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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の進化の過程で，初めは全体に存在した肋骨が，哺乳類と鳥類では胸部に限
局するようになった．その結果，運動の自由度が増し，また柔軟な腹壁の獲得が，より活発な肺呼吸を可能にし
た． 
個体発生で，肋骨は体節に由来し，肋骨形成は胸部体節細胞が隣接する胸部側板への進入に始まる．ところが，
ニワトリ胚の移植実験では，同じ胸部体節細胞が，腰仙部側板には進入できず，十分な大きさの肋骨を形成しな
かった．培養系では，胸部体節細胞は胸部側板細胞と接触後，そのまま前進を続けようとしたが，腰部側板細胞
と接触すると移動の向きを変え，離れていった．これは生体内で見られた現象の反映といえ，今後，分子機構の
研究に活用できる．

研究成果の概要（英文）：In the course of the phylogenesis of vertebrates, the ribs has been 
localized in the thoracic region in their axial skeleton, which allow mammals and birds to acquire 
flexibility in their body and more active lung breathing.
In a developing embryo, the ribs are derived from the somites.  The rib-genesis begins with 
migration of somite cells into the lateral plate that is adjacent to the somites.  When we 
transplanted the thoracic somite into the lumbo-sacral region, the somite cells did not migrate into
 the lumbo-sacral lateral plate.  In vitro, when the thoracic somite cells contact thoracic lateral 
plate cells, the somite cells tended to migrate forwardly as before. On the contrary when the 
thoracic somite cells contact lumbo-sacral lateral plate, the somite cells start to migrate in the 
opposite direction.  These findings suggest that the behavior of somite cells in vitro represents 
the phenomenon seen in vivo.  This in vitro system would be available for further molecular study.

研究分野： 解剖学発生生物学

キーワード： 体節　側板中胚葉　細胞間相互作用　in vitroモデル　接触阻害　軸骨格　部域化　肋骨

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脊椎動物体幹の軸骨格は進化の過程で頭尾
軸に沿って分化してきた．初めは胴体全体に
存在した肋骨が哺乳類と鳥類では胸部に限
局するようになったのである．その結果，頸
部や腰部の運動の自由度が増し，また腹壁が
柔軟になることにより，より活発な肺呼吸が
可能になった． 
 軸骨格を構成する椎骨と肋骨は，いずれも，
個体発生中に一時的に出現する分節組織で
ある体節に由来する．各部域の体節はそれぞ
れ将来どのような形態の骨を形成するか，す
でに決定されている．例えば胸部体節を頸部
に移植すると，その移植された体節は頸部で
肋骨を形成する(Kieny et al., 1972)． 
 一方，この部域特異的な形態形成は，その
周囲組織にも依存している．我々は，ニワト
リ胚を用いて，体節中胚葉とその周囲組織と
の相互作用を，両者の間に遮蔽物を挿入する
ことで阻害しその影響を調べた．中軸組織と
体節中胚葉との間を遮断すると近位肋骨（下
図）が欠損した．これは脊索や底板，また Shh
分泌細胞の移植により回復することから近
位肋骨形成には脊索や底板が必要で有り，そ
れは Shh を介していることが分かった．同様
に表皮外胚葉と体節中胚葉との間を遮断す
ると遠位肋骨が欠損する．この分子機構につ
いては現在検討中である．側板中胚葉壁側板
の内側縁を切開し，そこへ遮蔽物を一時的に
挿入すると遠位肋骨胸骨部が欠損した(Sudo 
et al., 2001)．以上の結果から，肋骨は周
囲組織との関係により３つの部分に分ける
ことが出来た（下図）（Aoyama et al., 2005）．
なお，このうち近位肋骨と遠位肋骨椎骨部は
軸周部 primaxial 遠位肋骨胸骨部は軸外部
abaxial であり（Shearman & Burk, 2010，総
説），正に側板中胚葉と体節中胚葉との関係
の違いを示唆している． 

 
 我々は，この３つの部分の消長が部域化の
機構ではないかと考えて研究を進めてきた．
表皮外胚葉に依存して形成される遠位肋骨
の欠損したものが頸部や腰仙部の軸骨格と
考えられるのである．例えば，ニワトリ胚で，
胸部に過剰指を形成させると遠位肋骨胸骨
部が形成されない（Liem & Aoyama, 2008）．
また，腰仙部に胸部体節を移植すると，肋骨
は形成されるが，正常のものと比較して短い．
このキメラ胚の継時的観察から，我々は，体

節細胞の移動が側板中胚葉によって抑制さ
れているらしいことを見いだした（松森，修
士論文，2011）．胸部体節細胞は本来の位置
にあれば，胸部側板中に侵入して肋骨を形成
する．ところが，腰部に移植した胸部体節の
細胞は，移動を開始して，腰部の側板中胚葉
に出会ってもその中に侵入しない． 
 軸骨格の部域特異的形成は，このように，
その原基自身の持つ能力と，それを助長する，
あるいは抑制する周囲組織との影響が相ま
って成立するものと言える．胸部体節細胞が
腰部に侵入して腰部に肋骨を形成しようと
しても，腰部の側板細胞がそれを阻止するよ
うに働くために，胸部と腰部との境界が形成
されるのであろう． 
 
２．研究の目的 

(1) 肋骨形成の in vitro 実験系の確立：胸
部体節中胚葉と側板中胚葉との相互
作用を in vitro で再現したい．すなわ
ち，胸部体節中胚葉細胞が腰部側板
中胚葉細胞に出会ったとき，運動の
接触阻害が起きる，また進行方向が
変化することを期待する．胸部側板
中胚葉細胞と出会ったときにはその
ような進行の停止が見られないはず
である．  

(2) 体節細胞とその周囲組織との相互作
用を担う分子機構の探究：上の実験
系が確立すれば，それを用いて，体
節細胞と側板細胞との相互作用をに
なう分子機構を探索したい． 

 
３．研究の方法 

(1) 体節細胞と側板中胚葉細胞の in 
vitro 共培養 

 

【一次元培養の顕微鏡写真：左側に側板中胚
葉，右側に体節を置いた．幅 10µmの「道」
の上を細胞が移動する．両側から移動してき
た細胞が画面中央で衝突するように設置し，

間歇撮影を行った．】 



① 一次元培養（前ページの図を参
照）：ニワトリ 2.5-3 日胚の胸部と
腰部から，それぞれ体節と側板中胚
葉壁側板を単離し，同じ部位のもの
同士，異なった部位のもの同士を組
み合わせて培養した．培養はサイト
グラフ（大日本印刷）をもちいて，
限られた基質の上で一次元的に，ま
た体節細胞と側板中胚葉細胞が向
かい合って遊走するようにした．遊
走している細胞が衝突し，さらにそ
の後の挙動を定量的に解析するた
め間歇撮影を行った． 

② 二次元培養：通常の培養用ペトリデ
ィッシュに体節と側板の小塊を置
きそこから遊走してくる細胞集団
がつくる形態を調べる． 

(2) 体節細胞とその周囲組織との相互作
用を担う分子機構 1：細胞間相互作用
を担うとされている分子の発現パタ
ーンを，ニワトリ胚の各発生段階に
ついて，ホールマウント in situ ハイ
ブリダイゼーションにより検索する．
①それらの分子の発現が，実際に相
互作用しているはずの組織で認めら
れること，②相互作用に関わる発生
段階に特異的に発現すること，③相
互作用に関わる部域に特異的に発現
することが候補となり得る条件であ
る．  

① Eph-ephrin 系：ephrin とその受容
体である Eph は，ニューロンの軸
索ガイダンスや体節形成，血管形成
において反発性の因子として働い
ている．これが，体節細胞と側板中
胚葉壁側板の細胞に部域特異的，発
生段階特異的に発現していれば，胸
部体節と腰部体節の反発に関わっ
ている可能性が出てくる． 

② Wnt シグナル伝達系：遠位肋骨の形
成には表皮外胚葉が必要である．表
皮外胚葉が Wnt6 を分泌している
ことが知られているが，これが表皮
外胚葉-体節間相互作用を仲介する
のであれば，体節細胞にはその受容
体である frizzledが発現しているは
ずである．さらに，体節のどの派生
物で発言しているか分かれば，表皮
外胚葉の（Wnt の）直接の標的が，
椎板なのか，皮筋板なのかが明らか
になる．表皮外胚葉が直接骨格原基
である椎板に働くのか，あるいは，
筋の原基である皮筋板を介して働
くのか，といった問題にも迫れる 

③ 体節細胞とその周囲組織との相互
作用を担う分子機構 2：frzb は Wnt
と結合して，Wnt が frizzled と結合
するのを阻害する．frzb 遺伝子を導
入した QT6 細胞を，ニワトリ 2 日
胚の体節の近傍に移植し Wnt を阻

害した場合，表皮外胚葉と体節間を
遮断した場合と同様に，遠位肋骨の
欠損が見られるかどうかを検証す
る．もし遠位肋骨の欠損が見られた
場合，表皮外胚葉からの Wnt が遠
位肋骨形成に必要であることが分
かる． 

 
４．研究成果 

(1) 体節細胞と側板中胚葉細胞の in 
vitro 共培養 

① 体節細胞と側板中胚葉細胞との in 
vitro 衝突実験：一次元培養した体
節細胞と側板中胚葉が衝突した前
後に，それぞれの挙動がどう変化し
たかを調べた．胸部体節細胞は，腰
部側板中胚葉細胞に接触すると，進
行方向を変え，それまでとは逆の方
向に進んだ．これは胚内で見られた，
腰部に移植した胸部体節由来の細
胞が腰部側板内に進入できなかっ
たことを反映しているものと考え
られる．一方，胸部体節細胞が胸部
側板細胞と出会うと，胸部体節細胞
は糸状突起を基質の隙間へ伸ばす
が，側板細胞を押しのけることがで
きず移動を停止した．しかし，時に
は側板細胞の横をすり抜けて前進
を続けるものもいた．この組み合わ
せの培養は，正常胚の胸部で見られ
る，胸部体節細胞が側板細胞間に進
入することを反映しているのであ
ろう． 
 以上の細胞の挙動については定
量的なデータをとっている．現在そ
の値を元に数理モデルを構築しよ
うとしている．今回は一次元モデル
であったが，それをさらに発展させ
て二次元モデルを構築したい． 

② 二次元培養で見られるパターン：体
節と側板中胚葉の小塊からはいだ
した細胞がコンフルエントになっ
たとき，体節細胞集団と側板細胞集
団との境界に特徴が見られた．胸部
体節細胞集団と腰部側板細胞集団
の境界では，境界線に沿って細胞が
平行に配列した．一方，胸部体節と
胸部側板の共培養ではそのような
現象は見られなかった．この実験系
と，その数理モデルを現在確立しよ
うとしている．これが出来れば，細
胞間相互作用をになう分子機構の
検索が容易になる．すなわち，個々
の細胞を追跡しなくても，集団とし
ての挙動を観察するだけで，例えば
阻害効果等が検定できるからであ
る． 



(2) 体節細胞とその周囲組織との相互作
用を担う分子機構 

① Eph-ephrin 系の発現パターン：胸
部体節細胞が側板中胚葉に進入し
始める直前から肋骨の形態形成が
ほぼ完成するまでの期間にある，ニ
ワトリ 2-7 日胚について，EPH-A1，
A3，A4，A5，A6，A7，B1，B2，
B3，B6，ephrin-A2，A5，A6，B1，
B2 の発現パターンを調べた．しか
し，体節細胞と側板中胚葉壁側板細
胞に関しては，いずれも部域特異的，
発生段階特異的な発現は見られな
かった．体節-側板中胚葉間相互作
用に Eph-ephrin 系は関わっていな
いようである．（Eph，ephrin 各遺
伝子のプローブは，東京女子医科大
学生物学教室，石井泰雄博士の供与
による．ここに謝意を表します．） 

② Wnt シグナル伝達系：表皮外胚葉と
体節中胚葉およびその派生物につ
いて，Wnt6，frizzled7 の遺伝子を
単離し，プローブを作成した．ニワ
トリ 2 日胚についてそれらの遺伝
子発現を調べた予備的な結果では
まだ期待する結果が得られていな
い．今後その他の Wnt および
frizzled の遺伝子を単離しそれらの
発現パターンを調べる予定である． 

③ Wnt シグナル伝達系の in vivo 阻害
実験：frzb 発現 QT6 細胞を，ニワ
トリ 2 日胚の表皮外胚葉と体節中
胚葉との間に移植したところ，7 日
後，遠位肋骨の欠損を見た．しかし，
遺伝子導入をしていない QT6 細胞
を移植した対照群でも同様に遠位
肋骨が欠損していた．細胞そのもの
が物理的に表皮外胚葉と体節中胚
葉の相互作用を阻害していたので
ある．今後，表皮外胚葉，または体
節中胚葉といった，胚の組織そのも
のに frzb を遺伝子導入してその効
果を検討する予定である．肺内組織
への遺伝子導入はエレクトロポレ
ーションで行う．この技術について
は，我々の研究室で日常化している
ので実現可能である． 
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