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研究成果の概要（和文）：マウス胎児の第1鰓弓軟骨であるMeckel軟骨では、初期では軟骨中心部に低酸素誘導
因子であるHIF-1αの発現が認められる一方、軟骨膜に近い部位には認められなかった。低酸素環境下での培養
胎仔下顎は対照群と比較して小さく、軟骨細胞の分化と肥大化が抑制された。また、肥大軟骨細胞の出現と同時
に、骨膜下に表皮型脂肪酸結合タンパク質（E-FABP）を発現するセプトクラストが出現して未石灰化軟骨基質を
吸収することが明らかになった。セプトクラストは骨芽細胞様の破軟骨細胞と局在と役割を分担し、Meckel軟骨
の出生前の消失に寄与することが分かった。

研究成果の概要（英文）：In mouse embryos, 1st branchial arch cartilage (Meckel's cartilage) 
expresses hypoxia-inducible factor, HIF-a, in early stage. Organ-cultured mouse embryonic mandible 
under hypoxic condition showed microgenia with abnormal Meckl's cartilage. Before beginning of 
Meckel's cartilage resorption, epidermal-type fatty acid binding protein (E-FABP)-positive 
septoclasts appeared and involved in resorption of uncalcified matrix of Meckel's cartilage. 
Septoclasts are shown to play important roles with osteoclast-like chondroclast in rabid regression 
of Meckel's cartilage before birth.

研究分野：口腔解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎児下顎のメッケル軟骨はもともとは下顎骨の原基であったが、哺乳類以降は新たな下顎骨の出現により一部を
除いて不要となり、大部分は出生前に消失する。しかしその遺残は生後の下顎骨や顎顔面の異常を来すことか
ら、出生前までの急速な消失が正常な顎顔面形態形成には必要である。今課題の実施により、長管骨の軟骨内骨
化に見られるセプトクラストがメッケル軟骨の吸収面に出現して、破骨細胞と役割分担をしながら急速な軟骨吸
収を行うことを明らかにした。また、吸収開始に必要な軟骨細胞の肥大化には、低酸素環境で誘導される因子の
発現が関与しており，無血管組織である軟骨特有の細胞分化、吸収開始機構をもつことが強く示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

 口腔を形成する第１鰓弓に発生するメッケル軟骨は、後端部が骨化して耳小骨（ツチ骨とキヌ

タ骨）を形成するが、それ以外の殆どの部位は出生前に消失してしまう。消失部のうち、前半部

は全く消失して下顎骨が膜性骨化により発生し、後半部は蝶下顎靭帯に転化すると考えられて

いる。メッケル軟骨消失の生物学的意義は、主に系統発生学的と進化により説明されてきた。し

かし、個体発生的な意義は出生前に消失してしまうために不明である。顎顔面に形態形成異常を

呈する遺伝子改変動物を用いた研究により、下顎骨の形態不全にメッケル軟骨の形態異常が伴

っていることが次第に分かってきた（Amano et al. 2010 で総説）。これらの情報から、メッケ

ル軟骨の正常な発生・消失は、下顎骨の発生と顎顔面の形態形成に必須な条件であり、メッケル

軟骨は石灰化を経て消失したことが示唆される。 

 申請者は前科研費課題（天野 23592710）において、マウス胎仔メッケル軟骨の消失過程では、

一般的な組織消失で見られる細胞死のアポトーシスは生じず、むしろアポトーシスは軟骨細胞

の分化過程で認められ、メッケル軟骨の正常な形態形成に必須であることを実験発生学的に明

らかにした（Doi、 Amano et al. 2013）。 

 軟骨は無血管組織であり、生理的に低酸素環境に陥りやすいと考えられるが、予備実験におい

て、低酸素環境下でマウス胎仔第１鰓弓を器官培養すると、小下顎症が誘導され、メッケル軟骨

で HIF-1αの発現が増強した。骨端板では石灰化に先立つ肥大軟骨細胞に HIF-1αが発現するこ

とから、メッケル軟骨の細胞死、石灰化、成長抑制が低酸素環境により誘導される可能性がある。

メッケル軟骨の吸収に先立って、基質の石灰化が生じるか、石灰化により軟骨細胞はより低酸素

環境に置かれると考えられる。 

 骨端板などの軟骨内骨骨化の過程では、軟骨基質は骨芽細胞と類似した破軟骨細胞に吸収さ

れ、さらに石灰化軟骨帯から伸びた骨梁には多数の破骨細胞が認められる。現科研費課題におい

て、骨端板軟骨では他核の破骨細胞／破軟骨細胞の他に、単核のセプトクラストが関与し、軟骨

基質の吸収に関与すること、これらの細胞に特異的に表皮型（E-）または脳型（B-）の脂肪酸結

合タンパク質（FABP）が発現していることを見出した（Bando et al. 2014）。FABP は骨芽細胞

系には発現しないので、軟骨・骨吸収過程には FABP と結合する脂肪酸等による調節機構が存在

すると考えられる。 

 低酸素・低栄養下では細胞は効率的なエネルギー代謝(糖代謝と脂質代謝)を必要とする。器官

培養したマウス下顎メッケル軟骨の軟骨細胞には大量のグリコーゲン顆粒が貯蔵されて、必要

となる糖代謝に準備しており、脂肪酸をエネルギー源とする脂質代謝については不明である。既

に申請者らは骨端板セプトクラストで、E-FABP と結合したレチノイン酸によって、PPARβ/δま

たは RARβを介して細胞死や顕著な形態変化を引き起こすことを示した（坂東、天野 学会発表

2015）。 

 

２．研究の目的 

 

以上に述べた背景から、胎生期に大部分が消失するとともに、靱帯への転化や骨化などの異な

る運命をたどる哺乳類のメッケル軟骨において、「発生成長、肥大軟骨細胞を伴う肥大化、細胞

死、基質吸収、および骨化の各過程とその移行・切替という局面において、低酸素環境下で脂肪

酸と FABP を介する調節機構が存在する」との仮説を検証する。 

 



３．研究の方法 

 実験系には ddY 正常マウスと FABP ノックアウトマウスを使用した。 

 抗FABP抗体と固定されたノックアウトマウス組織は作製した東北大学大学院大和田教授よ

り供与を受けた（抗体には検証の上、市販品も使用した）。 

 各種 FABP の分布に関する免疫組織化学的解析。 

 レーザー走査型顕微鏡を用いた三次元的微細形態の解析とその変動の解析。 

 特に、セプトクラストの位置、突起の数と長さ、突起の先端部位についての詳細な観察と比

較。 

 電子顕微鏡を用いた、軟骨基質部位の超微構造の解析。 

 

1. 正常マウスの胎仔メッケル軟骨における FABP、HIF-1αの時間的空間的局在と変動 

1) 各発生段階とメッケル軟骨の部位（消失する前方部、消失し靱帯となる中間部、骨

化して耳小骨となる後部）ごとに、FABP、HIF-1α陽性細胞の形態、数、細胞増殖

関連因子、細胞死関連因子の発現。 

2. E-FABP 陽性細胞の発現とセプトクラストの関係の解明 

1) マウスメッケル軟骨における E-、B-FABP 陽性細胞の時間的・位置的変化の推移の

探索 

2) E-、 B-FABP 陽性細胞の局在、数、微細形態の詳細な観察とその変化の探索 

3) E-FABP 陽性細胞を各種マーカーとの多重染色によりセプトクラストと同定 

セプトクラストのマーカーである抗 cathepsin B 抗体、dolochos biflorus 

agglutinin(DBA レクチン)による E-FABP との共存性の検索。 

3. メッケル軟骨のセプトクラストの軟骨基質吸収機構の解明 

1) セプトクラストで in situ hybridization 法により E-FABP 遺伝子発現を確認 

2) セプトクラストが局在する吸収部の軟骨基質の石灰化の検索(未石灰化基質に接し

ているか否か)を石灰化関連因子と von Kossa 染色。  

4. マウス胎仔第１鰓弓の器官培養実験：低酸素の影響 

1) 低酸素環境下での培養第１鰓弓の成長と形態の肉眼的解析 

2) 上記の試料に対して、HIF-1αと細胞死関連因子の発現を検索 

 

４．研究成果 

 

低酸素誘導因子の発現と局在 

E13〜14 では Meckel 軟骨中心部の軟骨細胞に HIF-1に対するやや弱い免疫活性が認められた

が、軟骨膜に近い周辺部には認められなかった。E15〜18 では小型（静止）軟骨細胞と前肥大軟

骨細胞に免疫活性が認められた。 

  



左図）E15、右図）E17 

 

肥大軟骨細胞では、HIF-1免疫活性は細胞質に弱くびまん性に認められるのに対し、小型の静止

軟骨細胞では、細胞膜直下の細胞質に強く局在した。 

 

 
左図）E16 肥大軟骨細胞、右図）E16 小型（静止）軟骨細胞 

 

低酸素群の培養胎仔下顎は対照群と比較して小さく、Meckel 軟骨は静止期に相当する小型の軟

骨細胞が多数を占めたが、対照群では前肥大軟骨細胞も認められた。低酸素群は対照群よりも強

い HIF-1免疫活性もつ軟骨細胞が多数認められた。 

 

この局在の違いについては、小型軟骨細胞においては HIF-1が細胞膜上にグルコーストランス

ポーターである GLUT1 を発現させ嫌気的環境下での効率よく ATP を産生することによって細胞

維持として働くことを、肥大軟骨細胞ではミトコンドリアのオートファゴソームの形成にして

オートファジーを促進させるのではないかと考えた。肥大軟骨細胞はアポトーシスにより死す

と考えられてきたが、実際にはアポトーシスはメッケル軟骨にはほとんど生じないことから、会

うとファジーによる細胞死が今結果から強く示唆される。これに関しては、他のオートファジー

関連因子の発現を確認した。  

 

低酸素環境下器官培養 

低酸素下で E10 下顎突起を培養すると、対照群と比較して明らかな小下顎症と軟骨の形態異常

を呈した。 

  

図）低酸素培養群 

 

組織学的な解析では、低酸素群では肥大軟骨細胞はほとんど見られず、小型の静止軟骨細胞で構

成されていた。HIF-αも、正常では見られない軟骨膜直下の軟骨細胞にも発現していた。この結

果から、低酸素下では軟骨細胞の分化（肥大化）は抑制され、結果として吸収も阻害または遅延

することが示唆された。軟骨吸収は表層（軟骨膜側）から起こるが、これは低酸素の影響を受け

にくいことと関連してるのではないかと思われる。さらには、軟骨としての維持にはある程度の

低酸素環境が必須であると考えられる。 



 

脂肪酸結合蛋白を発現するセプトクラスト 

E-FABP 免疫陽性セプトクラストはメッケル軟骨吸収の初期に初めて見出され、吸収面に沿って

局在していた（下図）。 

  

左図）吸収部のセプトクラスト、右図）拡大像 

 

マウス胎仔のメッケル軟骨は未石灰化軟骨基質に達する数本の突起、カテプシン B の発現およ

び、毛細血管周囲への局在という特徴を有していた。セプトクラストの突起の先端部は、von 

Kossa 陰性の非石灰化軟骨基質に接しており（上右図）、更に、セプトクラストの起源であるこ

とを骨端板軟骨で見出したペリサイト（血管周皮細胞）のマーカーも発現することから、メッケ

ル軟骨の吸収部において進入する毛細血管のペリサイトからセプトクラストが分化すると考え

られる。 

 

また、吸収面においてセプトクラストは肥大軟骨組織と破軟骨細胞との間に局在した。共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いた解析により、メッケル軟骨の消失過程の進行に伴って、セプトクラストと

その突起の数は減少することがわかった。セプトクラストの突起は、軟骨吸収の活動状態を反映

していると考えられる。 

  

左図）E16 の数本の突起をもつセプトクラスト、右図）E18（吸収末期）では突起が減少 

 

結論 

胎児下顎のメッケル軟骨はもともとは下顎骨の原基であったが、哺乳類以降は新たな下顎骨の

出現により一部を除いて不要となり、大部分は出生前に消失する。しかしその遺残は生後の下顎

骨や顎顔面の異常を来すことから、出生前までの急速な消失が正常な顎顔面形態形成には必要

である。今課題の実施により、長管骨の軟骨内骨化に見られるセプトクラストがメッケル軟骨の

吸収面に出現して、破骨細胞と役割分担をしながら急速な軟骨吸収を行うことを明らかにした。

また、吸収開始に必要な軟骨細胞の肥大化には、低酸素環境で誘導される因子の発現が関与して

おり、無血管組織である軟骨特有の細胞分化、吸収開始機構をもつことが強く示唆された。 
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