル

モン関連ペプチド(PTHrP)、ならびにその受容

体(PTH/PTHrP 受容体)は重要な役割を果たす。

一方、PTH/PTHrP 受容体の遺伝子変異は、系

統疾患の中でも高頻度を示す軟骨異形成症を

発症させる。軟骨異形成症として Jansen 型およ

び Blomstrand 型骨・軟骨異形成症変異型など

があげられ、遺伝子発現の解析は進んでいる

が細胞外基質の病理組織異常については未

だに未解明である。 

軟骨は細胞外基質に富んだ組織であり、プ

ロテオグリカン、特に、コンドロイチン硫酸が占

める割合は非常に高い。しかしながら、コンドロ

イチン硫酸合成は単に遺伝子発現だけでは解

析ができず、組織学的に詳細な解析を必要と

する。 

我 々 は 以 前 に 先 天 的 に 短 肢 症 を 生 じ る

BALB/c-bm/bm 系マウス（bm/bm マウス）の軟骨

合成が低下しており、硫酸化グリコサミノグリカン

濃度も低いために、軟骨異形成症様の異常を

示すことを明らかにした。それにより、bm/bm マウ

スは下顎骨軟骨および頭蓋底軟骨の異常を示

すこと、また、顎関節においては、軟骨が薄く硫

酸化グリコサミノグリカン濃度は低いことを示した。

特に、頭蓋底の蝶後頭軟骨結合部においては、

①軟骨の小柱構造の崩壊、②一次骨梁の形成

不全、③軟骨膜石灰化が起こり、脳頭蓋底の成

長発育の障害が認められる。またこのマウスは、

生後において四肢の関節軟骨の形成異常と低

身長が認められ、軟骨および骨組織における低

硫酸化プロテオグリカンの合成による影響がある

と推測される。また、顎関節異常により咬合不全

を示す。以上より、軟骨異形成症の異常と細胞

外基質の関係は現在もわかっていない。 

 

２．研究の目的 

BALB/c マウスおよび bm/bm マウスを用いて、

蝶後頭軟骨結合部のコンドロイチン硫酸の低硫

酸化により引き起こされる軟骨内骨化の異常、

つまり PTH/PTHrP 受容体が軟骨細胞の増殖お

よび分化に対する影響、特に細胞外基質の合

成にフォーカスをあてながら、組織化学的に解

析を行う。つまり、軟骨形成異常を細胞外基質

の視点から明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

BALB/C マウスおよび bm/bm マウスの脳頭

蓋底の組織切片を作製し、Ⅱ型コラーゲン、

Ⅹ型コラーゲン、アルカリフォスファターゼ

の各種免疫染色を行い、軟骨細胞の分化の状

態 を 確 認 し た 。 ま た 抗 核 内 増 殖 抗 原

(proliferation cell nuclear antigen : PCNA)を用

いて免疫染色を行い、増殖に対する検討を行

った。一方、破骨細胞の影響も検討するため

に酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ染色

(TRAP 染色)を行い、TRAP 陽性細胞の分布の

確認を行った。 

 

４．研究成果 

(1)bm/bmマウス蝶後頭軟骨結合部のⅡ型コラー

ゲンおよびⅩ型コラーゲンの発現。 

bm/bmマウスのⅡ型コラーゲンおよびⅩ型コラ

ーゲンの免疫染色を行った。その結果、コントロ

ール群の蝶後頭軟骨結合部ではⅡ型コラーゲ

ンおよびⅩ型コラーゲンは規則的に発現してい

たが、bm/bmマウス群ではⅡ型コラーゲンおよび

Ⅹ型コラーゲンの発現が不規則に認められ、そ

の発現は軟骨基質には認められず、軟骨細胞

質にのみ限局し、さらにⅩ型コラーゲンの発現は

軟骨細胞質にわずかしか認められなかった(図

1,2)。 



 

 

 

 

 

 

 

 

図1.蝶後頭軟骨結合部のⅡ型コラーゲン発現 

（左図:BALB/Cマウス右図:bm/bmマウス） 
 

 

 

 

 

 

 

図2.蝶後頭軟骨結合部のX型コラーゲン発現 

（左図:BALB/Cマウス右図:bm/bmマウス） 
 

以上よりⅩ型コラーゲンの発現がわずかし

か認められなかったことから、肥大軟骨細胞

への分化に異常が示唆された。 

 

(2)bm/bmマウス蝶後頭軟骨結合部のアルカ

リフォスファターゼ(ALP)の免疫染色。 

Ⅹ型コラーゲンの発現の異常が認められた

ことから、肥大軟骨細胞に特異的に発現して

いるアルカリフォスファターゼ(ALP)の免疫

染色を行った。免疫染色の結果より、bm/bm

マウスにおけるALPの発現はコントロールに

比べて、軟骨の中心部の軟骨細胞質に発現し

ており、免疫反応も強いものであった。 

 

 

 

 

 

 

 

図3.蝶後頭軟骨結合部のアルカリフォスファ

ターゼの発現  

（左図:BALB/Cマウス右図:bm/bmマウス） 

 

以上より、bm/bmマウスはコントロール群に

比べて、軟骨中心部で肥大軟骨細胞への分化

が亢進していることが推測された。 

 

(3)蝶後頭軟骨結合部の増殖の評価 

 一方、細胞増殖の評価を行うために、PCNA

の免疫染色を行った。その結果、コントロー

ル群では増殖細胞層にPCNA陽性細胞が確認

されたが、bm/bm群では不規則に認められ、

その発現は弱く、軟骨周囲に発現が認められ

た。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図4.蝶後頭軟骨結合部のPCNA発現  

（左図:BALB/C  右図:bm/bmマウス） 
 

以上よりbm/bmマウスの蝶後頭軟骨結合部で

は軟骨周囲で軟骨細胞の増殖が認められる結

果が示唆された。 

 

(4)蝶後頭軟骨結合部の破骨細胞の評価 

軟骨形成異常が骨吸収に影響を与えているか

どうか評価するために、TRAP染色を行った。

その結果、コントロール群に対して、bm/bm

マウスの蝶後頭軟骨結合部ではTRAP陽性細胞

の減少が認められた。 

 
 
 

 

 

 

 

図5.蝶後頭軟骨結合部のTRAP染色像 

（左図:BALB/Cマウス 右図:bm/bmマウス） 
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