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Suummary:  Mouse mandibular angle development started as a coagulation of mesemchymal cells on the 15th

fetal day.  On the 16th fetal day, cells of the central portion of the cell coagulation showed metachromasia to
toluidine blue, and type 2 collagen positive chondrocytes were immunohistochemically detected.  After the 17th

fetal day, cartilaginous osteogenesis occurred with invasion of capillaries.  At the same stage, membranous
(perichondral) ossification occurred in the periphery of the chondrocyte mass.  These proliferating chondrocytes
showed positive reactions to type 2 collagen, type 1 collagen and osteopontin.  These results suggest that the
characteristics of mandibular angular cartilage are slightly different from those of normal physiological articular
cartilage.
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緒言緒言緒言緒言緒言
下顎骨の形態形成についての研究は数多く為されている
が1）、その多くは下顎関節頭に関するものである2,3）。下顎
関節頭を構成する軟骨は、一次軟骨とは異なり、下顎骨の
形態形成と無関係に遅れて分化・発育する二次軟骨である。
また、顎関節を構成するため臨床的に興味深いことも研究
対象となる一因だろう。しかし、同じ下顎骨において同様
に二次軟骨によって形成される下顎角部の軟骨についての
研究は、ほとんど行われていない。そこで本研究では、実
験材料としてマウスを用い、形成期の下顎角部について組
織学的および免疫組織化学的に観察した。

材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法
１．実験動物ならびに実験材料
　実験動物には、交配確認された ddY 系妊娠マウス（日
本エスエルシー株式会社）より得られた幼若なマウス胎仔
を用いた。親マウスは 23±2 ℃に設定された飼育室にて、
ソフトチップを敷き詰めたプラスチック製のケージ内で飼
育し、固形食のサンフレークと十分な水道水を与えた。胎
生14、15、16、17、18日齢まで、および出生直後（胎生19
日齢相当）の胎仔を検索材料として毎日採取した。胎生期
の試料採取には、親マウスをジエチルエーテルにて麻酔し、

開腹後胎仔から頭部を直ちに切り出した。また出生直後の
マウスの頭部も同様に切り出した。これら試料は4%パラホ
ルムアルデヒドりん酸緩衝固定液（pH 7.4）を用い、7日間
浸漬固定を行った。

２．組織学的ならびに組織化学的検索
浸漬固定した材料の頭部組織を、10%EDTA 溶液にて室温
で2週間脱灰した。以後通法に従ってパラフィンに包埋後、
顎下面より厚さ4mm の水平断連続切片を作製した。得られ
た切片に染色としてhematoxylin-eosin（HE）と0.1%
toluidine blue（TB) 染色を施し、光学顕微鏡にて観察した。

３．免疫組織化学的検索
一次抗体には、anti type I collagen antibody (LB-1102, LSL,

Japan), Aanti type II collagen antibody (LB-1297, LSL, Japan)‚

およびanti osteopontin antibody (MPIIIB10, DSHB, University

of Iowa, USA)を使用した。なお、これらの抗体は、ダコ
ChemMate 抗体希釈液にて anti type I collagen antibody ‚ anti

type II collagen antibody は 800倍、anti osteopontin antibody

は 50倍に希釈して使用した。
切片を脱パラフィンした後、下降アルコール系列から蒸
留水を通し、0.13% ペプシン処理を 37 ℃にて1時間した
後、0.03 %過酸化水素水によって内因性ペルオキシターゼ
活性の除去（室温、30分）を行った。その後、0.02Mりん
酸緩衝 0.15%M塩化ナトリウム水溶液 pH 7.0（PBS）で洗
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浄した。次いで各種一次抗体を４℃で一晩反応させ、PBS
で洗浄した。以後、ダコEnVisionTM+Kit-K5006（DAB）によっ
て染色した。核染には hematoxylin を用いた。なお、陰
性コントロールには一次抗体の代わりに PBS を使用した。

結果結果結果結果結果
1．組織学的ならびに組織化学的所見
1）胎生14日
下顎骨形成領域には未分化間葉細胞の凝集があり、メッ
ケル軟骨の頬側には、凝集した紡錘形の間葉細胞間にeosin
に好染する骨基質、すなわち線維性骨が随所に小塊状に形
成されていた。
2）胎生15日
下顎骨基質の連続性は増し、内部に封入細胞を容れる部
もみられた。形成された下顎骨の頬側、および後方には間
葉細胞の増殖があり、その間隙には多くの毛細血管があっ
た。なお、この時期までにメッケル軟骨を除き、これらの
部はTBに  metachromasiaを示さなかった。
3）胎生16日
下顎骨の遠心端には、核の大きなhematoxylinに濃染す
る未分化間葉細胞の大きな凝集塊が確認され、その中心に
は比較的核膜が明瞭、細胞質が淡明で、円形または楕円形
の細胞の集塊が存在した（図1 a, b ）。これら細胞の細胞
質はTBで弱いながらもmetachromasiaを示した（図1 c ）。
4）胎生17日
下顎骨の遠心端に半島状に形成された間葉細胞の凝集塊
は、細胞体が明るく核膜の明瞭な円形、ないし楕円形の軟
骨細胞から成っていた（図2 a, b ）。これらの細胞はTB
で metachromasiaを起こしていた（図2 c ）。また軟骨細
胞は、遠心端では核が大きく細胞質の乏しい細胞で、近心
になるのに従い核の染色性が弱まると共に、細胞質が大き
くかつ淡明化としていた。下顎骨遠心端に接する所では、い
わゆる肥大軟骨細胞の形態を呈し、同所には血管が侵入し
て軟骨内骨化が開始していた。さらに、下顎角部に形成さ
れたこれら軟骨集塊の周りには、とくにその前方１/２に
おいて骨芽細胞の増殖により直接骨形成が為されていた
（図2 b）。
5）胎生18日および出生直後（胎生19日相当）
下顎角部領域を形成する半島状の軟骨集塊の下顎骨体側
には、多くの血管の侵入が確認され、軟骨内骨化が進行し
（図3 a, b ）、軟骨細胞の集塊の割合はだんだん小さくなっ
ていった（図3 c）。これらの周囲には、最後方の細胞増殖
の著しい部を除くほぼ全域において鞘状に直接骨形成が為
されていた（図3 b ）。出生直後の組織像はほぼ18日のも
のと同一であった（図4 a～ c）。すなわち、軟骨内骨化が
かなり進み下顎骨体に連続する骨梁が形成されていた。

2．免疫組織化学的所見
1） Type II collagen　
　胎生14日および15日の標本において、下顎角部形成領域
にtype II collagen の陽性反応は認められなかった。胎

生16日において下顎骨体遠心側に増殖した間葉細胞の細胞
質には陽性反応を有する細胞がかなりあり、かつその中心
部に凝集している胞体の比較的大きな細胞の全ての細胞質
が陽性であった。（図5 a ）。17日以降においては同部に増
殖する軟骨細胞のほとんど全てが強い陽性反応を示した
（図6 ａ ,7 a, 8 a ）。
2） Type I collagen
　Type I collagen の陽性所見は、胎生14日から下顎骨
形成に関与する骨芽細胞（骨細胞）の細胞質に強く発現し
ていた。胎生16日にみられた下顎角部形成領域に増殖した
間葉細胞の細胞質に、弱い陽性反応があった（図5 b ）。さ
らにその中心部にある比較的胞体の大きな細胞の集塊にも、
強い陽性反応が得られた（図5 b ）。この陽性所見は胎生
17日（図6 b ）、18日（図7 b ）、および出生直後（図8 b
）といずれの時期にもあった。
3) Osteopontin
胎生16日の標本において、胞体の大きな細胞の集塊（軟
骨細胞）の細胞質に弱いosteopontin陽性反応が認められ
た（図5 c ）。この陽性反応は、胎生17日（図6 c ）、18
日（図7 c ）、および出生直後（図8 c ）にも発現してい
た。これらの陽性反応は、とくに18日以降ではその分布は
偏っていた。18日（図7 c ）では細胞集塊の辺縁の細胞が
強く陽性を呈していた。

考察考察考察考察考察
　口腔領域における骨や軟骨の研究は極めて多いが、その
主体は下顎骨体に関するもの1）と下顎関節頭軟骨に関する
ものである2,3）。これは緒言にも記したことであるが、臨床
的にも、また組織発生学的にも興味深いからであろう。し
かし同じ二次軟骨でありながら臨床的興味がない部位のた
めか、下顎角部を形成する軟骨についての研究はほとんど
為されていない。天願2）による下顎頭軟骨の組織発生に関
する論文の中で、下顎角部の所見が併記されているのみで
ある。
　下顎角部の組織発生に関して天願2）は、C57BL／6N系マ
ウスにおいて、胎生14.5日の下顎骨体原基遠心部領域に初
めて角部の原基が認められるようになり、胎生16日ではか
なり大きくなると記載している。今回のddY系マウスでの
観察では、TBにmetachromasiaを起こし、免疫組織化学的
にtype II collagen陽性を示し明らかに軟骨細胞への分化
を示したのは胎生16日であった。しかし、胎生15日ではTB
にmetachromasiaを起こさず、免疫組織化学的にもtype II
collagen陽性所見は検出されなかったものの、下顎骨体部
遠心側には未分化間葉細胞の凝集があった。したがってこ
れは下顎角部形成の原基であると考えられた。またこれら
の間葉細胞の凝集は胎生14日では認められなかったが、胎
生15日ではかなり大きなものであったので、今回の研究に
用いたddY系マウスにおいても胎生14.5日くらいから下顎
角部の原基が出現するものと思われた。なお、今回の免疫
組織化学的観察において、胎生 16 日の標本で type II
collagenの陽性反応は、軟骨細胞の集団の周囲にある未分
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図 1：胎生 1 6 日、間葉細胞の凝集の中心に比較的胞体の大きな細胞の集塊があり、T B に弱い　
metachromasiaを示す（ａ: HE, × 20; b: HE, × 100; c: TB, × 100）。
図2：胎生17日、下顎角部に形成された軟骨集塊の周囲、とくにその前方1／2には直接骨　形成があ
る（a: HE, × 20; b: HE, × 100; c: TB, × 100）。
図3：胎生18日、角部を形成する軟骨の下顎骨側には血管侵入があり、軟骨内骨化が始まっ　ている（a:
HE, × 20; b: HE, × 100; c: TB, × 40）。
図4：出生直後、角部の軟骨集塊は軟骨内骨化の進行により減少し、骨梁が増加している（a: 　HE, ×
20; b: HE, × 100; c: TB, × 100）。
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図5：胎生16日、胞体の大きな細胞にtype II collagen 陽性反応があり、周囲の細胞にも   弱い反
　応がある。type I collagen と osteopontin も陽性である（a: type II collagen, × 100; b: type
　I collagen, × 100; c: osteopontin, × 100）。
図6：胎生17日、ほとんど全ての軟骨細胞にtype II、type I collagen と osteopontinの陽性反応が
ある（a: type II collagen, × 100; b: type I collagen, × 100; c: osteopontin: × 100）。

図7：胎生18日、type II、type I collagen は増殖軟骨の中心部で強く陽性、osteopontinは周辺部の
細胞で強く陽性を示す（a: type II collagen,×100; b: type I collagen, ×100; c: osteopontin,
× 100）。

図8：出生直後、type II、type I collagen とosteopontin の陽性反応には偏りがみられる　（a: type
　II collagen, × 100; b: type I collagen, × 100; c: osteopontin, × 100）。
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化間葉細胞にも多くあった。この事実は上記推論を裏付け
るものであろう。
下顎関節頭軟骨においては、type I collagen およびtype
II collagen の発現を免疫組織化学的に検索し、軟骨細胞
における両者の同時産生が確認されている4）。さらに石割ら
5）は両者遺伝子の同時発現も明らかにしている。これらの
研究結果より、下顎関節頭軟骨では一般的な関節軟骨にお
ける軟骨内骨化の様相とは異なる知見が集積されつつある。
そこで、今回の下顎骨角部を形成する軟骨についてtype I
collagen とosteopontin の免疫組織化学的検索を行った。
まずtype I collagen についてであるが、これは一般的に
は骨基質を特徴付ける代表的なタンパクである。下顎角領
域に増殖し、組織学的に軟骨細胞の形態を示した細胞はTB
に metachromasiaを示し、かつ免疫組織化学的にtype II
collagen が発現していた。これは軟骨細胞としての基本的
性格を表現しているものである。しかし、今回の検索にお
いて、同じ細胞にtype I collagen の発現が免疫化学的に
確認されたのである。石割ら５）はマウスの下顎頭軟骨にお
ける遺伝組織化学的検索により、関節層、増殖細胞層、成
熟細胞層の軟骨にあると報告している。すなわち、同じ軟
骨細胞が軟骨基質を特徴付けるtype II collagenと、骨基
質を特徴付けるtype I collagen が、遺伝子レベルで同時
発現しているのである。したがって今回の免疫組織化学的
結果、すなわち下顎角部を形成する軟骨細胞は type II
collagen とともに同時にtype I collagen をも発現して
おり、軟骨細胞でありながらも骨芽細胞の性格をも持ち合
わせていることとなる。このことは、同じ二次軟骨として
発現する下顎関節頭軟骨と同様であり、一般の関節軟骨に
おける軟骨細胞の性格とは若干異なっていることを示すも
のである。しかしながら、今回の研究においては免疫組織
化学的追究のみであり、遺伝子レベルでの検索を行ってい
ない。これらについては重ねて追究する必要がある。
　次いでosteopontin の免疫組織化学的染色結果について、
これは骨基質タンパクとして発見されたが、現在では骨基
質以外にも広く分布していることが知られている。一般に
関節軟骨においてはその肥大軟骨層、とくに石灰化層に限
局して発現しているとされている６）。しかし、二次軟骨の1
つである下顎関節頭軟骨においての免疫組織化学的検索に
より、Shimizuら７）はほぼ全層にわたり発現していること
を見出した。これは今回の下顎角軟骨における結果とほぼ
同一である。

結論結論結論結論結論
マウスの下顎角部の形成は、胎生15日に間葉細胞の凝集
から始まり、胎生16日ではTBに異染性を示していた。免疫
組織化学的にcollagen type IIの発現する軟骨細胞に分化

していた。胎生17日以降では、下顎骨遠心端に接する部で
は、いわゆる肥大軟骨細胞の形態を呈し、同所には血管が
侵入し軟骨内骨化が開始していた。さらに、軟骨集塊の周
りに骨芽細胞の増殖による直接骨形成（軟骨外骨化）があっ
た。増殖した軟骨細胞には免疫組織化学的にcollagen type
IIの他、type Iとosteopontin が発現していた。以上、下
顎角部を形成する軟骨細胞の性格は、一般の関節軟骨のも
のと異なることが示唆された。
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