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研究成果の概要（和文）：　本研究では、アリザリンレッドSを用いた骨染色法を発生初期胚に適用し、鶏胚な
らびにマウス胚の個体発生に伴う骨形成過程の詳細を明らかにした。硬骨が形成される部位は発生段階によって
異なり、鶏胚では孵卵12日（E12）頃に、上顎、下顎、頭蓋骨（側頭部）、大腿、下腿、中足骨、上腕、前腕で
染色が見られた。マウス胚では、胎生14日（E14）から下顎、鎖骨で最初の染色が見られた。鶏胚、マウス胚と
も、頭部は硬骨の形成が早く、脊柱や足趾、手指などは、他の部位と比べて硬骨の発生時期が遅いことなどが明
らかとなった。　　

研究成果の概要（英文）：We examined developmental processes of bone formation in chick and mouse 
embryos using a bone staining method with alizarin red S.  The stage of bone formation was different
 between regions.  In the chick embryo, the first staining of the bone was observed at E (days of 
incubation) 12 in the maxillary, mandibular, cranial, femoral, tibial/fibulal, metatarsal, humeral, 
and radial/ulnal bones.  In the mouse embryo, the first staining of the bone was observed at E (days
 of pregnancy) 14 in the mandibular bone and clavicula.  In both the chick and mouse embryos, 
development of the cranial bone was earlier, and that of the vertebral and digit bones was later 
than formation of the other regions.

研究分野：生理学

キーワード： 骨形成　発生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 妊娠期におけるミネラル・ビタミンの欠乏

は、胎児に様々な悪影響を及ぼすことが知ら

れている。我が国では、ミネラルの中でも特

にカルシウムの摂取量が不足している。胎児

の骨形成に必要なカルシウムは母体から供

給されるカルシウムに依存しているため、母

体のカルシウム不足は胎児に大きな影響を

与えると考えられており、妊娠期におけるカ

ルシウムの積極的な摂取の重要性が指摘さ

れている。胎児の骨形成は、発生の中でもあ

る一時期に集中して起こるが、その時期を考

慮した上での栄養指導はほとんど行われて

おらず、カルシウム欠乏の影響がどのように

現れるのかについても明らかにされていな

い。この原因は、胎児の骨形成過程の詳細な

データが得られていないこと、妊娠期の栄養

状態についての評価が出生前後の時期に限

局していることなどがあると考えられる。   

 

２．研究の目的 

 本研究では、骨・軟骨染色法を発生初期胚

に応用し、個体発生に伴う骨形成過程の詳細

を明らかにするとともに、カルシウム欠乏の

影響について考察することを目的として計

画された。時間的な制約から、カルシウム欠

乏の影響については詳細を詰めることがで

きなかったため、本報告書では、骨形成過程

について得られた結果を中心に報告する。 

 

３．研究の方法 

(1) 標本の固定・洗浄 

 本研究の実施においては、関東学院大学生

物研究倫理委員会の承認を得、日本学術振興

会「動物実験の適正な実施に向けたガイドラ

イン」を尊守した。 

 鶏 胚 の 解 析 で は 、 受 精 卵 （ White  

Leghorn：白石実験動物供給所、埼玉）を 38℃、

湿度約 60%の孵卵器に入れ、孵卵 5～18 日目

(E5～E18)に孵卵器から取り出した。鶏卵か

ら鶏胚を取り出し、Ringer 液中で周囲の余分

な 膜 を 取 り 除 い た 。 発 生 段 階

（Hamburger-Hamilton stage）を確認し、必

要に応じて写真撮影を行った後、10 %ホルマ

リン液中で、5～8週間保存した。鶏胚をシャ

ーレに移し、リン酸緩衝液（0.1M）中で内臓、

眼球（網膜も含む）を取り除いた。標本をリ

ン酸緩衝液で洗浄し、50 %エタノール中に 2

日置いた後、100 %エタノールに置換した。

実験に用いた Ringer 液の組成は、NaCl 138mM、

KCl 5.4mM、CaCl2 1.8mM、MgCl2 0.5mM、glucose 

10mM、Tris-HCl buffer (pH7.26～7.28) 10mM

である。 

 マウスの解析では、マウス母体（日本生物

材料研究所）にエーテル麻酔を施した後頸椎

を脱臼し、胎仔を摘出した。実験には E13～

E18 の胎仔、P0～P2 の新生仔を使用した。E

は胎生日数、P は出生後日数を示す。氷冷し

た Ringer 液中で周囲の余分な膜を取り除い

た後、10 %ホルマリン液中で 1 週間～5 ヶ月

保存した。その後、胎仔・新生仔をシャーレ

に移し、リン酸緩衝液(0.1M、pH7.4)中で内

臓を取り除いた。E13、E14 の一部の標本では、

標本の形をきれいに保つため、内臓の除去を

行わないか、肝臓のみを取り除いた。実験に

用いた Ringer 液の組成は、NaCl 149mM、KCl 

5.4mM、CaCl2 1.8mM、MgCl2 0.5mM、Tris-HCl 

buffer (pH7.41～7.43) 10mM である。 

(2) 軟骨の染色 

 一部の標本では、タンパク質の溶解の前に

軟骨染色を行った。標本を 50 %エタノール中

に 1 日置いた後、100 %エタノールに置換し

た。エタノールを軟骨染色液（100 %エタノ

ール 80 ml、氷酢酸 20 ml、アルシアンブル

ー1 ml の割合で混合）に置換し、1日つけて

軟骨を青く染色した。軟骨染色液を抜き取り、

約 2 時間 30 分間隔で 95 %、50 %、20 %エタ

ノール、四ホウ酸ナトリウム飽和水溶液に置

換した。 

 (3) タンパク質の溶解 



 ホルマリン固定後の標本（硬骨染色のみの

場合）、または軟骨染色後の標本（硬骨・軟

骨染色両方行った場合）を、トリプシン液（四

ホウ酸ナトリウム飽和水溶液 30 ml、脱イオ

ン水 70 ml、トリプシン（乾燥粉末）約 1 g

の割合で混合）に浸し、40 ℃の恒温器内に 1

日～39 日おいてタンパク質を溶解させた。ト

リプシン液は、濁りが生じたら新しい液に取

り換えた。 

(4) 硬骨の染色とタンパク質のさらなる透

明化 

 トリプシン液を 0.5 %水酸化カリウム液に

置換し、標本を洗浄した。さらに、0.5 %水

酸化カリウム液を硬骨染色液（0.5 %水酸化

カリウム溶液 100 ml、アリザリンレッド S  2 

mg の割合で混合）に置換し、1日おいて硬骨

を赤紫色に染色した。硬骨染色液を 0.5 %水

酸化カリウム液に置換し、透明化の様子を見

ながら 1日～39 日おいた。水酸化カリウム液

中に 39 日おいても透明化が不十分だった標

本では、再びトリプシン液に戻して透明化を

促進させた。 

(5) グリセリン置換 

 0.5 %水酸化カリウム液を、濃度の低いグ

リセリン液から濃度の濃いグリセリン液に 3

日間隔で順番に浸し、最終的に保存液（グリ

セリン 100 ml、チモール 25mg の割合で混合）

に置換し、保存した。  

 

４．研究成果 

 本実験では、軟骨染色と硬骨染色の両方を

行ったが、軟骨の染色が明瞭ではなかったた

め、硬骨染色の結果に着目してデータの整理

を行った。 

(1) 鶏胚における骨形成過程の解析 

 鶏胚標本では、E11 までは硬骨は全く染色

されず、このことから硬骨は E11 までは未発

生だと考えられた。硬骨の染色は、E12 の発

生段階で初めて認められ、上顎、下顎、頭蓋

骨(側頭部)、大腿、下腿、中足骨、上腕、前

腕の骨が染色された（図１）。 

図 1 E12 鶏胚の全身写真 

 

図 2 E13 鶏胚の全身写真 

 

 E13 では、E12 で染色された部分がよりは

っきりと識別できるのに加えて、頭蓋骨の前

頭部と後頭部、中手指、肋骨、肩甲骨、寛骨

が新たに染色された（図 2）。 

 E14 では、頭蓋骨の頭頂部が新たに染色さ

れ、また、E13 まではみられなかった脊柱(頸

部、胸部)と足趾の染色が認められた。さら

に、E13 で初めて染色された頭蓋骨の前頭部、

中手骨、肋骨、肩甲骨、寛骨で、染色の増大

がみられた。 

 E15 では、頭蓋骨各部位と脊柱(頸部、胸部)

の染色が増大した。足趾に関しては、E14 の

1 例で染色が認められたにも関わらず、E15

では染色されたものと染色されなかったも

のが混在し、発生の進み具合に個体差のある

ことが示唆された。 

 E16 では、新たに手指の染色が認められ、

また、E15 までは明瞭ではなかった脊柱腰部



の染色がはっきりと識別できるようになっ

た。さらに、E15 と比べて、頭蓋骨の前頭部、

後頭部、頭頂部、脊柱の頸部、肋骨、肩甲骨、

寛骨、上肢の各部位(上腕、前腕、中手骨)、

下肢の各部位(大腿、下腿、中足骨、足趾)の

染色が増大した。 

 E17 以降に新たに染色が確認された部位は

なく、全体に骨が大きく、染色がより明瞭に

なった。E16 に比べて E17 で染色が増大した

のは、脊柱の胸部、腰部であり、E17 に比べ

て E18 では、さらに足趾と手指の染色された

骨の個数が増大した。 

 

(2) マウスにおける骨形成過程の解析 

 マウス胚では、E13 までは硬骨は全く染色

されず、このことから硬骨は E13 までは未発

生だと考えられた。硬骨の染色は、E14 の発

生段階で初めて認められた。E14 では個体差

が大きく、ある標本では全く染色が見られな

かったが、別の標本では下顎と鎖骨が染色さ

れ、さらに他の標本では、前頭部と上腕、肋

骨、肩甲骨にも染色が見られた。最も染色領

域が広かった標本では、前頭部、側頭部、上

顎、下顎、上腕、前腕、大腿、鎖骨、肋骨、

肩甲骨に、明らかな染色が認められた。 

 個体間での染色の違いは E15 でも大きく、

染色されなかった標本と染色された標本が

混在し、発生の進み具合に個体差のあること

が示唆された。E15 で最も広い領域が染色さ

れた標本では、E14 で最も広い領域が染色さ

れた標本と比較して、頭頂部、脊柱（頸部、

胸部）の染色が新たに認められたが、一方で

下肢の染色は認められなかった。 

 E16 では、後頭部、下腿、寛骨が新たに染

色され、また E15 まではみられなかった脊柱

(腰部)の染色が認められた。さらに、E14～

E15 で個体差の見られた、頭部、上顎、下顎、

上腕、前腕、大腿、鎖骨、肋骨、肩甲骨、脊

柱（頸部、胸部）の染色が、すべての標本で

認められるようになった。 

 E17 では、上肢の中手骨が新たに染色され

た。また、側頭部、後頭部、上顎、下顎、上

腕、前腕、大腿、下腿、鎖骨、肋骨、肩甲骨、

寛骨、脊柱（頸部、胸部、腰部）など、広い

部位の染色が増大した。 

 E18 では、新たに上肢の手指、下肢の中足

骨、足指の染色が認められた。また、上顎、

中手骨、大腿、下腿、寛骨の染色が増大した。 

 P0以降に新たに染色が確認された部位はな

く、全体に骨が大きく、染色がより明瞭にな

った。E18に比べて P0で染色が増大したのは、

頭部の骨、上肢の中手骨、手指、下肢の中足

骨、足指であり、P0 に比べて P1 では、さら

に上肢の手指、下肢の中足骨、足指の染色が

増大した。P2 では、軟部組織の透明化が不完

全だったために硬骨染色の度合いを明瞭に判

断できなかった。 
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