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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経堤細胞特異的（Wnt1-Cre）あるいはタモキシフェン誘導性
（CreERT2）のヒアルロン酸合成酵素2（Has2）のコンディショナルノックアウト（CKO）マウスを作製した。神
経堤細胞特異的Has2 CKOマウスではE15.0～出生時において上下顎骨の劣成長が認められた。また、タモキシフ
ェンにてE12.5で誘導したE14.5のCKOマウスで軟骨原基等に形成阻害は認められなかったが、E15.5で誘導した
E17.5のCKOマウスでは上下顎骨・四肢・肋骨の短小化を認めた。これらにより、下顎骨を含む全身骨格の内軟骨
骨形成過程にヒアルロン酸が大きな役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated hyaluronan synthase 2 (Has2) conditional 
knockout (CKO) mice with neural crest cell-specific (Wnt1-Cre) or tamoxifen-induced (CreERT2). In 
neural crest cell-specific CKO mice, undergrowth of the maxilla and mandibular was observed from 
E15.0 to birth. In addition, no inhibition of cartilage primordia formation was observed in E10.
5-induced tamoxifen-induced E14.5 CKO mice. But in E15.5-induced tamoxifen-induced E17.5 CKO mice, 
their maxilla and mandibular and limbs shortened. These results suggest that hyaluronic acid 
synthesis plays a major role in the endochondral ossification process throughout body, including the
 mandibular.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小顎症は咬合異常や審美障害のみならず、気道閉塞によって生死に関わる重大な疾患である。下顎骨は分子生物
学的に時空間的に多様な制御を受けて複雑な成長様式を示しており、小顎症発症のメカニズムの全容は未だ明ら
かになっていない。近年、機能的糖鎖ともいわれるヒアルロン酸の、器官形成における役割が着目されている。
本研究においても、HA合成の欠失が下顎骨を含む全身骨格の内軟骨骨形成過程を阻害することがわかった。今後
もこれらの分子制御メカニズムの解明がさらに進んでいくことで、分子診断方法の確立だけでなく、補充療法や
遺伝子治療等の新規治療法の開発の糸口となることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 小顎症は咬合異常や審美障害のみならず、下顎の後退位に起因する気道閉塞を併発するリス
クがある。気道閉塞は乳児死亡の原因となり、睡眠時無呼吸症候群（OSAS）による QOL の著しい
低下や全身疾患を合併するリスクが増加するという問題がある。下顎骨は発生段階において多
様な分子制御メカニズムの影響を受けながら、三次元的に複雑な成長過程を経る器官である。そ
のため、小顎症発症のメカニズムの全容は未だ明らかになっていない。歯科臨床医学的見地だけ
でなく基礎医学的にも、これら先天異常の原因究明とさらなる病態解明は極めて重要である。 
 近年、ゲノムワイド関連解析の進歩により、一定の症候を持つ家系のゲノムを網羅的に探索す
ることが可能となった。ヒアルロン酸分解酵素であるヒアルロニダーゼ 2（HYAL2）をコードす
る遺伝子に欠失が生じている家系において、特徴的な臨床症状として小顎症があることが報告
された（引用文献①）。 
 ヒアルロン酸(以下,HA)は、分子量 800〜900 kDa の多糖体で、生体内の多くの組織や器官に分
布している。HA 合成酵素(HAS)が同定されて以来、Has のノックアウト（KO）マウスを用いた研
究により、HA の生物学的機能が明らかになってきた。HA は単なる組織のショックアブソーバー
ではなく、遊走、増殖、分化といった細胞機能の制御に関与していると考えられている。特に、
四肢特異的 Has2 コンディショナルノックアウト（CKO）マウスでは関節軟骨の形成異常による
四肢の著しい短小化が認められることが報告されている(引用文献②、③)。このことから、内軟
骨性骨化を介した骨格形成において HA が極めて重要な働きをしていることが示唆される。その
ため、下顎の発生過程においても HA が重要な役割を果たしていると考えられるが、軟骨原器の
形成からなる一連の下顎骨の発生過程において、HA がどのような役割を担っているかについて
報告はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、HA の欠損が下顎骨の形成に与える影響を明らかにすることである。下顎骨
の発生過程における HA の時空間的な関与を解明することにより、小顎症の発症における分子制
御メカニズムの一部を解明する。それにより分子診断方法の確立だけでなく、補充療法や遺伝子
治療等の新規治療法の開発の糸口とすることを目標とする。 
 
３．研究の方法 
①胎生期における Has2 の発現・局在の確認 

 下顎骨の発生過程において Has2 遺伝子が発現していることを確認するために、胎生 9.5 日
（E9.5）, 10.5 の野生型マウス胎児を用いた In situ hybridyzation 法にて解析した。 
 

②Has2 CKO マウスを作製 
 Has2 の KO マウスは E9.5 頃において心臓の形成不全により胎生致死であることが報告さ
れているため、部位特異的あるいは時期特異的に Has2 を KO する必要がある。Cre/loxP シス
テムを用いて Has2 を選択的に KO するため、Has2 の floxed マウスと Cre 発現マウスを交配
させて Has2 CKO マウスを作製した。研究開始当初はタモキシフェン誘導性軟骨細胞特異的
(Col2a1-CreERT2 )Has2 cKO マウスを作製する予定であったが、下顎骨は神経堤細胞から分
化した軟骨細胞や骨芽細胞によって形成されるため、予定を変更して神経堤細胞特異的
（Wnt1-Cre）Has2 CKO マウスを作製した。また、心臓の形成期以降の任意の時期に Has2 を
KO するために、タモキシフェン誘導性（CreERT2）Has2 CKO マウスを作製した。 
 

③HAS2 の欠失が下顎骨の形成に及ぼす影響の解析 
 作製した Has2 CKO マウスを、様々なステージ(E11.5〜E17.5, P0)で解析した。採取したサ
ンプルの表現型を確認した。 
アルシアンブルー・アリザリンレッド二重染色による骨格標本を作製し、下顎骨を含む全身
骨格を解析した。 

 
４．研究成果 
結果①. E9.5, E10.5 の野生型マウス胎児における Has2 遺伝子の発現を In situ hybridyzation
法にて解析した。その結果、E9.5 では顔面突起(FP)、下顎骨の由来となる第一鰓弓(PA1)および



第二鰓弓(PA2)において発現が見られた。 E10.5 では
E9.5 に比べて発現は強くなっており、顔面突起 (FP)、
第一鰓弓 (PA1) 、第二鰓弓 (PA2) などで強発現が認
められた（図 1）。 
 
結果②. Has2f/f: Wnt1-Cre+/-と Has2f/f: Wnt1-Cre-/-の
マウスを交配させた同腹子について比較した。E15.0
において神経堤細胞特異的 CKO マウス（Has2f/f: Wnt1-
Cre+/-）はコントロールマウス（Has2f/f: Wnt1-Cre-/-）
と比較して上下顎の劣成長が認められた(図 2A)。
E16.5 においても神経堤細胞特異的 CKO マウスでは、
既に著明な上下顎骨の低形成を認め、一部では目の形
成不全や外脳症を認めた(図 2B)。また、出生後すぐ
（P0）の神経堤細胞特異的 CKOマウスは死亡しており、
上下顎の著しい劣成長が認められた（図 2C）。 
 

結果③,  
Has2f/f: CreERT2+/-と Has2f/f: CreERT2-/-のマウスを交
配させた同腹子について比較した。妊娠 8.5 日の母体
マウスにタモキシフェンを投与し、E11.5 および E12.5
のマウスを確認したところ、タモキシフェン誘導性 CKO
マウス（Has2f/f: CreERT2+/-）はコントロールマウス
（Has2f/f: CreERT2-/-）と比較して、心臓や全身骨格の
形成が明らかに阻害されていた（図 3）。 
 また、妊娠 12.5 日目の母体マウスにタモキシフェン
を oral gavage により投与して E14.5 の、妊娠 15.5 日
目の母体マウスにタモキシフェンを投与してE17.5の、
それぞれの骨格標本を作製して全身骨格を比
較した。Has2 CKO マウスの骨格形成に関して、
胎生 14.5 日目における軟骨原基の形成に大き
な差はみられなかった（図 4）。また胎生 17.5
日目のマウスにおいては、四肢の長管骨、肋骨
および上下顎骨の短小化がみられた（図 5）。下
顎骨に関して、長径は減少するが、幅径は増加
する傾向を認めた。  

 
 以上の結果から、下顎頭を含む全身骨格の内軟骨骨形成過程における成長方向について、HAS2
が大きな役割を担っていることが示唆された。現在さらに細かなステージにおける解析を進め
ており、HA による下顎骨形成過程に対する制御機構に関して、今後さらなる組織学的・三次元
形態学的解析検討を進める必要がある。  
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