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研究成果の概要（和文）：本研究は哺乳類に特徴的な形態である聴覚器官の進化的成立に着目した。中耳は胎児
期に生じる咽頭弓において形成され、耳小骨と鼓膜で構成される。従来、鼓膜は外耳道と第１咽頭嚢が第１、２
咽頭弓の境界に沿って会合することにより形成される膜成分であると考えられてきた。本研究では、マウスとニ
ワトリにおける鼓膜の形成過程をさらに詳細に比較し、両者における中耳形成の相違点を明らかにしようと考え
た。マウスやニワトリの咽頭弓における遺伝子発現解析や実験発生学的手法により、マウス・ニワトリの鼓膜形
成過程が共に従来の理解とは異なることを明らかにした。以上の研究結果を原著論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：We have focused on morphological evolution of the mammalian middle ear and 
have reported that the tympanic membrane (TM), consisting of the external auditory meatus (EAM) and 
first pharyngeal pouch, evolved independently in mammalian and diapsid (modern reptiles and birds) 
lineages. In this study, we compare TM formation along the anterior-posterior axis of pharyngeal 
arches in mouse and chick embryos. In mouse, TM is formed in the first pharyngeal arch (PA1) and 
this arch plays a crucial role in TM formation. By contrast, the EAM begins to invaginate at the 
surface ectoderm of the second pharyngeal arch (PA2) in chick, and the entire TM is formed in PA2. 
These results indicate that the classical idea of TM formation is not correct in either animal and 
further strengthen the idea of independent origin of the TM during amniote evolution.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
顎を有する脊椎動物（顎口類）の下顎は一
般に複数の骨要素の結合により形成される
が、哺乳類の下顎は歯骨という一つの骨要素
のみからなる。このような哺乳類独自の下顎
形態が進化した背景にある発生学的な変化
を解明したいと考えた。マウスの発生遺伝学
より、第 1咽頭弓の下顎形成領域に「近位部」
と「遠位部」という２つの発生モジュールが
存在することが示唆されており、そのモジュ
ール性は下顎の形態進化とよく符合する。
「近位部」モジュールは、爬虫類‐鳥類では
顎関節、哺乳類では鼓膜を伴う中耳に相当す
る。我々のこれまでの研究において、両系統
における「近位部」モジュールの形態学的差
異が鼓膜の進化に深く関与していることを
見出した（Kiatazawa and Takechi et al., 2015）。
また、両系統において形態学的には極めて類
似している鼓膜が、独自の発生メカニズムに
よって独立に進化したことを強く示唆する
結果を得た。これらのことを踏まえ、哺乳類
と爬虫類‐鳥類の鼓膜の形成過程を再検討
し、両者における鼓膜形成メカニズムにおけ
る共通点や相違点を明らかにすることが新
たな課題となった。 
 
２．研究の目的 
哺乳類下顎の「近位部」モジュールの形態
の成立に深く関わる鼓膜の形成過程につい
て、哺乳類のモデルであるマウスと爬虫類‐
鳥類のモデルであるニワトリを用いて解析
しようと考えた。従来、鼓膜は「第 1咽頭溝
と第 1咽頭嚢が第 1咽頭弓と第 2咽頭弓の境
界に沿って会合することで形成される」と考
えられてきたが（Grevellec and Tucker, 2010）、
その根拠は乏しい。本研究では、鼓膜が形成
される位置や鼓膜形成における第 1、2 咽頭
弓の役割について詳細な比較発生学的解析
を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
マウス胚とニワトリ胚において、咽頭弓の
前後軸に沿った形態パターニングに着目し
て鼓膜形成過程の解析を行った。マウス胚、
ニワトリ胚の①様々な胚発生時期における
連続組織切片の三次元再構築による鼓膜形
成過程の詳細解析、②In situ hybriziation法や
遺伝子組み換えマウス胚（Hoxa2EGFP/+および
R4::Cre;Roza-CAG-LSL-tdTomato）を用いた
Hoxa2遺伝子の発現パターン解析による第1、
2 咽頭弓境界の可視化、③第 2 咽頭弓が消失
して代わりに第 1咽頭弓が重複したマウス胚
（Hoxa2ノックアウトマウス）とニワトリ胚
（ウズラ神経堤のロンボメア 3-5 領域を、ニ
ワトリ胚の同領域と交換移植したキメラ胚）
の表現型を詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
第 2咽頭弓要素が消失し、代わりに第 1咽
頭弓要素が重複する表現型を示すHoxa2ノッ

クアウトマウス胚では、鼓膜が重複していた。
Hoxa2が発現する第 2咽頭弓以降の神経堤細
胞が蛍光タンパク質で標識されている遺伝
子組み換えマウス胚（Hoxa2EGFP/+および
R4::Cre;Roza-CAG-LSL-tdTomato）を用いて、
第 1、2 咽頭弓領域の境界と鼓膜の位置関係
を調べたところ、マウスの外耳道の陥入開始
と鼓膜形成が第 1咽頭弓内で生じていること
がわかった。これらの結果から、マウスでは
鼓膜形成に第 1咽頭弓が中心的な役割を果た
すことが示唆された。 
一方、ニワトリで Hoxa2の発現パターンを
調べたところ、外耳道の陥入開始と鼓膜形成
が第 2咽頭弓内で生じていた。ニワトリとウ
ズラを用いて神経堤の交換移植により第 1咽
頭弓が重複したキメラ胚を作出したところ、
外耳道が縮小して鼓膜が消失し、また異所性
の外耳道様陥凹が形成された。このことから、
ニワトリの鼓膜形成では第 2咽頭弓が中心的
な役割を果たし、第 1咽頭弓は外耳道形成の
一部にのみ関与すると考えられた。 
以上の結果より、マウス・ニワトリ双方に
おいて、「鼓膜は第 1 咽頭溝と第 1 咽頭嚢が
第 1咽頭弓と第 2咽頭弓の境界に沿って会合
することで形成される」という従来の理解と
は異なることを明らかにした（下図）。また、
マウスとニワトリにおいて鼓膜形成に中心
的な役割を果たす咽頭弓が異なることから、
鼓膜は哺乳類系統と爬虫類・鳥類系統で独立
に進化したというこれまでの仮説を支持す
る新たな発生学的証拠を得ることができた。 
 

↑図. 第 1, 2 咽頭弓の境界と鼓膜の形成位
置を示した模式図。マウス（左下）とニワト
リ（右下）における鼓膜形成過程は、従来の
理解（上）と異なっていることを明らかにし
た。発表論文①の図を改変して引用。 
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