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研究成果の概要（和文）： 

 下顎頭軟骨は、表層の未分化間葉系細胞が軟骨細胞に分化し成長するが、メカニズムは明ら

かになっていない。本研究では、1 日、1 週、3 週齢マウスの下顎頭軟骨における Ten-m/Odz3

遺伝子の発現を in situ ハイブリダイゼーション法を用いて明らかにした。Ten-m/Odz3 遺伝子

は、表層の線維層、増殖および成熟軟骨細胞で発現し、肥大軟骨細胞では発現が認められなか

った。マウス軟骨細胞前駆細胞株 ATDC5 細胞でも、Ten-m/Odz3 遺伝子は間葉系細胞から軟

骨細胞へと分化する初期段階において発現した。以上より、Ten-m/Odz3 は下顎頭軟骨の初期

分化に関与している可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 The mandibular condyle has been speculated to develop via the differentiation of the 

fibroblast-like cells covering the condyle into chondrocytes; however, the developmental 

mechanisms behind this process have not been revealed. We describe the temporal and 

spatial expression of Ten-m/Odz3 mRNA as determined by in situ hybridization in mouse 

mandibular condylar cartilage of 1 day, 1 week, and 3 week of age during the early stages 

of development. Ten-m/Odz3 was expressed in the fibrous layer and the proliferating and 

mature chondrocyte layers, but was not detected in the hypertrophic chondrocyte layer. 

Furthermore, we evaluated the in vitro expression of Ten-m/Odz3 using ATDC5 cells, a mouse 

chondrogenic cell line. Ten-m/Odz3 was expressed during the early stage of the 

differentiation of mesenchymal cells into chondrocytes. These findings suggest that 

Ten-m/Odz3 is involved in the differentiation of chondrocytes and that it acts as a 

regulatory factor in the early stages of the development of mandibular condylar cartilage. 
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節形成遺伝子の中のペアルール遺伝子とし

て同定され、ヒトからショウジョウバエまで

様々な種で発現が認められており、主に神経

系における発現について研究されてきた。脊

椎動物における Ten-m/Odz遺伝子の機能は不

明であるが、神経系以外でもニワトリ肢芽の

体軸決定に関与する apical ectodermal 

ridge、zone of polarizing activity や胎生

マウスの顎顔面領域の間葉組織での発現が

報告され、発生時期における形態形成への関

与が考えられている。しかしながら、顎顔面

領域における Ten-m/Odz3 の詳細な発現部位

やその機能については不明である。 

顎顔面骨格の一部である下顎頭軟骨は頭蓋

骨とともに顎関節を構成し、咀嚼などの複雑

な運動に適応しているだけでなく、下顎骨の

成長にも寄与しており、長管骨の関節軟骨と

成長板軟骨の両方の機能をもつ特徴的な組

織である。構造的に四肢の関節軟骨や成長板

軟骨が薄い軟骨膜におおわれているのに対

し、下顎頭軟骨は間葉系組織でおおわれてお

り、胎生および出生後の下顎骨の成長はこの

下顎頭軟骨の表層に存在する未分化な間葉

系細胞が軟骨細胞に分化後、内軟骨性骨化が

起こることによると考えられている。鰓弓症

候群等の先天異常による小下顎症や顔面非

対称、下顎骨の過成長による下顎前突症では、

この特徴的な組織である下顎頭の形成不全

や成長障害により、審美的のみならず咀嚼、

発音、睡眠時無呼吸等、機能的にも著しい障

害が発生する。下顎骨に起こる形態異常を理

解するうえで、下顎骨の成長に関与する下顎

頭表層の未分化間葉系細胞から下顎頭軟骨

細胞への分化を分子レベルで解明すること

が非常に重要であるが、未だそのメカニズム

は明らかとなっていない。 

 

２．研究の目的 

下顎骨の成長に寄与している下顎頭軟骨表

層の未分化間葉系細胞から軟骨細胞への分

化を分子レベルで解明し、下顎頭軟骨の形成、

成長、機能維持のメカニズムを究明すること

を目的とし、さらに、未分化間葉系細胞から

軟骨細胞への分化、軟骨細胞の増殖・分化に

対する Ten-m/Odz3 の役割についても検討す

る。 

 

３．研究の方法 

(1) 新生仔期、成長期マウスの下顎頭軟骨、

大腿骨関節軟骨、大腿骨成長板軟骨における

Ten-m/Odz3 遺伝子発現の検索 

生後 1日齢、1週齢、3週齢の雄性 ICR マウ

スをジエチルエーテル全身麻酔下で 4％パラ

ホルムアルデヒド(PFA)を用いて灌流固定を

行った。下顎骨と大腿骨を摘出し、エチレン

ジアミン四酢酸(EDTA)にて脱灰後、通法に従

いパラフィン包埋した。ミクロトームを用い、

厚さ 7μmの連続切片を作成した。下顎頭軟

骨、大腿骨関節軟骨、大腿骨成長板軟骨のそ

れぞれ特徴的な層構造を同定するために、連

続切片を用いてヘマトキシレン－エオジン

染色、トルイジンブルー染色および I型、II

型、X 型コラーゲンの RNA プローブを用いた

in situ ハイブリダイゼーション法を行った。

新生仔期および成長期で同定された各分化

段階の軟骨細胞における Ten-m/Odz3 遺伝子

の発現および分布を、連続切片を用いて in 

situ ハイブリダイゼーション法により検索

した。プローブは Digoxigenin で標識し、ハ

イブリダイゼーション後の反応物の可視化

は NBT/BCIP により行った。 

(2) 下顎骨骨折モデルの作成 

6週齢雄Wistar系雄性ラットを腹腔内ペント

バルビタール全身麻酔下にて右側下顎骨を

経皮的に露出させ、下顎枝後縁の中央から下

顎切痕にかけて骨折線を加え、下顎枝を骨折

させた。下顎骨が完全に骨折していることを

確認し、骨片を元の位置に戻し、切開した筋

組織および皮膚を縫合した。 

(3) 下顎骨骨折治癒過程における

Ten-m/Odz3 遺伝子発現の検索 

右側下顎枝の骨折後、7、14 日にジエチルエ

ーテル全身麻酔下で 4％PFA を用いて灌流固

定した。右側下顎骨を摘出し、EDTA にて脱灰

後、通法に従いパラフィン包埋した。ミクロ

トームを用い、厚さ 7μmの連続切片を作成

した。Ten-m/Odz3、I、II、X 型コラーゲン遺

伝子の発現を in situハイブリダイゼーショ

ン法により検討した。 

(4) マウス軟骨細胞前駆細胞株 ATDC5におけ

る Ten-m/Odz3 遺伝子発現の検索 

マウス軟骨細胞前駆細胞株 ATDC5 を 2×10

4

 

cells/wellの濃度で24-wellプレートに播種

し、培養 5日後に培養細胞がコンフルエント

に達した後、軟骨への分化誘導のために

Insulin-Transferrin-Selenium Supplement

を添加した。培養開始後5, 8, 11, 14, 17, 20, 

23, 26 日に細胞を回収し、RNA を抽出した。

経時的に抽出した RNA から Ten-m/Odz3 と軟

骨分化のマーカーである I 型、II 型、X 型コ

ラーゲン遺伝子の発現を RT-PCR を用いて測

定した。 

 

４．研究成果 

(1) 下 顎 頭 軟 骨 の 形 成 過 程 に お け る

Ten-m/Odz3 の発現について 

1日齢、1週齢、3週齢マウスの下顎頭軟骨は、

すべての週齢において表層に線維性組織が

認められ、その下層に軟骨組織、続いて内軟

骨性骨化による骨組織が存在していた。週齢

を重ねるにつれ下顎頭は近遠心的幅径を増

し、下顎頭に占める軟骨の割合が減少すると

ともに骨組織の割合が増加していた。

Ten-m/Odz3 遺伝子の発現は、1日齢マウス下



 

 

顎頭軟骨では、I 型コラーゲン遺伝子を発現

している線維層全域および I型コラーゲンと

II 型コラーゲン遺伝子の両方を発現してい

る増殖軟骨細胞に強く発現していた。また、

II 型コラーゲン遺伝子が発現していた成熟

軟骨細胞では Ten-m/Odz3 遺伝子の弱い発現

を認めた。しかし、X 型コラーゲン遺伝子が

発現していた肥大軟骨細胞にはほとんどそ

の発現を認めなかった。1 週齢マウス下顎頭

における Ten-m/Odz3 遺伝子の発現は、1日齢

マウス下顎頭軟骨と同様に、線維層および増

殖軟骨細胞層で強く認められ、成熟軟骨細胞

でも認められた。しかしながら、3 週齢マウ

ス下顎頭軟骨では、Ten-m/Odz3 遺伝子は、1

日齢および 1週齢にマウス下顎頭軟骨と異な

り、線維層下部、増殖軟骨細胞層、成熟軟骨

細胞層で強く発現したが、線維層の上部では

ほとんど発現が認められなかった。大腿骨で

も同様であった。 

(2) 下顎枝骨折モデルを用いた軟骨分化過

程における Ten-m/Odz3 遺伝子の発現につい

て 

骨折後 7 日では、骨折部周囲に II 型コラー

ゲン遺伝子を発現する軟骨細胞が認められ、

その周囲には I型コラーゲン遺伝子を発現す

る凝集した間葉系細胞が認められた。

Ten-m/Odz3 遺伝子は、I型コラーゲン遺伝子

を発現する間葉系細胞に強く発現したが、II

型コラーゲン遺伝子を発現する軟骨細胞で

の発現は弱くなっていた。骨折後 14日では、

骨折治癒が進み軟骨形成部に I型コラーゲン

遺伝子を発現する間葉系細胞は認められな

くなり、II 型コラーゲン遺伝子を発現する成

熟軟骨細胞と X型コラーゲン遺伝子を発現す

る肥大軟骨細胞が認められた。Ten-m/Odz3 遺

伝子は、引き続き軟骨細胞に発現していたが、

軟骨分化に伴いその発現は弱くなり、最終分

化した肥大軟骨細胞にはあまり発現が認め

られなかった。以上より、ラット下顎枝骨折

治癒過程において、Ten-m/Odz3 遺伝子は軟骨

細胞に分化前の凝集した間葉系細胞に強く

発現し、軟骨分化と共に発現が弱くなってお

り、軟骨の初期分化に関与している可能性が

示唆された。 

(3) マウス軟骨細胞前駆細胞株 ATDC5細胞を

用 い た 軟 骨 細 胞 の 分 化 過 程 に お け る

Ten-m/Odz3 遺伝子の発現について 

I 型コラーゲン遺伝子は、ATDC5 細胞の培養

5, 8, 11, 14 日目に発現が認められた。II

型コラーゲン遺伝子は、培養 5, 8 日には発

現が認められなかったが、11 日以降に発現し

ていた。X 型コラーゲン遺伝子の発現は、17

日に認められ、それ以降、発現が増強してい

た。Ten-m/Odz3 遺伝子の発現は、培養 5，8，

11 日に強く認められた。従って、Ten-m/Odz3

遺伝子は、ATDC5 細胞において、I 型コラー

ゲン遺伝子の発現と同様に未分化な細胞か

ら軟骨細胞へと分化する初期段階に発現を

認めた。以上より、Ten-m/Odz3 は、軟骨細胞

の分化に関与し、下顎頭軟骨の初期分化の調

節因子として働いている可能性が示唆され

た。 
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