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研究成果の概要：４年間の研究期間で、下顎頭軟骨形成過程における転写因子(Runx2, Osterix, 

Sox9)、成長因子(IGF)の発現パターンが明らかになるとともに、新規軟骨細胞増殖因子である

cartducinの下顎頭軟骨形成に対する機能の一端が明らかとなった。この間に原著論文13報（い

ずれも査読ありの雑誌）を出版した。 
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１．研究開始当初の背景 

下顎頭軟骨は顎関節の一員であり, 関節

軟骨として働き咬合力を緩衝する働きがあ

る。また同時に下顎頭軟骨は顎顔面の１つの

成長中心として、 成長軟骨としても働いて

おり、 機能的にもユニークな特徴を持つ器

官であるとともに口腔外科、 矯正、 小児歯

科などの臨床的見地からもその構造上の特

徴を研究することは非常に重要であると考

えられる。 

下顎頭軟骨は発生学的に二次軟骨に分類

され、四肢の軟骨原基やメッケル軟骨などの

一次軟骨とは構造、発生由来、血管分布等が

異なるとされている。もう少し詳しく定義付

けると 1)時期的に一次軟骨より遅れて発生

する。2)二次軟骨の軟骨細胞は未分化間葉細

胞から直接分化するのではなく、 既存の骨

の骨膜に由来するものである、 ということ

 



 

があげられている。具体的には下顎頭軟骨以

外に下顎角軟骨、陰茎骨、さらに広い意味で

は骨折時に生じる仮骨も二次軟骨に含まれ

る。研究代表者らはマウス下顎頭軟骨の初期

発生過程に着目し、この軟骨が独立した間葉

凝集ではなく下顎骨の原基に連続するアル

カリフォスファターゼ陽性の細胞集団から

発生することを明らかにした(Shibata et al. 

J. Anat. 191, 561-570, 1997)。さらに軟骨

組織が形成されるや否や細胞は直ちに肥大

軟骨細胞に分化し肥大細胞層がその後急速

に伸長すること、その際に BSP の発現が顕著

であることなど、四肢の軟骨原基とは異なる

分化、形成過程を明らかにしてきた。 

 

２．研究の目的 

これまでは主にプロテオグリカンやコラ

ーゲンあるいは BSPやオステオポンチンとい

った基質成分を指標に解析を行ってきたが、

これらの成分を合成、分泌する細胞を制御す

る成長因子(FGF,IFG,BMP 等)、あるいは基質

成分、成長因子の遺伝子発現を調整する転写

因子の解析、とりわけ二次軟骨原基に特異的

に発現する因子の遺伝子の解析は非常に重

要な研究テーマであると考えられる。転写因

子に関しては小守らによって発見された

Runx2 (cbfa1) が骨形成に関する本質的な制

御因子でその遺伝子欠損マウスでは骨組織

が完全に欠如することが知られている。研究

代表者らもこの遺伝子欠損マウスの解析を

遂行し、このマウスでは一次軟骨は形成され

るものの、下顎頭軟骨等の二次軟骨は完全に

欠如すること、ただしアルカリフォスファタ

ーゼ陽性の原基までは形成されていること

などを明らかにしていた。また中島らによっ

て発見された Osterixと呼ばれる転写因子は

Runx2 の下流で働く骨形成制御因子であり、

また軟骨形成には抑制的に働くとされてい

る。二次軟骨はアルカリフォスファターゼ陽

性の原基、すなわち本来骨原性細胞として機

能している原基が骨に分化せず軟骨の方へ

分化が進んだものと解釈できる。従って

Runx2 の下流にあり Osterixに相当する二次

軟骨形成を制御する転写因子の存在が推測

される。本研究はまずもって既知の転写因子

あるいは成長因子を形態学、生化学両面から

検索すると共に最終的には上述のような未

知の転写因子を同定することを目的として

いる。 

 

３．研究の方法 

(1) In situ hybridization 法によるマ

ウス下顎頭軟骨初期形成過程における

転写因子、成長因子の解析 

 我々の研究から胎齢１４日で下顎頭

軟骨は間葉凝集の状態であり、１５日で

最初の軟骨形成が認められ、１６日では

肥大細胞層が著しく伸長することがわ

かっている。この結果を踏まえて、下顎

頭軟骨初期形成過程における既知の転

写因子、成長因子の発現を検索した。通

報にしたがって試料を固定、パラフィン

包埋し冠状断切片を作成した後、転写因

子としては Runx2、 Osterix、 Sox 

family等、成長因子としてIGF family, 

BMP family, FGF family等の遺伝子の発

現を、in situ hybridization 法で検索

した。比較対照のため一次軟骨である体

肢軟骨においても同様な解析を行った。

この場合基質タンパクと異なり、これら

の因子の発現量が低いためDigoxigenin

ではなく35S-UTPで標識したプローブを

用いた。 

 

(2) 新規軟骨細胞増殖因子、cartducin の

二次軟骨形成過程における発現と機能 

 前田らによって発見された cartducin,

の発現を in situ hybridization で検索

した後、二次軟骨軟骨形成過程における役

割を実際に検索するために、胎齢１４日の

マウスから下顎頭軟骨原基を取り出し、器

官培養の系に移し、それに核成長因子に特

異的なアンチセンスオリゴヌクレオチド

(AS-ON)を設計し、培地に添加することに

よって、これらの成長因子の発現を制御し、

その変化を解析した。解析方法は組織学的

 



 

 

な観察に加え、コラーゲン他のマーカータ

ンパクの免疫組織とリアルタイム PCR 法

による mRNA の定量である。 

 

４．研究成果 

 

(1) マウス下顎頭軟骨発生過程における、

Runx2、 Osterix、 Sox9 の発現 

マウス下顎頭軟骨は胎齢１４日で、間葉凝集

の状態であり１５日で最初の軟骨形成が認

められ、１６日では肥大細胞層が著しく伸長

することがわかっている。本年はまずもって

この下顎頭軟骨初期形成過程における既知

の転写因子の発現を検索した。通法にしたが

って試料を固定、パラフィン包埋し、冠状断

切片を作成して In situ hybridization 法

で Runx2、 Osterix、 Sox９、 Sox5 の発現

を検索したところ、前 3者はいずれも胎齢１

４日の間葉凝集に発現がみられ、下顎頭軟骨

形成に何らかの働きをしていることが判明

した。胎齢１５日で最初の軟骨形成が認めら

れると軟骨内では、Osterix の発現が著しく

低下していること、また Runx2 の発現も若干

減少していることがわかり、一方 Sox9 の発

現は引き続き軟骨内で認められるほか、Sox5

の発現が新たに軟骨内に認められた(図１)。 

 

 

図 1 下顎頭軟骨初期形成部位における Runx2, 

Osterix, Sox9 mRNA の発現 

 

この観察からマウス下顎頭軟骨の初期形成

部位においては Osterixが軟骨形成に抑制的

に働いており、その発現の低下と軟骨形成促

進因子である Sox9-Sox5 が関係しているこ

とが明らかになった 

 

(2) マウス下顎頭軟骨発生過程における、

IGF-1,2,およびIGF–I receptor(IGF-R) の発

現 

胎齢14日において、IGF-1とIGF-IIの mRNA

は間葉細胞凝集の周辺部で全体を取り囲む

ように発現が認められた。一方IGF-IR mRNA

は間葉凝集の中心部に、リガンドとネガー

ポジの関係になるように発現が認められた。

胎齢１５日において、下顎頭軟骨原基の中

に最初の軟骨形成が認められ、胎齢１６日

では軟骨の大きさが著しく伸長していた。

また形成された軟骨の周囲組織は扁平な線

維芽細胞を含む軟骨膜の形成が認められた。

この間、IGF-IおよびIGF-II mRMA は軟骨周

囲の軟骨膜に発現が認められ、IGF-IR mRNA 

は軟骨上部の間葉細胞(増殖帯)に発現が認

められた（図２）。 

 

図2下顎頭軟骨初期形成部位におけるIGF-1, 

IGF-2, IGF-receptor mRNA の発現 



 

 

以上のことから、IGF-1,2 は軟骨原基周囲に

発現し、“IGF-リッチ”な環境を作り、レセ

プターの発現を構成することによって初期

軟骨形成を制御していることが判明した。 

 

(3) 下顎頭軟骨形成過程における cartducin

の機能に関する研究 

 

胎齢 14.5 日マウスから下顎頭軟骨原基を取

り出し、器官培養の系に移し、cartducin に

特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチド 

(AS-ON)を培地に添加したところ、下顎頭の

正常な発育が阻害され、扁平化し舌状に広が

るという形態変化を示した（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 AS-ON 添加 4日後の下顎頭軟骨（矢印）

と Meckel 軟骨(M)。 

 

組織切片では、下顎頭軟骨の線維層が完全に

消失し、層区分が著しく乱れた軟骨組織が認

められた。Real time PCR 法で軟骨マーカー

蛋白の mRNA の発現を定量したところ AS-ON

添加群では、アグリカン、タイプ Xコラーゲ

ン、テネイシン-C などの mRNA の発現低下が

認められた。 

 また同様に培養した Meckel 軟骨において

も、軟骨膜が消失し、その部位に異所性の軟

骨形成が生じている状態が観察された。 

 以上の結果から、cartducin は従来報告さ

れている軟骨細胞増殖因子としての機能に

加え、軟骨膜や骨膜組織の維持という機能も

あると考えられた。下顎頭軟骨などの二次軟

骨は、既存の骨の骨膜組織に由来することが

特徴としてあげられる。従って、cartducin

は二次軟骨形成において非常に重要な役割

を演じてと考えられ、今後この因子を用いた

二次軟骨形成の制御機構解析や tissue 

engineering への応用が考えられ、研究を継

続する予定である。 
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