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形態学的ならびに分子生物学的検索
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Morphological and Molecular biology Study of Cranial Base Synchondrosis in 
Cartilage Calcifi cation Insuffi  cient Rat

TAKEUCHI AYA1）, NAGAYAMA MOTOHIKO2）, TANAKA MASAMI3）, 
WATANABE MINORU4）, AMANO HITOSHI5）, SHIBATA SHUNICHI6）, KITAI NORIYUKI1）

CCI ラットは，全身性に長管骨の低成長など骨格的な形態異常を示す．これまでの兄妹交配では CCI ラッ
トが約 25％の頻度で誕生することから，常染色体劣性遺伝性疾患である可能性が予測されたが，具体的な
遺伝様式や病態解明には至っていない．そこで，軟骨内骨化を示す頭蓋底軟骨結合に着目し，SD ラットと
CCI ラットを形態学的ならびに分子生物学的に比較検討した．マイクロ CT 画像，HE 染色および SOFG 染
色の結果から，軟骨幅が増大し骨化が遅延することが低成長に繋がると考えられた．BMD 値，DMP1 のリ
アルタイム PCR や ISH の結果から，骨密度や骨成熟については SD ラットと CCI ラット間に差がないと考
えられた．BrdU 免疫染色から，CCI ラットでは軟骨細胞の過剰な増殖が認められた．また Gli1 の発現分
布を広範囲に認めることから，成長板軟骨における軟骨細胞の成熟異常が示唆された．しかし，Ihh の発現
には差が認められないことから，CCI ラットの骨化は，Ihh シグナル系による骨化制御とは異なり，独立し
た Gli1 が関連するシグナル系の異常である可能性が高いと考えられた．さらに，DMP1 の発現減少が CCI
ラットの肥大層軟骨細胞で認められることから，CCI ラットでは肥大層軟骨細胞のアポトーシスの異常が生
じ，肥大層の幅が広がった可能性が高いと考えられる．

CCI ラットの形態異常は軟骨細胞の過剰増殖と肥大層軟骨細胞の未成熟によるもので，その発症機序には，
Gli1 や DMP1 の発現と分布異常が関係している可能性が示唆された．

キーワード：軟骨石灰化不全ラット，CCI ラット，頭蓋底軟骨結合

CCI rats show skeletal morphological abnormality such as low growth of long tubular bone systemi-
cally. Since CCI rats are born at a frequency of about 25% in previous brother-sister breeding, it was pre-
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が知られている 9-19）．しかし，頭蓋底の成長と頭蓋顔
面の発育異常については分子レベルで因果関係を解明
するまでに至っていない 20）．頭蓋顔面において，頭蓋
底軟骨結合の発生と成長メカニズムを理解することは，
発育異常と治療法の模索に役立つと考えられている 2）．

軟骨内骨化の異常に伴う発育異常を検討するた
めには，自然発症型のモデルラットが必要となる．
Tanaka ら 21）は，Sprague-Dawley （SD）ラットから
軟骨石灰化不全（Cartilage calcifi cation insuffi  cient, 
CCI）ラットの繁殖に成功した．CCI ラットは SD ラッ
トと比較し，全身性の低成長，未熟な軟骨の残存によ
る骨化不全および泉門開存など，顕著な形態異常を示
す．また，異常形質発現については，兄妹交配により
CCI ラットが約 25％の頻度で誕生することから，相
同染色体がホモ接合による形質発現を示す劣性遺伝性
様式をとることが予測されている 21）．

そこで本研究では，軟骨内骨化の異常を示す CCI
ラットの頭蓋底軟骨結合に着目し，SD ラットと CCI
ラットを形態学的ならびに分子生物学的に比較検討
し，軟骨結合の形態的発育異常とこれに関連する分子
機構を明らかにすることを目的とした．

材料と方法

1．実験動物
実験には生後 2 週齢の雌性 SD ラットと CCI ラット

各 20 匹を用いた（図 1）．CCI ラットについては，聖
マリアンナ医科大学の動物研究センターにて系統維持
されたラットを用いた 21）．ラットは朝日大学歯学部実
験動物飼育施設において以下の条件で飼育した．室温

（22 ± 2℃）と湿度（55 ± 2％）は一定に保ち，明暗

dicted that it may be an autosomal recessive inherited disorder. However, specifi c genetic modalities and 
pathological conditions have not been elucidated. Therefore, I focused on  cranial base synchondrosis  show-
ing intra-cartilage ossifi cation, and compared the morphologically and molecular biologically the SD rats 
and CCI rats. From the results of micro CT images, HE staining and SOFG staining, it was considered 
that the increase in cartilage width and delayed ossifi cation leads to low growth. Based on the BMD value 
and real time PCR of DMP 1 and ISH results, it was considered that there is no diff erence between SD 
rats and CCI rats concerning bone density and bone maturation. BrdU immunostaining showed excessive 
proliferation of chondrocytes in CCI rats. In addition, since the expression distribution of Gli1 was widely 
recognized, it was suggested that chondrocyte maturation in growth cartilage. However, since there is no 
diff erence in the expression of Ihh. These fi ndings suggest that the ossifi cation of CCI rats is highly likely to 
be an abnormality in the signal system associated with independent Gli1, unlike ossifi cation control by the 
Ihh signal system. The morphological abnormality of CCI rats was due to hyperproliferation of chondro-
cytes and immature maturation of hypertrophic chondrocytes, suggesting the possibility that expression and 
distribution abnormality of Gli1 and DMP1 may be involved in the onset mechanism.

Key words：CCI Rat, Cranial base synchondrosis

緒 言

頭蓋顔面は 20 以上の骨から構成され，頭蓋骨，頭
蓋底および顔面骨の 3 つに分けられる．頭蓋底は，篩
骨，蝶形骨，側頭骨および後頭骨から構成され，脳を
下部から支持する役割を持つ．また，頭蓋底は脳の成
長に合わせた形態形成を示す 1）．骨化様式については，
頭蓋骨と顔面骨は，間葉系細胞が骨に置き換わってい
く膜性骨化様式により形成される．一方，頭蓋底は，
軟骨原基が軟骨を形成した後に骨に置き換わっていく
軟骨内骨化様式により形成される．すなわち，軟骨原
基は軟骨細胞の増殖と軟骨細胞の細胞外基質産生を行
い，骨組織の基本的な形を規定する 2-4）．

頭蓋底を構成する骨間には，蝶形篩骨軟骨結合，蝶
形骨間軟骨結合，蝶形後頭軟骨結合および後頭間軟骨
結合が存在し，軟骨結合の骨化時期と量が頭蓋の前後
径と幅径の成長に関与している．ヒトにおいては，蝶
形篩骨軟骨結合は 7 歳頃に，蝶形骨間軟骨結合は出生
時に，蝶形後頭軟骨結合は 18 歳から 20 歳頃に骨化し，
軟骨結合の骨化時期がそれぞれ異なることは頭蓋顔面
の成長に重要な意義を持つといわれている 5）．

組織学的にみると，頭蓋底軟骨結合において，増殖
層，前肥大層および肥大層の軟骨細胞が静止層の軟骨
細胞を介して前後対称に存在している．また，軟骨結
合における軟骨細胞の構成と配列方向が軟骨内骨化に
よる骨の成長方向に関係するといわれている 5-8）．し
かし，軟骨内骨化のメカニズムについては明らかにさ
れていない部分が多い．

頭蓋底は顔面中央部の骨と連続しているため，頭蓋
底の成長は顔面骨格の成長に大きく影響を与えること
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周期は 6 時より 18 時まで点灯，18 時より 6 時まで消
灯とした．ラットは固形飼料（オリエンタル酵母工業，
東京）と水道水を自由に摂取できる状態にした．なお，
実験は朝日大学歯学部動物実験倫理委員会の承認（承
認番号：14-001）を得て行った．

2．形態学的検索
SD ラットと CCI ラットにイソフルラン（フォーレ

ンⓇ 吸入麻酔液，アボットジャパン，東京）にて吸入
麻酔をかけた後，ペントバルビタール（ソムノペンチ
ルⓇ，共立製薬，東京）40.0 mg/kg を腹腔投与し，開
胸後左心室から 10％ホルマリン（10％中性緩衝ホル
ムアルデヒド液，ナカライテスク，京都）を点滴注
入して還流固定を行った．その後，頭部を断頭し，マ
イクロ CT 装置（ScanXmate-RB090SS，コムスキャ
ンテクノ，横浜）で撮影（管電圧 90kV，管電流 89μ
A，倍率 2.6 倍）した．マイクロ CT スライス画像を
軸方向からみて，蝶形骨前方骨端部と蝶形骨後方骨端
部のそれぞれ中点を結んだ直線距離を蝶形骨間軟骨結
合（IS）間距離あるいは蝶形骨後方骨端部と後頭骨前
方骨端部のそれぞれ中点を結んだ直線距離を蝶形後頭
軟骨結合（SO）間距離として軟骨幅を計測した．

さらに，三次元立体構築ソフトウェア（TriBON，
ラトックシステムエンジニアリング，東京）を用い
てマイクロ CT スライス画像から立体構築像を作製
し，蝶形骨骨端部の骨密度（Bone Mineral Density, 
BMD）の算出を行った．なお，それぞれの計測結果は
Student’s-t 検定により有意差検定（p<0.01）を行った．

3．組織学的検索
1）試料作製方法

摘出した頭部は 10％ EDTA 脱灰液を用い，4℃で
10 日間脱灰した．脱灰後の頭蓋底中央部をトリミング

した後，パラフィン包埋し滑走式ミクロトーム（Leica 
SM 2000R-Sliding Microtome, Leica Biosystems, 
Nussloch, Germany）を用いて，矢状断で厚さ 4μm
の連続切片を作製した．

2）Hematoxyline Eosine 染色 
Hematoxyline Eosine（HE）染色は，脱パラフィン

処理した切片を Mayer の Hematoxylin 液に室温で 5
分間染色し，流水水洗した後，室温にて Eosine 液で
3 分間染色し，上昇エタノール系列脱水，キシレン透
徹後に封入した．

3）Safranin O Fast green 染色
Safranin O Fast green（SOFG）染色は，脱パラフィ

ン処理した切片を Mayer の Hematoxylin 液に室温で
5 分間染色し，流水水洗した後，0.05％ Fast green 液
で 5 分間染色後，Safranin O 液で 5 分間染色し，上昇
エタノール系列脱水，キシレン透徹後に封入した．

4．分子生物学的検索
1）5-bromo-2’-deoxyuridine 免疫染色

5-bromo-2’-deoxyuridine（以下，BrdU）は DNA の
チミジンホモログとして S 期細胞核に取り込まれるこ
とから，軟骨細胞の増殖が検出可能となる．SDラット
とCCI ラット各 4 匹について，ラット屠殺処置の 2 時
間前と1 時間前に，あらかじめ PBS で溶解した BrdU

（Sigma-Aldrich, St Louis, USA）を腹腔内に投与した後，
10％ホルマリンで還流固定し，通法に従いパラフィン切
片を作製した．脱パラフィン処理した切片を0.3％過酸
化水素水による内因性ペルオキシダーゼ除去と1％ウシ
血清によるブロッキング処理を行い，BrdU 抗体（Dako 
Cytomation, Glostrup, Denmark）を 4℃で一晩反応
させた．その後，シンプルステインラットMAX-PO

（M）（ニチレイバイオサイエンス，東京）に 30 分間反
応させて，3,3’-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride

（DakoCytomation, Glostrup, Denmark）による発色を
行った．対比染色にはMayerのHematoxylinを用いた．

2）Total RNA の抽出
SD ラットと CCI ラットの膝関節部骨端部軟骨よ

り一次海綿骨の一部を含む軟骨を採取し，メスで細
切した後，ホモジナイザー（POLYTRON PT1200; 
KINEMATICA, Lucerne, Switzerland） で 粉 砕 し，
ISOGEN（ニッポンジーン，東京）を用いて total 
RNA を抽出した．

図 1　SD ラットと CCI ラット
M：雄性，F：雌性を示す
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3）マイクロアレイ解析
SD ラットと CCI ラットから抽出した total RNA

を 用 い て マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 依 頼（GENEChip 
Exprssion Array 解析，タカラバイオ，三重）を行った．

4）Real time PCR
SD ラットとCCI ラットから抽出した 1μg の total 

RNAからHigh-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kits for 200 and 1000 Reactions（Thermo Fisher 
Scientifi c, Waltham, USA）を用いて，cDNAを合成した．
これを元にTaqManⓇ Fast Universal PCR Master Mix 

［2×］（Thermo Fisher Scientifi c, Waltham, USA）とNo 
AmpEraseⓇ UNG （Thermo Fisher Scientifi c, Waltham, 

USA）を用いApplied Biosystems StepOneⓇ Real Time 
PCR System（Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA）にてリアルタイムPCRを行った．相対的定量解
析にはΔΔCT 法を用いた．

リアルタイム PCR は，表に示すβ-actin を内在
性コントロール遺伝子として，Dentin matrix acidic 
phosphoprotein1（DMP1），Indian hedgehog（Ihh），
Smoothened frizzled family（Smo），GLI family zinc 
fi nger 1（Gli1）の各プライマーを目的遺伝子として使
用した． 

なお，それぞれの解析結果は Student’s-t 検定によ
り有意差検定（p<0.01）を行った．

表 1　使用したプライマー

5）in situ hybridization
in situ hybridization（ISH）には，特異的制限酵素と

プラスミドを用いてサブクローニングによるジゴキシゲ
ニン（DIG）標識した Ihh（nt.897-1954; NM_010544），
Gli1（nt.1226-1580; NM_010296），DMP1（nt.12-1531; 
NM_203493） の 3’-5’ 配 列 を in vitro transformation
法を用いて，anti-sense RNA プローブ（DIG 標識特
異的プローブ）として使用した．脱パラフィン後の切
片を下降エタノール系列（100％，90％，80％，70％，
50％）に 5 分間ずつ浸漬し 0.01M PBS で洗浄後，10μ
g/ml Proteinase K（Roche, Mannheim, Germany）に
より 10 分間処理し，0.01M PBS で 5 分間洗浄した．4％
paraformaldehyde/PBS により後固定を行った後 0.01M 
PBSで5分間洗浄した．0.1M triethanolamine （pH=8.0）
に浸漬して無水酢酸 1ml をシリンジで 3 分間滴下
し，15 分間撹拌した．2× SSC （600mM NaCl, 60mM 
Sodium citrate）にて 10 分間洗浄後，Hybridization
溶液（50％ formamide, 5 × SSC, 5 × Denhardt 溶液 , 
500μg/ml サケ精子，250μg/ml 酵母トランスファー
RNA） を用いてプレハイブリダイゼーションを 55℃
で 1 時間行った．そして 250ng/ml の各 DIG 標識特異
的プローブを含む Hybridization 溶液にてハイブリダ
イゼーションを 55℃で 18 時間行った．その後，2 ×
SSC で 5 分間，0.2× SSC（30mM NaCl, 3mM Sodium 
citrate）で 20 分間洗浄を 55℃で 3 回行った．続いて

TBS（50mM Tris/HCl［pH=7.5］，150mM NaCl） に
て 5 分間室温で静置し，0.5％ blocking reagent （Roche, 
Mannheim, Germany） を 含 む Blocking 溶 液 /TBS
に 30 分間反応させた後，Alkaline Phosphatase 標識
抗 DIG 抗 体（Roche，Mannheim，Germany） を 含
む Blocking 溶液で 60 分間室温で反応させた．TNT
バ ッ フ ァ ー（50 mM Tris/HCl ［pH=7.5］，150mM 
NaCl, 0.05％ Tween20）を用いて 5 分間洗浄を 3 回
行った後，4-nitro blue tetrazolium chloride 5-bromo-
4-chloro-3- indolyphosphate（Roche，Mannheim，
Germany）を発色基質とし，室温で 9 時間反応させ，
発色を行った．また，ネガティブコントロールには
mRNAの 5’-3’ 配列の senseプローブを同様に加えたも
ので ISHを行った．

結 果

1．マイクロ CT 所見
SD ラットでは頭蓋底を構成する骨間にスリット状

の薄い軟骨層と思われるエックス線透過帯が認められ
た．これに対し，CCI ラットでは軟骨結合部のスリッ
ト幅は IS と SO のいずれにおいても SD ラットより
も CCI ラットで有意に大きく，SD ラットの約 3 倍で
あった（図 2，3）．

蝶形骨部のBMD画像とBMD値においては，SDラッ
トと CCI ラットの間に有意差は認められなかった．
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図 2　頭蓋底軟骨結合部マイクロ CT 画像
白色矢頭は蝶形骨間軟骨結合（IS）を，黒色矢頭は蝶形後頭軟骨結合（SO）を示す．（Bars =10.0mm）

図 3　IS と SO のスリット幅の比較　（**p<0.01）

図 4　蝶形骨骨端部における BMD 値の比較
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2．HE 染色と SOFG 染色
SD ラットと比較して CCI ラットの IS と SO は前後

幅が長く（図 5），静止層，増殖層および肥大層の幅
の増大が認められた（図 6）．また，SD ラットでは軟
骨から骨へのスムーズな移行像を示すが，CCI ラット
では軟骨細胞の前後方向への細胞配列に乱れがあり，
骨への不規則な移行像を示した（図 6）．

 
3．BrdU 免疫染色

BrdU 陽性細胞の発現範囲は，SDラットでは増殖層
に限定した分布が認められるのに対し，CCIラットでは
増殖層から前肥大層にかけて広範囲に認められた（図 7）．

4．マイクロアレイ解析
マイクロアレイ解析の結果，多くの遺伝子について

SDラットとCCIラットとの間で発現量に差が認められ
た（図 8，表 2）．さらに，KEGG pathway 解析の結果，
軟骨細胞の増殖に関係する Ihh シグナル経路の Gli 
mRNAとSmo mRNAにおいて差が認められた（図 9）．

5．Real time PCR 解析
DMP1 mRNA と Ihh mRNA は SD ラットと CCI

ラットとの間に有意な差が認められなかったが，Gli1 
mRNAとSmo mRNAはSDラットと比較しCCIラッ
トで有意な差が認められた（図 10）．

図 5　S O と IS における HE 染色と SOFG 染色
IS は蝶形骨間軟骨結合，SO は蝶形後頭軟骨結合をそれぞれ示す．（Bars =1.0mm）

図 6　SO における HE 染色と SOFG 染色
静止層：RZ，増殖層：PZ，肥大層（淡緑色両矢印）：HZ　（Bars =100μm）
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図 7　SO における BrdU 免疫染色
淡緑色両矢印は BrdU 陽性細胞の発現範囲を示す．（Bars =100μm）

図 8　遺伝子クラスター解析結果
上 2 段が SD ラット（N=2）を，下 3 段が CCI ラット（N=3）を示す．（ピアソン相関係数）

上位ランクほど SD ラットと CCI ラットとの間で発現量に有意な差が認められることを示す．

表 2　マイクロアレイ解析結果

6．DMP1 mRNA 発現分布
SOにおけるDMP1は SDラットとCCIラットともに

骨細胞で発現していることが認められた．また SDラッ
トの肥大軟骨細胞層でもわずかな発現が認められたが，
CCIラットでは発現が認められなかった（図11）．

7．Ihh mRNA 発現分布
SO における Ihh mRNA は SD ラットと CCI ラッ

トともに前肥大層に認められ，肥大層においてはほと
んど認められなかった（図 12）．
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図 9　Ihh シグナル経路における KEGG pathway
黄色は異常値を含む解析結果を示す．

図 10　DMP1, Ihh, Gli1, Smo mRNA の相対的定量
（N=6, **p<0.01）
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図 11　 SO における DMP1 mRNA 発現分布
下段は一部強拡大像を示す．緑色矢頭は骨細胞の陽性を，青色矢頭は軟骨細胞の陽性を示す．（Bars =50μm）

図 12　 SO における Ihh mRNA の発現分布
下段は一部強拡大像を示す．＋は mRNA の発現陽性を，－は陰性をそれぞれ示す．（Bars =0.1mm）
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8．Gli1 mRNA の発現分布
SO における Gli1 mRNA は SD ラットでは静止層

から増殖層にかけて認められたのに対し，CCI ラット
では静止層から肥大層にかけて広範囲にその発現が認
められた（図 13）．

考 察

本研究では，CCI ラットの頭蓋底軟骨結合について
形態学的な異常とこれを裏付ける分子メカニズムの検
討を行った．

マイクロ CT 画像において，CCI ラットは SD ラッ
トと比較し広い頭蓋底軟骨幅を示した．CCI ラット
は顕著な低成長を示すことが報告されている 21）．CCI
ラットでは広い軟骨幅を示したことから，軟骨幅が増
大し骨化が遅延するため低成長に繋がると考えられ
る．また，骨化度を検討するためのBMD値がCCIラッ
トと SD ラットとの間で有意差を認めなかったことか
ら，骨の成熟については SD ラットと CCI ラットと
の間で差がないと考えられる．

HE染色とSOFG染色による組織学的検索において，
CCI ラットの蝶形後頭軟骨結合では軟骨細胞配列の乱
れと軟骨結合幅の増大が認められた．このことから，
CCI ラットの頭蓋底軟骨結合では軟骨内骨化遅延が生

じている可能性が考えられる．
BrdU 免疫染色において，CCI ラットでは広範囲に

BrdU 陽性軟骨細胞が認められた．BrdU は細胞周期
における S 期細胞核に取り込まれることから，BrdU
陽性軟骨細胞が認められたことは，軟骨細胞が増殖し
ていることを意味する．このため，CCI ラットでは軟
骨細胞の過剰増殖が起きていると考えられる．

マイクロアレイ解析において，CCI ラットの Ihh シ
グナル関連分子に異常が認められた．さらに，分子
間相互作用をみる KEGG pathway 解析において，Ihh
シグナル分子である Smo mRNA と Gli1 mRNA の変
動が認められたことから，Ihh シグナル分子が軟骨細
胞増殖に関係していると考えられる．

Ihh は軟骨細胞において増殖と分化の調節因子とし
て，胎生期から胎生後にかけて作用することが報告
されている 22-25）．成長板軟骨において産生された Ihh
は静止層，増殖層および軟骨膜に存在する軟骨細胞
膜にある．Ihh が Patched に結合すると，Patched に
抑制されていた Smo は細胞膜から解離し，転写因子
である Gli を核内へと移動させて，軟骨細胞の増殖を
促進する．同時に，Ihh は他の軟骨細胞に作用して
Parathyroid hormone related protein の産生を促す．
Parathyroid hormone related protein は軟骨細胞の

図 13　 SO における Gli1 mRNA の発現分布
＋は mRNA の発現陽性を，－は陰性をそれぞれ示す．（Bars =0.1mm）
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Parathyroid hormone related protein レセプターに結
合して軟骨細胞の増殖を促進し，その分化を抑制す
る．このため，カラム状の密な細胞配列を示す 24-26）．
マイクロアレイ解析の結果を元に，相対的定量解析を
行ったところ，Ihh mRNA については，SD ラットと
CCI ラットとの間に差が認められなかった．しかし，
Smo mRNA と Gli1 mRNA について，CCI ラットで
はSDラットの2倍以上の産生が認められたことから，
CCI ラットの頭蓋底軟骨結合において，Smo mRNA
と Gli1 mRNA の過剰発現が軟骨細胞の増殖を促進し
ている可能性が高いと考えられる．また，SD ラット
と CCI ラットとの間で Ihh mRNA の発現量に差が認
められず，Smo mRNA と Gli1 mRNA の発現量に差
を認めることは，Smo mRNA と Gli1 mRNA が Ihh
シグナル経路とは独立して発現した結果であると考え
られる．Ihh シグナル経路から独立した Gli の活性は，
腫瘍細胞などでも認められている 27）．

ISH に お い て，Ihh mRNA は SD ラ ッ ト と CCI
ラットともに前肥大層軟骨細胞に認められた．Gli1 
mRNA は SD ラットでは前肥大層軟骨細胞に限定さ
れているのに対し，CCI ラットでは前肥大層軟骨細胞
に加えて肥大層軟骨細胞においても認められた．CCI
ラットでは Gli1 mRNA が広範囲に認められたことか
ら，軟骨細胞の増殖が亢進していると考えられる．す
なわち，CCI ラットにおける軟骨細胞の過剰増殖は
Gli1 mRNA 過剰発現が関連していると考えられる．

DMP1 mRNA について，マイクロアレイ，リアル
タイム PCR および ISH の結果から，骨細胞における
DMP1 mRNA 発現は SD ラットと CCI ラットともに
認められた．DMP1 は非コラーゲン性骨基質タンパ
ク質で，Ca2+ 結合能を介した骨の石灰化に関与するこ
とから骨成熟マーカーとして知られている 28-32）．骨細
胞において DMP1 mRNA が発現していることから，
骨の成熟については SD ラットと CCI ラットとの間に
差がないと考えられる．一方，CCI ラットの肥大層軟
骨細胞においては，DMP1 mRNA 発現が認められな
かった．DMP1 mRNA は肥大層軟骨細胞などに認め
られ，肥大層軟骨細胞のアポトーシスを介して軟骨内
骨化に関わっていることが報告されている 33）．DMP1 
mRNA ノックアウトマウスでは，肥大層軟骨細胞の
アポトーシス抑制と血管侵入遅延が起こる結果，幅広
い成長板軟骨を示すことから 33, 34），CCI ラットでも，
DMP1 mRNA ノックアウトマウスと同様に肥大層軟
骨細胞のアポトーシス抑制が軟骨幅の増加に関与した
と考えられる．以上のことから，CCI ラットにおける
頭蓋底軟骨結合では軟骨細胞の過剰増殖とアポトーシ
スの抑制により幅の広い軟骨を示したと考えられる．

結　論

軟骨内骨化の異常を示す CCI ラットの頭蓋底軟骨
結合に着目し，SD ラットと CCI ラットを比較検討す
ることにより，軟骨結合の形態的発育異常とこれに関
連する分子機構を明らかにすることを目的として実験
を行ったところ，CCI ラットについて以下の結果を得
た．
1） マイクロ CT 画像，HE 染色，SOFG 染色において，

軟骨幅の増大が認められた．また，BrdU 免疫染
色において，軟骨細胞の過剰増殖が認められた．

2） 軟骨細胞の増殖に関連する Ihh mRNA と Gli1 
mRNA の相対的定量解析と ISH において，Gli1 
mRNA の過剰発現と分布異常が認められた．

3） 軟骨細胞のアポトーシスに関連するDMP1 mRNA
の ISH において，肥大層軟骨細胞で発現が認めら
れなかった．

以上のことから，CCI ラットは軟骨細胞の過剰増殖
と肥大層軟骨細胞のアポトーシス抑制により頭蓋底
軟骨結合の幅が増大し，軟骨内骨化が遅延した結果，
低成長を示すと考えられる．その発症機序の一つに
Gli1 mRNA と DMP1 mRNA の発現と分布の異常が
関係していると考えられる．
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