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研究成果の概要（和文）：口蓋裂に対する治療法は手術療法が主体であり、効果的な予防法や治療法が確立され
ていない。口蓋癒合の仕組みを明らかにし、新しい治療法を確立するために本計画を推進した。胎生期口蓋上皮
に発現する遺伝子を網羅的に含む遺伝子のデータベースを作成し、その中から口蓋癒合期に発現する遺伝子を探
索した。同定したPeriostinとTenascinCは細胞外マトリックスタンパクであり、癒合前後の口蓋後方の間葉組織
に広く発現していた。本研究の結果から、PeriostinとTenascinCは、軟口蓋形成に重要であり、その発現はTGF
βシグナルによって制御されていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Cleft palate results from a mixture of genetic and environmental factors and
 occurs when the bilateral palatal shelves fail to fuse. The objective of this study was to search 
for new genes involved in mouse palate formation. Gene expression of murine embryonic palatal tissue
 was analyzed at various developmental stages before, during, and after palate fusion using GeneChip
 microarrays. Periostin and Tenascin C were highly up-regulated before and after palate formation. 
We have focused on characterized expression of extracellular matrix during soft palate development, 
including Periostin and Tenascin C. The immunohistochemical expression of Postn and TnC appeared to 
be wider and more clearly defined in posterior palatal mesenchyme before/after palatal fusion. These
 results indicate that TnC is an important extracellular matrix protein in soft palate development 
and is paracrine regulated by TGF-β in the palatal epithelium. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
唇顎口蓋裂とは、口唇、歯槽部、口蓋などの口腔顎顔面領域に披裂を生じる先天異常であり、遺伝的要因と環境
的要因の両者が複雑に関係していると言われている。胎生期に口蓋が癒合する仕組みを明らかにし、新しい治療
法を確立するために本計画を推進した。まず胎生期口蓋上皮に発現する遺伝子を網羅的に含む遺伝子のデータベ
ースを作成し、その中から口蓋癒合前後に発現する遺伝子を探索した。PeriostinとTenascin Cは、癒合前後の
口蓋後方の間葉組織に広く発現しており、口蓋形成に重要なTGF-βシグナルによって制御されていることが明ら
かになった。
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１．研究開始当初の背景 
 
唇顎口蓋裂とは、口唇、歯槽部、口蓋などの口腔顎顔面領域に披裂を生じる先天異常であり、
遺伝的要因と環境的要因の両者が複雑に関係していると言われている。研究代表者らは、大阪
大学歯学部附属病院にて唇顎口蓋裂患者の一環治療を行っている。現在のところ、患者に対し
て、手術を行う治療法が主体である。新しい治療法が期待されているが、未だに発展していな
いのが現状である。 口蓋の発生機序は両側の上顎突起より口蓋突起が発生し、癒合する際に、
口蓋板の成長と水平転移または挙上、上皮細胞の接着と自己分解、間葉の癒合という段階を経
ると言われているが、このうちのいずれかで障害が起こると口蓋裂が発生する。先行研究では、
胎仔マウスをモデルとして用い、口蓋癒合時に口蓋突起に著しく発現する遺伝子群を同定した。
本研究では、このデータベースを活用して、口蓋癒合のメカニズムを明らかにし、組織工学的
に口蓋閉鎖をはかる、新しい口蓋裂治療法・予防法を探究したいと考えている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、口蓋癒合の分子機構を明らかにし、次世代の口蓋裂治療法と予防法を確立する
ことを目的とする。先行研究では、胎仔マウス口蓋形成をモデルとして用い、口蓋癒合時に口
蓋突起に著しく発現する遺伝子群を同定した。このデータを有効に活用して、口蓋癒合時に発
現が上昇する遺伝子を中心に機能解析し、治療へのアプローチを探索する。将来的には、口蓋
癒合のメカニズムを明らかにして、癒合時に発現する遺伝子を誘導する薬剤を妊婦に投与する
など、新しい治療法の開発へ応用していきたい。 
 
３．研究の方法 
 
1）口蓋閉鎖に関わる遺伝子のスクリーニング 
口蓋上皮から閉鎖の初期段階に関する遺伝子を発見するために、胎生 13日目のマウス胎児上
顎を器官培養した。①口蓋突起が接近した段階（癒合前）、②口蓋突起が癒合している段階（癒
合中）、③口蓋突起が癒合した段階（癒合後）で上顎の組織切片を作製し、レーザーマイクロダ
イセクションを行い、微小組織から細胞を採取した。Total RNA から cDNA を合成し、マイクロ
アレーを用いて、それぞれ口蓋突起癒合時期における口蓋突起上皮に発現する遺伝子のプロフ
ァイルを作成した。 
 
２）口蓋突起上皮に特異的に発現する遺伝子の発現量確認 
リストアップした遺伝子を中心に、RT-PCR (Reverse transcription -polymerase chain 
reaction)法で、癒合前、癒合中、癒合後における mRNA レベルでの遺伝子発現を確認する。 
 
３）口蓋突起癒合部に特異的に発現する遺伝子の発現分布確認 
in situ hybridization を用いて mRNA レベルの発現分布、あるいは、既知の遺伝子であれば、
既存する抗体を使用し免疫組織染色法を用いて、口蓋突起の癒合時期における発現分布を確認
する。組織学的に発現分布を調べて特徴づけることにより、機能を予測する 
 
４）器官培養を用いた RNA 干渉 (siRNA)法による阻害実験 
マイクロアレー、RT-PCR 法、in situ hybridization 法あるいは免疫染色法にてその遺伝子
が口蓋突起癒合部に特異的に高く発現し、癒合に必要であることが示唆された場合は、RNA 干
渉法で機能的阻害実験を行い、口蓋形成を実際に制御しているかを検討する。 
 
５）器官培養を用いた遺伝子導入実験と治療モデルの開発 
口蓋突起癒合部に強く発現した遺伝子の full length cDNA を哺乳類の発現ベクターに挿入し、
口蓋上皮細胞にマイクロインジェクション、エレクトロポーレーションにて過剰発現させる。
その遺伝子が直接的に口蓋閉鎖に関与しているかを検討する。また、4)の siRNA でノックダウ
ンされた口蓋に TGFβ3 の発現減少が認められる場合には、TGFβ3 のペプチドをその器官培養
に添加する。遺伝子発現の調節とサイトカインの誘導の両方から新しい治療モデルを試みる。 
 
４．研究成果 
 
研究方法１）２）において、口蓋突起先端部において、口蓋癒合前、癒合中、癒合後にかけ
て発現が上昇する Tenascin C と Periostin の遺伝子を見出した。３）において、既知の遺伝
子であったため、免疫組織染色法を用いて発現分布を調べると、Tenascin C と Periostin タン
パクは、癒合前後の口蓋後方の間葉組織に広く発現していた。４）の RNA 干渉法に関する実験
は、条件設定が困難であったため、研究時間を要したために明確な結果を得ておらず、研究は
継続中であるが、５）において、Tenascin C は TGFβ3 による制御を受けていることが明らか
になった。本成果を中心に報告する。 
 
１）Tenascin C は口蓋癒合中の後方口蓋棚に広範囲に発現する 



 口蓋突起の癒合前、癒合中、癒合後における Tenascin C と Periostin の発現を real-time 
RT-PCR にて確認後、抗 Tenascin C 抗体と抗 Periostin 抗体を用いて、癒合前、癒合中、癒合
後における分布局在を調べた。Tenascin C と Periostin は口蓋形成中の口蓋突起の間葉組織に
発現していた。その発現は、硬口蓋の前方・中央・後方領域と比較したところ、軟口蓋に相当
する後方領域に広く発現していた。その結果より、Tenascin C と Periostin は軟口蓋の発達に
重要であることが示唆された。 
 
２）TGFβ3は胎生期マウス口蓋間葉系細胞に細胞外マトリックス遺伝子の発現を上昇させる 
 TGFβ3 の細胞外マトリックス発現に対する影響を調査するために、胎生期マウス口蓋間葉系
細胞に 50 ng/ml の TGFβ3を添加し、Tenascin C、Fibronectin、Periostin、Collagen I の発
現を real-time RT-PCR にて確認した。TGFβ3 添加直後の遺伝子発現を 1.0 として標準化した
ところ、Tenascin C は 3.7 倍、Fibronectin は 2.3 倍、Periostin は 0.5 倍、Collagen I は 0.7
倍に変化しており、TGFβ3 は胎生期マウス口蓋間葉系細胞における Tenascin C の発現を誘導
することが示された。さらに、Tenascin C 遺伝子の発現上昇は、TGFβシグナルの阻害剤、Smad
と p38 シグナルの阻害剤によって著しく阻害され、TGFβ と Smad、p38 シグナルを介している
ことが明らかになった。 
 
３）Tenascin C タンパクの発現は TGFβ3の阻害剤で制御される 
胎生期マウス口蓋間葉系細胞に 50 ng/ml の TGFβ3を添加し、Tenascin C タンパクの発現を
ELISA にて確認した。未添加のコントロールと比較して、2.7 倍の Tenascin C の発現上昇を認
めた。Tenascin C の発現上昇は、TGFβシグナルの阻害剤、Smad と p38 シグナルの阻害剤によ
って著しく阻害され、TGFβと Smad、p38 シグナルを介していることが明らかになった。 
 
４）Tenascin C の発現は口蓋癒合時の上皮において、TGFβ3シグナルによって制御される。 
 Wnt1-cre;Tgfbr2fl/fl CKO（口蓋間葉組織の Tgfbr2 を KO）, K14-cre;Tgfbr2fl/fl CKO mice
（口蓋上皮組織の Tgfbr2 を KO）, TGF-b3 KO（TGFβ3 を KO）を用いて、シグナル解析したと
ころ、Tenascin C は K14-cre;Tgfbr2fl/fl CKO mice で発現が消失したが、Wnt1-cre;Tgfbr2fl/fl 
CKO では消失しなかった。TGF-b3 KO では Tenascin C の発現が消失していた。 
 
本計画からTenascin Cと Periostinは軟口蓋形成時に重要な細胞外マトリックスタンパクで
あり、Tenascin C は口蓋上皮側の TGF-βシグナルによってパラクライン的に間葉組織を制御
していることが明らかとなった。今後、口蓋裂予防・治療のためのターゲット分子の一つとし
て、研究を推進していきたいと考えている。 
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