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研究成果の概要（和文）：骨の形態形成制御機構を明らかにするため、ゼブラフィッシュの骨組織（鱗・舌顎
骨）の形成過程を解析した。鱗と舌顎骨の細胞で細胞外基質を分解するマトリックスメタロプロテアーゼ(mmp9)
が発現した。鱗では溝条・隆起線を構成する細胞で発現し、細胞を除去すると、再生鱗で溝条の形成が阻害され
た。舌顎骨では、舌顎骨孔を通り抜ける神経軸索のシュワン細胞と孔の周囲に隣接する破骨細胞でmmp9が発現し
た。シュワン細胞を除去すると舌顎骨孔周囲の軟骨細胞が過剰に肥大した。破骨細胞が低形成の変異体では、骨
形成に異常を示した。mmp9は、軟骨基質、骨基質の分解を促進することで舌顎骨の形態形成に必要であることが
示された。

研究成果の概要（英文）：Development of scales and the hyomandibular bone in zebrafish, and revealed 
that Matrix metalloproteinase 9(mmp9), which degrades the extracellular matrix (ECM), is expressed 
in groove and ridge of scales, and around the hyomandibular (Hm)foramen. We showed that ablation of 
mmp9-expressing cells of scales regeneration, resulted in significant reduction of groove, 
suggesting a role of mmp9 in scale morphogenesis.
In the hyomandibular bone, mmp9:GFP is expressed in Schwann cells myelinating the facial nerve 
passing thorough the Hm foramen.The genetical ablation of Schwann cells reduced size of the Hm 
foramen accompanied by excess hypertrophy of chondrocyte. Further, mmp9:GFP-expressing osteoclasts 
are required for enlargement of the Hm foramen by bone resorption. In the csfr-/- mutant fish, in 
which osteoclasts activities are impaired, enlargement of the Hm foramen was severely affected. 
These results show that mmp9 is essential for degradation of ECM during bone morphogenesis.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨の形態形成には、複数の細胞(骨芽細胞・破骨細胞・軟骨細胞)と細胞外基質が協調して働いている。これらの
細胞同士がどのように相互作用しているのかよく分かっていない。この研究では、骨芽細胞や破骨細胞による骨
リモデリングが骨の形態を制御するだけではなく、軟骨基質、骨基質の分解が重要な役割を担うことを示した。
その制御を担う分子としてmmp9を同定した。今後、mmp9の機能解析によって、分解する基質を明らかにし、その
とき生じる周囲の細胞の動態を調べることで、これまで知られていない骨の形態形成メカニズムを解明できると
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景  
 
生物の発生・再生過程において器官の形や大き

さは正確に制御されている。骨は巨大な結合組

織であるため、その形態や大きさの制御機構は

よく分かっていない。ゼブラフィッシュの骨組

織(鱗・舌顎骨)は透明な皮膚の下にあり、形成過

程が容易に観察できる。これまで、鱗には２種類

の骨芽細胞(中央細胞・辺縁細胞)が存在し、辺縁

細胞は表皮からのシグナルによって分化するこ

とを示した(Iwasaki et al., 2018. Dev. Biol.)。ま

た、鱗の骨基質の上面には多様な形態をした細

胞が存在し、それらは細胞外基質(ECM)を分解

するマトリックスメタロプロテアーゼ 9 

(mmp9)を発現した(Fig1-A, a.)。さらに、mmp9
は、ゼブラフィッシュ幼魚の舌顎骨(Fig1-B,b)で
も発現が見られたことから、mmp9 は様々な骨に

おいて形態形成に働くことが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
ゼブラフィッシュ鱗および舌顎骨の形態形成過程における mmp9 発現細胞の役割を明らかに

する。 

 
３．研究の方法 
【再生鱗における mmp9 発現細胞の除去実験】 
 まず初めに mmp9-GFP 系統を観察し、mmp9:GFP 陽性細胞が鱗の立体構造である溝条

(groove)、隆起線(ridge)に沿って存在することを示した(Fig1.A,a)。次に、mmp9 突然変異体

(mmp9tyt210/tyt210)の解析、および mmp9:GFP-NTR 系統をメトロニダゾール(Mtz)処理し、

mmp9:GFP 陽性細胞を除去した際の再生鱗の形態を解析した。mmp9 突然変異体は鱗除去後４

日で観察を行った。mmp9:GFP-NTR 系統は鱗除去 24 時間前に５mM Mtz 処理し、GFP の発

現が消失したことを確認した後、鱗を除去し、再生鱗を共焦点レーザー顕微鏡 LSM700(Zeiss)
を用いて観察した。 
 
【遺伝学的手法を用いた舌顎骨形成の解析】 
舌顎骨は神経頭蓋と顎骨を繋ぐ骨で、顔面神経軸索が骨の中央にある舌顎骨孔を通り抜ける

(Fig1-B,b, Fig3-B,C )。まず、舌顎骨の形成過程において各組織 (軟骨細胞、神経堤細胞、神経

軸索)を標識する以下の系統(col2:GFP、Sox10:RFP, Hgn39D)と mmp9:GFP 系統をそれぞれ掛

け合わせ、舌顎骨における mmp9:GFP 陽性細胞の局在を調べた。次に、mmp9 が発現するシュ

ワン細胞と破骨細胞の役割を、それぞれの細胞に異常を示す突然変異体(erbb2-/-, csfr-/- )を用い

て解析した。 

 
Fig.1. 鱗・舌顎骨における mmp9:GFP 陽性細
胞.  
mmp9:GFP は鱗の溝条および隆起線に局在す
る(A,a), 舌顎骨は頭蓋と顎骨を繋ぐ骨である
(B). mmp9:GFP 陽性細胞は神経軸索が通り抜
ける舌顎骨孔周囲に局在 (B-b). 
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４．研究成果 

【鱗における mmp9:GFP 陽性細胞の働き】 
 溝条は鱗に放射状に存在する骨化してい

ない溝であり、鱗の柔軟性を保つために働い

ていると考えられる。 

mmp9(-/-)突然変異体および mmp9:GFP-
NTR では、mmp9(+/-)と control(DMSO 処

理)と比べ再生鱗における溝条の形成が著し

く阻害された(Fig.2-C,D,E)。 
骨は、骨芽細胞が分泌する細胞外基質にリ

ン酸カルシウムが沈着し形成される。mmp9
陽性細胞は、ECM の分解を促進し、その結

果、溝条におけるカルシウムの沈着を防ぎ、

鱗の柔軟性を保つ働きがあると考えられた。 
 
【舌顎骨のリモデリング】 

 ゼブラフィッシュの舌顎骨は、胚発生期で

は、軟骨細胞により構成され、その後、周囲が

骨化し、硬骨に置き換わる(Fig.3-A, 
DeLaurier. 2018)。初期胚(受精後 4日)では、

mmp9:GFP は舌顎骨孔を通り抜ける顔面神経

軸索を構成するシュワン細胞で発現した

(Fig.3B, C.)。舌顎骨孔は、軟骨細胞の肥大に

伴い孔の直径が拡大した(Fig.4A- A’’)。一方、

シュワン細胞を欠損する系統(ErbB-/-)では、孔

の拡大がみられなかった(Fig.4B-B’’)。この

際、孔を取り囲む軟骨細胞が過剰に肥大した

(Fig.4-C, C’)。これらの結果から、シュワン細

胞が分泌する mmp9 が軟骨細胞の ECM を分解

し、軟骨細胞のリモデリングが生じることで、

孔の直径が大きくなることが考えられた。 

 その後、舌顎骨が骨化し始めると(Fig.3.A)、
舌顎骨孔はさらに拡大した(Fig.1b, Fig.3A)。

このとき、mmp9:GFP は舌顎骨孔の周囲に隣

接する破骨細胞で発現した(Fig.1b)。次に、破

骨細胞が低形成の突然変異体(csfr-/-)を解析し

た結果、舌顎骨孔の直径の拡大が阻害され、骨

形成に異常がみられた(Fig.5.)。この結果か

ら、骨化した舌顎骨の形態形成には、破骨細胞

による骨リモデリングが必要であることが明ら

かとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2. Mmp9 (-/-)突然変異体および mmp9:GFP-
NTRをMtz処理し、mmp9:GFP陽性細胞を除去し
た際の再生鱗. B) control. C ) mmp9 (-/-)変異体. D ) 
Mtz処理しmmp9:GFP陽性細胞を除去.  
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Fig.3. ゼブラフィッシュ舌顎骨の形態. 
A)舌顎骨の形態変化. B) 舌顎骨孔を通り抜ける
神経軸索. C)神経軸索を構成するシュワン細胞で
mm9:GFPが発現する. 
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Fig.4. 初期胚における舌顎骨孔のサイズ変化. 
A-A’’) 発生に伴い舌顎骨孔は拡大する. B-B’’) シュ
ワン細胞を除去すると舌顎骨孔のサイズは縮小す

る. C, C’) シュワン細胞が欠損すると軟骨細胞は過
剰に肥大する. 
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 以上の結果から、mmp9 は発生初期と成

長期では異なる役割を持つことが示され

た。(1) 発生初期では、舌顎骨孔を通る神

経軸索のシュワン細胞で発現し、周囲の軟

骨細胞をリモデリングする。(2)成長期で

は、骨化した舌顎骨孔にある破骨細胞で発

現し、骨表面を分解することにより軸索が

通る孔が拡大する。 
 本研究により、骨と軟骨の形態形成において、異なる細胞が同じ分子を使って周囲の ECM
を分解する役割を担うことが示された。今後、mmp9 の機能解析をすすめ、分解する基質を特

定し、そのときに生じる周囲の細胞の動態を解析することで、これまで知られていなかった骨

の形態形成メカニズムが解明できると考えられる。 
 

 
Fig.5.突然変異体 Csfr-/-における舌顎骨の形態. 
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