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研究成果の概要（和文）：口唇口蓋裂は最も頻度の高い先天性疾患の一つであるが、その多くが非家族性かつ非
症候群であり、その非ゲノム的な原因は不明なままである。本研究ではmicroRNA形成に重要な役割を果たす
Dicerに着目し、間葉組織特異的Dicer欠損マウスを作成し、解析を行った。その結果、間葉組織特異的Dicer欠
損マウスにおいて下顎正中に裂を認めた。この正中では、細胞死が亢進しており、遺伝子学的検索の結果、Shh
関連遺伝子であるGli1の発現が有意に減少していた。以上の事からDicer間葉特異的欠損マウスの下顎正中の裂
は、microRNAの欠損によるShhシグナルの活性が抑制されたことによるものと示唆された。

研究成果の概要（英文）：Non - syndromic cleft lip with or without cleft palate is one of the most 
common birth defects in humans. Dicer plays a critical role in the biogenesis of multiple classes of
 small RNAs. We generated mesenchyme-specific mutations of Dicer using the Cre/loxP-recombination 
system, and analyzed the role of miRNA in Non - syndromic cleft lip with or without cleft palate.
The cKO mice showed lower lip cleft. Real-time PCR analysis and in situ hybridization showed that 
Gli1 mRNA levels decreased significantly in midline in lower lip of cKO mice. We suggested that the 
lower lip cleft on the Dicer cKO mice associated with Shh pathway.

研究分野：小児歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頻度の高い先天性疾患である口蓋裂のほとんどはゲノムの遺伝子変化を伴っておらず、その発症原因は未解明の
ままである。エピジェネティクスシステムの一つであるmicroRNA の異常は、ゲノム変化を伴うことなく、様々
な異常を引き起こすが、microRNA の異常と口蓋裂発症の関係は明らかにされていない。
本研究で確認されたmicroRNA組織特異的欠損による口唇口蓋裂形成は、エピジェネティクスシステムの顎頭蓋顔
面部形成への関与を示しており、非症候群性口唇口蓋裂研究に大きく寄与すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
口唇口蓋裂発症は最も頻度の高い先天性疾患の一つである。これは口唇口蓋形成が、わずかな
遺伝子変異や環境変化にも反応する非常に敏感なプロセスである事を意味している。ゲノム上の遺伝
子異常によって引き起こる口唇口蓋裂は、家族性または症候群として観察されるものの、口唇口蓋裂
のほとんどは、非家族性かつ非症候群である。つまり、口唇口蓋裂の多くは、ゲノム上の遺伝子変異が
原因ではない。しかし、ゲノム以外のいかなる異常が口唇口蓋裂を引き起こすのかは、依然として不明
のままである。 
  エピジェネティクスはゲノムと関係なく遺伝子発現を制御・伝達するシステムで、この制御には、
DNA メチル化、ヒストン修飾、ノンコーディング RNA（ncRNA）の３つの因子が存在する。このうち
ncRNA は、タンパク質に翻訳されることなく機能する RNA の総称であり、その中の microRNA は約
25 塩基からなる小さな RNA で、相補的なメッセンジャーRNA(mRNA)に特異的に結合し、その mRNA
を分解することで、最終産物であるタンパク質の量を調整する。器官形成は、各タンパク質の発現する
時期、部位、量が厳密に制御される事で進行していくが、microRNA の異常はこのタンパク質の時期、
部位、量の破綻を意味する。microRNA は、哺乳類で約 1000 種類存在するとされている。microRNA 
の塩基配列は多数のmRNAに存在するため、microRNA は mRNA に対し、１：１の関係で作用するの
ではなく、「１：多」として機能する。そのため、１つの microRNA は数十の遺伝子を直接的に抑制し、
逆にその１つの microRNA の機能不全は、それら数十のタンパク質の増加を引き起こす。これは先天
性異常や疾病の誘因として十分な変化量と考えられる。さらに、それらの変化にはゲノムの変化が、ま
ったく伴わない。しかしながら、この microRNA の機能不全と、口唇口蓋裂発症との関係は不明である。
microRNA は複数のステップを経て形成されるが、形成最終段階で活性化する Dicer を欠損させると、
microRNA の機能は失活する。顔面の間葉を形成する神経堤由来細胞から特異的に Dicer を欠損さ
せたマウスで口唇口蓋裂が引き起こることから、microRNA が口唇口蓋裂に関与することは、明らかで
ある。 
 
２．研究の目的 
 
microRNA の口唇口蓋の形成における役割を解析することから、口唇口蓋の形成メカニズムを理解す
る。 
 
３．研究の方法 
 
Dicerの組織特異的欠損マウスを作成し、形態組織学的な変化、およびTunel アッセイにて細胞死を、
in situ hybridization および免疫染色にて各種シグナルの変化を検索した。 
 
４．研究成果 
 
神経堤由来細胞で特異的に micreRNA が欠損するマウ
ス（Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウス）では口蓋裂が認められる。
しかし 、神経堤は顔面の多くを構成するため、
Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの顔面の欠損の程度は激しく、
口蓋裂の原因部位を特定することは難しい。そこで、口
蓋突起のみからmicroRNAを除去することで原因部位を
特定するために、口蓋突起の間葉に発現する Osr2 に
着目し、Osr2 発現細胞特異的に Dicer が欠損するマウ
ス（Dicerfl/fl;Osr2Cre マウス）を作成した。その結果、
Dicerfl/fl;Osr2Cre マウスに口蓋裂は認められず、
Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスに認められた口蓋裂が口蓋突
起に発現する microRNA の欠損によるものではなく、他
の部位のmicroRNAの欠損によって引き起こった異常に
よる二次的な表現型であることが明らかとなった。どのよ
うな異常が口蓋裂を引き起こしたのか、同定を試みるも、
Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの顔面異常が著しく、その原因
部位を特定することはできなかった。 
一方、Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの下顎の正中部に裂が
認められた。この裂は胎生の 11.5 日から観察できること
が明らかとなった（図１）。このように、正中部の裂は顔面
の異常が確認される前に認められること、由来突起も違
うことから、この裂は口蓋裂形成とは別のものと考えられる。Dicerfl/fl;Wnt1Creマウスの下顎は劣成長で
あること、その原因がWnt5a の異所性の発現によるものであることが報告されている。しかし、Wnt5a の
異所性の発現は、下顎の遠心部で確認されることから、Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの下顎の正中に認め
られる裂は、下顎の劣成長とは別の表現型であることが示された（図２）。胎生 11.5 日の上顎の正中に



裂は認められず、下顎の裂は顔面の正中異常によっ
て引き起こった表現型ではないことが示された。
Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの正中領域にアポトーシス活
性が認められ（図３）、正中マーカーである eHAND の
発現も減少していた（図４）。いかなるシグナルが下顎
正中部で変化しているか検索するために、in situ 
hybridization と免疫染色をおこなった。Fgf と Bmp シ
グナルに大きな変化は認められなかった（図５）。Hh
シグナルのマーカーである Gli1 が Dicerfl/fl;Wnt1Cre
マウスの下顎で著しく減少しており、qPCR でもその現
象を確認した（図６）。Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの下顎
の正中領域で、Hh シグナルのインヒビターである
Ptch1 の 発 現 上 昇 が 認 め ら れ た （ 図 ６ ） 。
Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの下顎正中の裂形成が Hh
シグナルの減少によるものであるかを検索するために、
Hh シグナルが神経堤由来細胞でのみ欠損している
マウス（Smofl/fl;Wnt1Cre マウス）を作成し検索した。そ
の結果、胎生11.5日のSmofl/fl;Wnt1Creマウスの下顎
に Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスと類似した正中の表現型
が 認 め ら れ た （ 図 ７ ） 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、
Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの下顎正中の裂形成は、
microRNA の欠損により、Ptch1 の発現が上昇し、そ
れにより Hh シグナルの活性が抑制されたことによるも
のと示唆された。 
Dicerfl/fl;Wnt1Cre マウスの下顎正中に裂の表現型が
確認できる胎生 11.5 の直前の胎生 10.5 日の WT の
下 顎 に い か な る microRNA が 発 現す る か 、
single-channelのマイクロアレイで確認したところ、約４
００のmicroRNAの発現が確認された。それらのうちで、
Ptch1 に結合する microRNA が存在するか PicTar, 
miRBase, TargetScan を用いて確認したところ、１７種
類の microRNA（miR9-5p, miR3473e, miR326-5p, 
miR3473b, miR7647-3p, miR1199-5p, miR674-5p, 
miR1947-3p, miR3473d, miR181b-1-3p, miR668-3p, 
miR8107, miR3064-3p, miR677-3p, miR494-3p, 
miR6481, and miR33-3p）が、Ptch1 に結合することが
明らかとなった。それらのうちで、miR-326-5p と
miR-3473b の下顎正中での発現を確認した（図８）。
これらのmicrRNAの欠損が、Dicerfl/fl;Wnt1Creマウス
の下顎正中に裂の表現型につながったと考えられ
た。 
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