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研究成果の概要（和文）：口蓋形成術後に生じる瘢痕組織は生涯を通じて口蓋裂患者の顎顔面口腔領域の形態と
機能に大きな影響を与える。現在口蓋瘢痕組織の根本的治療法はなく、克服すべき課題となっている。口蓋発生
におけるヒストンメチル化酵素SETDB1の役割について検討した。神経堤細胞特異的Setdb1欠失マウスを作製し、
胎仔マウス口蓋における表現型解析、細胞増殖能について検討したところ、Setdb1は口蓋の発生過程において細
胞増直能およびPax9、Wnt5a、Fgf10の発現に影響を与えている可能性を見いだした。上皮特異的にSetdb1を欠失
させたマウスでは、口蓋上皮の異常のみならず歯の発生過程にも深く関与する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Scar tissue that develops after palatoplasty significantly affects the 
morphology and function of the maxillofacial-oral region in cleft palate patients throughout their 
lives. Currently, there is no treatment for palatal scar tissue, and this remains a challenge to 
overcome. We investigated the role of the histone methyltransferase SETDB1 in palatal development. 
We generated neural crest cell-specific Setdb1-deficient mice and examined phenotypic analysis and 
cell proliferative capacity in the fetal mouse palate and found that Setdb1 may affect cellular 
proliferative capacity and expression of Pax9, Wnt5a, and Fgf10 during palatal development. In mice 
with epithelial-specific deletion of Setdb1, we showed that Setdb1 may be deeply involved not only 
in abnormalities of the palatal epithelium but also in the process of tooth development.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 口蓋裂　口蓋発生　エピジェネティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
組織の瘢痕化は損傷を受けた後の創傷治癒過程で生じ、創部の閉鎖に寄与する。炎症性細胞の過剰な遊走により
TGF-βの活性化が生じ、線維芽細胞・筋線維芽細胞の増殖や活性化の結果コラーゲンなどの細胞外基質が過剰に
産生されることが瘢痕組織形成の主なメカニズムとされている。得られた成果は、口蓋発生における上皮組織の
増殖やメカニズムの一端を明らかとし、歯科領域にとどまらず、皮膚の瘢痕組織や臓器線維症の研究への波及効
果が予想される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
組織の瘢痕化は損傷を受け
た後の創傷治癒過程で生じ
る。炎症性細胞の過剰な遊
走により TGF-βの活性化
が生じ、線維芽細胞・筋線
維芽細胞の増殖や活性化の
結果、コラーゲンなどの細
胞外基質が過剰に産生され
ることが瘢痕組織形成の主
なメカニズムとされてい
る。これまでに、線維症や
瘢痕治療薬として 5-FU や
siRNA 製剤（RXI-109）等が
臨床治験に進んでいるが、
副作用が強く実用化には至
っていない。RLN を最新の
DDS 法によって瘢痕組織特
異的に応用することは、歯
科領域の口蓋裂治療体系に
新たな治療体系をもたらす
シーズとなる可能性を有
し、得られる成果は、歯科
領域にとどまらず、皮膚の瘢痕組織や臓器線維症の研究への波及効果が予想される。現在口蓋形
成術の術式は施設により様々で依然として口蓋に瘢痕組織を有する患者が後を絶たない。研究
者代表者らは、RLN2-lipo のマウス頭蓋骨縫合拡大促進作用を報告し、現在 in vivo におけるリ
ポソームの磁性制御による顎顔面骨縫合の新規制御法を世界に先駆けて開発している。リポソ
ームは生体親和性が高く、抗がん剤の DDS として臨床応用されている。リポソーム表面に様々な
抗体や糖鎖を修飾することで標的指向化を高めることができ、SLX の修飾により炎症部位特異的
な薬剤の輸送が可能となる（図 5）。RLN2 は心血管拡張作用や心筋の線維化予防と心房急収縮率
促進作用を有することから、急性心不全の新規治療薬として米国では治験第 III 相に進んでい
る。また RLN2 の強力な抗線維化作用を腎臓線維症の治療薬として応用する研究が行われている。
さらに、ブタ皮膚の創傷治癒実験では、RLN2 は瘢痕形成の顕著な抑制と治癒期間の短縮に寄与
すると報告されている。これら研究代表者らの研究実績と RLN2 の国際的な臨床応用への動向を
鑑み、口蓋裂患者に対して新たな治療戦略のシーズとなると考え本研究の構想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
口蓋裂は顎顔面領域に形態異常をもたらす先天異常疾患のなかで最も頻度の高い疾患である。1
歳ごろ行われる口蓋形成術の合併症として、術後に種々の程度で口蓋に瘢痕組織が生じ、生涯を
通じて顎顔面口腔領域の形態や口腔機能に大きな影響を与える。現在、口蓋瘢痕組織の根本的治
療法はなく、克服すべき課題となっている。 
リラキシン（Relaxin, RLN）はインシュリン様ペプチドホルモンファミリーに属し、主に周産期
後期に子宮や卵巣等より血中に分泌され、骨盤の恥骨結合を弛緩させることが知られている。近
年、RLN は強力な TGF-β-Smad2 経路阻害作用を有することが明らかにされ、抗線維化作用を持
つことが明らかにされた。これらを踏まえ、本研究の目的を以下の 3項目とした。 
（1）瘢痕組織特異的に存在する筋線維芽細胞および線維芽細胞の不死化とクローン化を行い、
これら細胞の表現型に対する RLN2（RLN2-lipo）の作用を in vitro で解析する。 
（2）口蓋瘢痕形成モデルラットに生体親和性標的指向型リポソーム（糖鎖シアリルルイスＸ：
SLX 表面修飾）を DDS として RLN2-lipo を作用させ、瘢痕形成に対する作用を組織学的に検討す
る 
（3）瘢痕形成モデルラットにおける上顎骨の成長発育様相に与える RLN2-lipo の作用を形態学
的に検索する 
 
 
３．研究の方法 
 



研究方法 
（1）RLN2-lipo の構築：リポソーム表面に炎症組織に特異的集積を示す糖鎖 SLX を修飾し、RLN2
および Cy5.5 を内包させる（GLYCOLIPO、片山化学）。 
（2）ラット株化筋線維芽細胞樹立およびモノクローナル化：4 週齢雄性 SD ラット口蓋粘膜に
3x5mm の骨膜を含む粘膜欠損を形成し、瘢痕組織を形成する。これら瘢痕組織より、初代培養を
経て、セルソーター（学内共有機器、FACS Aria II）にてα-smooth muscle actin（α-SMA）陽
性筋線維芽細胞および対照群としてα-SMA 陰性線維芽細胞を回収後、不死化細胞作製受託サー
ビス（Applied Biological Materials 社）にておのおの不死化細胞を得、限界希釈法によりク
ローン化（n=10）を行う。 
（3）RLN2-lipo が株化筋線維芽細胞特性に与える影響についての解析：各細胞に RLN2-lipo を
作用させ（0～1000 ng/ml）α-SMA、TGF-βタンパク質の発現量、Smad 2/3 や JNK シグナル伝達
関連因子のリン酸化の定量を行う。また、細胞増殖、アポトーシス、各種 MMPs 発現量、コラー
ゲン分泌量、コラーゲンゲル収縮率、細胞遊走率について解析する。 
（4）RLN2-lipo がラット口蓋瘢痕組織の形成および顎成長に与える影響についての解析：上記
方法でラット口蓋に瘢痕形成を行う（実験群：n=36、非処置群を対照群とする：n=36）と同時に、
生理食塩水、liposome 単独、または RLN-lipo（10～1000 ng/kg）を 48 時間ごとに尾静脈より注
入し、liposome の集積状況を in vivo imaging にて確認する。1w, 3w で口蓋の切片を作成後、
α-SMA 免疫組織染色、マッソン染色やシリウスレッド染色で瘢痕組織料の定量化を行い、至適
濃度を求める。また、9w（13 週齢）まで 1w ごとにμCT 撮影を行い、上顎骨の成長量や成長方向
を比較する。 
 
 
４．研究成果 
 
口蓋発生におけるエピジェネティック関連酵素の一つヒストンメチル化酵素 SETDB1 の役割につ
いて報告した。神経堤細胞特異的 Setb1 欠失マウスを作成し、胎仔マウス口蓋における表現型の
解析を行ったところ、Pax9、Bmp4、Bmpr1a、Wnt5a、Fgf10 遺伝子発現が有意に低下し、SMAD1/5/9
のリン酸化が低下していた。これらの結果から、Setdb1 は、Pax9 を介した SMAD 依存的な BMP シ
グナルを減少させることにより、口蓋裂発生に関与している可能性について報告した。 
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