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研究成果の概要（和文）：　本研究で注目したTenascin Cは、胎児マウスの組織を用いた免疫組織染色により口
蓋後方部の間葉組織に強く発現し、軟口蓋形成に重要な細胞外マトリックス蛋白であることがわかった。 さら
に、様々な成長因子と呼ばれる分泌タンパクに関連する遺伝子改変マウスを用いてTenascin Cの発現を確認した
ところ、口蓋の上皮組織に発現するTGF-βレセプターやSonic Hedgehogの遺伝子改変マウスで著しく発現抑制が
起きていることを明らかにした。 つまり、軟口蓋形成に重要なテネイシンCの発現を促進する重要な因子として
のTGF-βとSonic Hedgehogの役割を明らかにすることができた。 

研究成果の概要（英文）：The extracellular matrix protein Tenascin C, which we focused on in this 
project, was particularly important for the soft palate development. We confirmed their expression 
in the posterior part of palatal shelves by immunohistochemical staining using mice embryos. We 
found that this Tenascin C expression was dramatically inhibited in TGF-β receptors and Sonic 
Hedgehog mutant mice, which are expressed in palatal epithelium. In conclusion, we clarified the 
roles of TGF-β and Sonic Hedgehog as factors that promote the expression of Tenascin C, which is 
important for soft palate formation.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　口蓋は胎児期に左右から成長する口蓋突起が正中で癒合することで形成されるが、このプロセスが障害される
と口蓋裂という顔面奇形を生じる。治療は主に外科的な閉鎖だが、軟口蓋領域は組織量が十分でないと理想的な
閉鎖は難しい。そこで、閉鎖術の前に十分な組織量を得るための再生医療学的手法の開発が望まれている。本研
究は、軟口蓋形成を誘導するための担体を構成する細胞外基質蛋白候補としてTenascin Cを示すことができ、さ
らにTenascin Cの分泌を促進する因子として、TGF-βやSonic Hedgehogといった分泌蛋白の役割を示すことがで
きたことは、今後の口蓋裂治療においても意義のあるものといえる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
細胞‐細胞間に存在する細胞外マトリックスは、組織・器官の骨格的役割を果たし、細胞接着
の足場となる。その機能は、組織を新しく形成する発生期において、あるいは組織を修復する創
傷治癒過程において特に発揮される。口蓋形成時、左右の口蓋突起は、成長方向を垂直から水平
へドラスチックに変化させる。この口蓋突起の形態変化は、細胞外マトリックス発現の変化によ
ってもたらされる。また、この口蓋突起の形態変化のタイミングや形は、口蓋の前後 (Anterior-
Posterior) で異なることから、口蓋突起に発現している細胞外マトリックスは、口蓋の前後軸で
それぞれに特徴を持っていると想像できる。 
 にもかかわらず、軟口蓋の発生はこれまでに着目されてきた研究が少なく、口蓋筋群の発生の
ベースとなる口蓋突起後方部の口蓋間葉組織の細胞外マトリックス発現の特徴については、不
明な点が多かった。 
 
２． 研究の目的 
 
 軟口蓋発生に重要な細胞外マトリックスを同定し、その発現パターンを明らかにすることに
加え、口蓋間葉細胞から細胞外マトリックスの分泌を促進する因子を明らかとすることを本研
究の目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
① 口蓋前後での Tenascin C、Tenascin X、Tenascin Wの遺伝子発現の比較解析 
胎生 13.5, 14.5, 15.5日齢のマウスの口蓋突起を採取し前方と後方に分け、mRNAを単離
し、その後 Real-time PCRにてそれぞれの発現量を定量し比較検討した。 

 
② Tenascin Cの組織学的発現パターン解析 
胎生 13.5-15.5日齢のマウスの頭部を採取後、冠状断で組織切片を作成し、1次抗体とし
て Rat anti-TNC monoclonal antibody (R&D Systems) 、2次抗体として Biotin-conjugated 
goat anti-rat IgG H&L (Abcam)を用い、Tenascin C蛋白の発現パターンを解析した。 

 
③ TGF-βII 型受容体のコンディショナルマウス、SHH コンパウンドヘテロマウスにおける

Tenascin Cの発現解析 
口蓋間葉組織または口蓋上皮組織でコンディショナルに TGF-βシグナルをノックアウト
するために作成されたWnt1-cre;Tgfbr2fl/fl，K14-cre;Tgfbr2fl/flマウス、軟口蓋領域で時間空間
的に Sonic Hedgehogシグナルを抑制した Shh-/+; MFCS4+/-マウスを用いて、口蓋発生時の
Tenascin C蛋白の発現パターンを解析した。 

 
④ 口蓋間葉細胞(MEPM細胞)、頭蓋神経堤細胞株における TGF-βおよび Sonic Hedgehog刺
激による TNCの発現変化 
胎生 13.5-14.0日齢マウス口蓋間葉組織から、Primary口蓋間葉細胞（MEPM細胞）を採
取し培養を行い、培養液に TGF-β3; 50ng/ml, Sonic Hedgehog; 100ng/mlを添加し 24、48
時間作用させ、Real-time PCR、ELISA法を用いて、Tenascin Cの発現変化を解析した。さ
らに、マウス頭蓋神経堤細胞株を用いて同様の解析を行った。マウス頭蓋神経堤細胞株につ
いては、骨芽細胞分化マーカー、線維芽細胞分化マーカーの発現比較を施行した。 

 
４． 研究成果 
 
① 口蓋前後での Tenascin C、Tenascin X、Tenascin Wの遺伝子発現の比較解析 
棒グラフ（右図）は、
縦軸は各遺伝子の発現
量で、グレーが前方、黒
が後方を表しいる。
Tenascin C は 、
Tenascin family の中で
常に最も高く発現して
いることが分かった。
興味深いことは、胎生
15.5 日齢では口蓋の前
方に比べ後方、つまり
軟口蓋で明らかに高か



ったことである。つまり、Tenascin Cは軟口蓋形成を特徴づける細胞外マトリックス蛋白で
あることが示唆された。 

 
② Tenascin Cの組織学的発現パターン解析 
硬口蓋領域である中央（右図、
上段）では、歯原性間葉組織や骨
形成領域に Tenascin C の発現が
見られた。しかし、さらに後方の
領域（右図、中段）では発現が減
少し、正中部の口蓋突起の上皮組
織直下の間葉組織に発現するのみ
であった。最も後方の軟口蓋形成
領域（右図、下段）では、Tenascin 
C は口蓋突起間葉に広く発現し、
特に胎生 14.5日齢と 15.5日齢で
は口蓋突起間葉全体に強く染色が
みられた。つまり、Real time PCR
を用いた定量的解析に加え、組織
学的な解析においても Tenascin Cは、軟口蓋形成に重要な蛋白であることを示すことができ
た。 

 
③ TGF-βII 型受容体のコンディショナルマウス、SHH コンパウンドヘテロマウスにおける

Tenascin Cの発現解析 
口蓋間葉特異的に TGF-β レセプターⅡをノックアウト
マウス Wnt1-cre;Tgfbr2fl/flは口蓋裂を示すが、我々の予測
と反して Tenascin C の発現は抑制されていなかった。し
かし、口蓋上皮特異的に TGF-β レセプターⅡをノックア
ウトした K14-cre;Tgfbr2fl/flマウスでは、胎生 15.5 日齢に
おいても口蓋形成中の口蓋間葉に Tenascin C の発現が確
認できなかった（右図：赤）。また、このマウスは口蓋突起
が正中で接触したあとも上皮の消失が起こらず（右図・
緑）、軟口蓋領域の粘膜下口蓋裂を起こしており、Tenascin 
C 発現抑制が何らかの影響を与えている可能性が示唆さ
れた。  
 胎生 13.5日齢と 15.5日齢の Shh-/+; MFCS4+/-マウスは、
口蓋裂は示さないが、軟口蓋の前後径が短いという特徴を
持っている。この Shh-/+; MFCS4+/-マウスにおいても、口蓋
後方部における Tenascin C発現は強く抑制されていた。 
 つまり、口蓋発生時、口蓋後方での口蓋間葉組織に特徴
的に発現する Tenascin Cは、口蓋上皮の TGF-βシグナル
や Sonic Hedgehogシグナルの調整を受け、軟口蓋領域の
癒合や軟口蓋の前後的成長に関与している可能性が考え
られた。 

 
③  口蓋間葉細胞(MEPM細胞)、頭蓋神経堤細胞株における TGF-βおよび Sonic Hedgehog刺
激による TNCの発現変化 
上記に示した結果から、TGF-βや Sonic Hedgehogが Tenascin Cの発現を介して、口蓋間
葉細胞にどのような影響を与えているのかについて、細胞培養による解析が必要と考えた。
まず、マウスの口蓋間葉組織から採取したプライマリー細胞である MEPM 細胞では、TGF-
β3刺激でも、Sonic Hedgehog刺激においても Tenascin Cの発現が促進されるのに対し、頭
蓋神経堤細胞株を用いた解析では、TGF-β3では MEPM細胞と同様 Tenascin C の発現促進
がみられたのに対し、
Sonic Hedgehog 刺激で
は発現の促進が観察され
なかった。そこで、
Tenascin Cの発現だけで
なく、線維芽細胞分化マ
ー カ ー と し て
Fibronectin, Periostin, 
Collagen I、骨芽細胞マー
カ ー と し て Runx2, 



Osterix, ALPの発現を調べたところ、TGF-β刺激は、頭蓋神経堤細胞において線維芽細胞マ
ーカーの発現を促進し（上図、棒グラフ）、骨芽細胞マーカーの発現を抑制したのに対し、Sonic 
Hedgehog刺激ではどちらにも変化がみられなかった。 

 
 以上の研究成果によって、口蓋発生初期の未分化な口蓋間葉細胞である頭蓋神経堤由来細胞
は、TGF-β シグナルの作用により線維芽細胞への分化が促進され、さらに口蓋発生がすすみ口
蓋形成後期になると口蓋上皮に発現する Sonic Hedgehog との相乗効果で口蓋間葉線維芽細胞
が強力に Tenascin Cの発現を誘導し軟口蓋を形成するメカニズムが存在していることが明らか
となった。  
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