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研究成果の概要（和文）：本研究では，頭蓋底骨格発生過程の理解を目指し，ニワトリ，ゼブラフィッシュ，マ
ウス胚を材料として，胚の口窩天井部周辺での軟骨形成を調べた。ニワトリ胚の口窩周囲に分布した細胞の発生
系譜を調べ，頭蓋底骨格が複数領域に由来することを示した。一方，ニワトリ，ゼブラフィッシュ胚での比較か
ら，口窩天井部での軟骨形成に先行・重複して転写因子のFoxf1が発現することを見出した。過剰発現や機能抑
制実験から，Foxf1は頭蓋底形成過程で機能することを確認した。マウス胚口窩天井では，Foxf1の発現は口窩天
井近傍の軟骨原基に限定され，遠位の原基では観察されず，軟骨原基の性質が領域によって異なることが考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：The developmental process and origin of the anterior part of the skull base 
cartilage are still unclear. In this project, I analyzed the morphogenesis of the cartilage 
primordium formed in the stomodeal roof (SR), which has been less focused as a developmental field 
of the skull base. 
Developmental fate of cells distributed in SR was analyzed. I found that cells in the ventral edge 
of the frontonasal prominence formed medial part of the skull base cartilage, while cells in the 
maxillary prominence formed lateral part of the cartilage. Next, the expression of Foxf1 was 
analyzed. Foxf1 was expressed prior to differentiation of skull base cartilage in chick and 
zebrafish embryos. Disruption of Foxf1 expression in SR caused skeletal defects of skull base in 
chick and zebrafish, suggesting that Foxf1 is involved in morphogenesis of skull base. During mouse 
development, the expression of Foxf1 was also observed in SR, but the expression was restricted to 
the ventral part of the primordium.

研究分野：脊椎動物の頭顔面骨格および四肢骨格の形態形成
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頭蓋底骨格は頭顔面の形態形成に大きく影響する重要な骨格であるが，この骨格は頭蓋の下方＝脳胞の下方に形
成されるため，外部からの観察が難しく，発生過程や細胞系譜に関わる知見は，動物種を問わず少なかった。本
研究においては，口窩天井部での軟骨形成に注目して行うことで，従来不十分であった発生過程の詳細や細胞の
系譜解析，軟骨形成に関与する遺伝子発現を記載し，機能解析を行うことが出来た点で，学術的意義があるもの
と考えている。また，他の動物種との相同関係が不明だったマウス頭蓋底骨格について，形態や遺伝子発現の点
から口腔近傍の一部が相同である可能性が示され，今後の頭蓋底発生研究に大きく寄与できると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 

 頭蓋底骨格のうち，下垂体窩より前方（吻側）にある正中部分（マウスやヒトでは蝶形骨の体部や

篩骨に相当）は脳を支え，また顔面形態にも影響する構造である。頭蓋底前部は軟骨性骨格として，

頭部発生の比較的初期から形成されるが，脳胞の下部に形成される

ために，動物種を問わず解析は進んでいない。研究代表者は，この

軟骨原基は，発生の初期段階に口窩天井部と脳胞の腹側で挟まれた

領域に形成されることを見出していた（Wada et al., 2011）ことを

背景に，頭蓋底発生解析を進める新奇な視点として，口窩天井部で

の軟骨形成に注目することを考えた（図１）。胚前端部は発生初期か

ら複雑で，特に口窩天井部は顔面隆起に囲まれた狭小な領域でもあ

り，この領域に注目して軟骨形成やそれに伴う細胞動態を調べた報

告は，研究開始段階から極めて少なかった。その点で，本研究点は

オリジナルな視点・発想に立脚したものと考えている。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では，口窩天井部に分布する神経堤由来間充織細胞の軟骨原基形成過程について，原基

形成部位の組織学的解析，発生系譜，領域特異的遺伝子発現，遺伝子機能解析，などの点から調べる

ことを目的とした。実験はニワトリ胚とゼブラフィッシュ胚，マウス胚を併用して行い，高等脊椎動

物の頭蓋底発生に共通する機構を見出すことを目指した。一方で，マウス胚での初期頭蓋底発生研究

は情報が少ないため，本実験により新たな知見を得ることも目指した。  

 

３．研究の方法 

（1）材料：ニワトリ胚（白色レグホン），マウス胚（ICR 系統），ゼブラフィッシュ胚（AB系統）に

ついて，それぞれ必要とする発生段階の胚を用いた。 

（2）in situ hybridization (ISH) および免疫組織化学（IHC）: ISH と IHC は一般的な方法で行っ

た（Wada et al., 2011）。IHC の一部は複数の蛍光色素を用いた二重染色法によって行った。また通

常の抗体染色と同時に，蛍光標識 PNA レクチン染色を併用する操作も行った。 

（3）ニワトリ胚口窩天井部の発生系譜解析：蛍光色素 DiI または DiO をガラス微細管で注入するこ

とにより，発生段階 13-15 胚の眼胞下部から口陥周辺に分布する間葉細胞を標識した。2-3 日ほど発

生させて，外観から蛍光色素の分布を観察し，次いで切片上で蛍光標識部位と軟骨分化領域を比較し

た。研究期間の後半では，DiI の代わりに Tol2-pCAGGS-EGFP プラスミドとトランスポゼース mRNA，

および遺伝子導入試薬（Lipofectamine 3000, Thermo Fisher）の混合液を注入して，間葉細胞の一

部に EGFP 遺伝子を導入し，細胞の分布を調べた。 

（4）Foxf1 遺伝子の発現および機能解析：ニワトリ，マウス，ゼブラフィッシュの胚由来 mRNA を鋳

型にしてそれぞれから Foxf1 遺伝子の蛋白質コード領域をクローニングした。ISH 法によりそれぞれ

の胚での発現部位を調べ，軟骨分化領域と比較した。マウス胚については抗 Foxf1 抗体と抗 Spx9 抗



体を用いた IHC でも比較した。機能解析は，ゼブラフィッシュ胚 foxf1 に注目し，foxf1mRNA 注入に

よる過剰発現，および foxf1 遺伝子への CRISPR/Cas9 法による発現低下の両面から，機能解析を試み

た。 

（5）マウス口窩天井部形態変化の組織学的解析：胎性 10.0 日（E10.0）から 12.5 日（E12.5）の胚

について頭部の冠状断切片を作製し，形態変化を調べた。 

 

４．研究成果 

（1）ニワトリ胚の口腔天井周辺に分布する細胞の発生運命・系譜解析 

 ①ニワトリ２日胚の口窩天井部に分布する細胞の発生運命を，DiI/DiOによる蛍光染色により調べ

た（図２A-F）。前頭鼻隆起の下部に分布し，後に内側鼻隆起（MNP）の下方に分布する間充織細胞

は，48時間後そのまま口腔天井の正中部に位置していた。正中部軟骨の凝集マーカーのPNAと重複し

て分布したため，この領域の細胞は頭

蓋底正中部を作ることがわかった。一

方，眼胞の後方から下部に分布する神

経堤細胞は頭蓋底軟骨の側方部に留ま

った。これらの系譜を考慮すると，頭

蓋底軟骨は複数の領域から構成される

ことがわかった。なお，前頭鼻隆起

（FNP）の上方に分布する細胞や，前頭

鼻隆起の側方に分布し，後の外側鼻隆

起（LNP）を形成する細胞は，頭蓋底軟

骨内には観察されなかったことから，

通説と異なり，前頭鼻隆起を構成する

細胞の多くは頭蓋底軟骨形成には参加

しないと考えられた。 

 ②DiI/DiOによる染色では，発生に伴

う蛍光の減衰や染色色素の分散が問題

になる。改善のため，リポフェクショ

ン法とTol2-トランスポゾンシステムを

組み合わせてEGFP遺伝子を目的部位に

導入し，定常的GFP発現細胞を誘導し

て，発生系譜を調べる系を考案した

（図２G, H）。2.5日胚で局所注入する

と，導入部位にGFP蛍光を発する細胞は

複数観察され，発現細胞は5.5日胚でも

確認できた。切片での解析から，導入

細胞は口窩天井部に分布して，頭蓋底



軟骨原基の一部に参加しており，細胞分裂像も観察された。 

 ③ニワトリ全胚培養系の確立：口窩天井部への注入を容易にするために，全胚培養系の確立を試み

た。いくつか条件を検討した結果，より初期胚の全胚培養法であるNew culture法を改変して，最終

的に2.5日胚を4.5日胚程度になるまで発生・維持することが可能となった。この系を使って口窩天井

部の標識と以降の追跡が可能であることも確認できた。一方で，4.5日胚よりも培養は困難で，今後

の改善点である。 

 

（2）口窩天井部特殊化と発現する遺伝子の機能解析 

①RNAseqにより口窩正中付近に分布する細胞で発現する遺伝子をリストアップし，発現が報告されて

いない遺伝子に注目して，その発現をin situ hybridizationにより調べた。約30個の遺伝子を調べ

たが，口窩天井部で発現する遺伝子はなかった。この中には口窩天井部を囲む顔面隆起では発現する

遺伝子が複数あり，口窩天井部では周辺の顔面隆起とは異なる遺伝子発現制御が行われていると考え

られた。 

② 文献や遺伝子発現データベースを調べ直

し，顔面での発現が報告されているいくつか

のFox転写因子群に注目し，ニワトリでクロ

ーニングして口腔天井での発現を調べた。そ

の結果，Foxf1は頭蓋底の基本構造である梁

軟骨の形成に先行するように口腔天井で一対

の棒状に発現し，その後軟骨が形成される発

生段階では減弱した（図3）。一方，Foxd1は

軟骨原基形成後に不明瞭だが発現していた。

これらの遺伝子についてゼブラフィッシュと

マウスでもクローニングを行い，それぞれ発

現を調べた。その結果，ゼブラフィッシュ

Foxf1はニワトリと同様に軟骨形成に先行し

て軟骨原基形成部位で対になった棒状に発現

し，一方，マウスFoxf1は後述するように一

部の軟骨に限定して発現した。いずれの動物

でもFoxd1の領域は不明瞭だった。また，

Foxf1は肢芽での軟骨分化時には発現が観察

されなかったことから，Foxf1は頭蓋底軟骨

の形成に選択的に関与していると考えた。こ

れらのことから，Foxf1は頭蓋底軟骨形成の

鍵分子になると考え，以降の解析を行った。 

 ニワトリ胚を用いた解析から，口腔天井で

のFoxf1の発現は，口窩天井部と脳胞で発現

して頭蓋底形成に関わるSonic Hedgehog 



(Shh) により制御されることがわかった。次いで，ニワトリ胚とゼブラフィッシュ胚を用いてFoxf1

の機能解析を行った。ニワトリ胚に対しては，in vivo エレクトロポレーション法で過剰発現させた

結果，頭部骨格の変形や低形成が観察された。一方，ゼブラフィッシュ胚に対しては，受精卵にmRNA

を導入して過剰発現の効果を検討した結果，頭蓋底軟骨の正中部である篩骨の低形成や融合不全など

が観察された。一方，CRISPR/CAS9 法で，foxf1とそのオーソログであるfoxf2a, foxf2bを同時にノ

ックダウンした結果，篩骨を支える梁軟骨の形成に影響が出た。以上の結果から，Foxf1はFoxf2と協

調して頭蓋底軟骨形成の制御に関わると考えられた。 

 

（3）マウス胚での口窩天井の形態変化 

 マウス胚での口窩天井部に注目し，そこでの軟骨発生の開始時期をSox9の発現を指標に調べた。そ

の結果，E10.5の段階で既に発現が観察され，以降，口腔天井の前端から咽頭に伸びるように発現し

ていたことから，頭蓋底軟骨は従来考えられていたよりも早い段階から形成されていると考え，

E10.5〜E12.5胚での口窩天井部の形態変化と軟骨原基の形成過程を再検討した。 

 E10.5では口窩天井部と脳胞底部の間は1-2層の間葉細胞が分布するだけだったが，E11.5胚では口

窩天井前部では背腹方向に厚みを増し，これが鼻中隔形成の場となる正中部の膨らみとなった。一方

で，口腔天井の後方（咽頭側）では組織の肥厚は観察されず，増殖の不均一性が示唆された。Sox9を

指標とした軟骨分化は，口腔天井部の近傍に分布する細胞で開始したが，E11.5胚でのSox9の発現

は，従来から報告されている鼻中隔軟骨となる正中部の無対性の発現に加え，その下部に一対の棒状

の構造を示す発現も観察された。これは従来のType II collagenやAlcian blue染色からは報告され

ていない。ニワトリ胚やゼブラフィッシュ胚で発現していたFoxf1は，上記の一対の棒状軟骨では発

現したが，より上方で口腔天井上皮から離れた軟骨では発現していなかった。このように，マウス頭

蓋底軟骨となる軟骨原基については，不均一性が示唆された。 

 従来の頭部発生研究では，マウスなど哺乳類の頭蓋底発生においては，他の動物種で観察される

「ラトケ嚢の前方に出来る対になった軟骨（梁軟骨）」に相当する軟骨が観察されていない。哺乳類

では，正中部に形成される1本の軟骨がTrabecular plateと命名され，これが他動物の梁軟骨に対応

する構造とされる。今回，研究代表者は，マウス頭部軟骨形成の初期段階で，Sox9陽性かつFoxf1陽

性の一対の軟骨構造を見出している。他の動物種では，Foxf1は口腔天井部で一対の棒状構造として

発現し，この領域は直後に軟骨分化して梁軟骨となる。マウス口腔天井部で発現するFoxf1も梁軟骨

で発現することが予想されることから，マウスの中篩骨腹側に形成される対になった軟骨は，従来か

ら存在が予想されているが，確認されていない梁軟骨の残存構造ではないかと考えている。 
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