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研究成果の概要（和文）：本研究では、Tmem2はNCCの剥離部位とSox9陽性NCCが移動する際に発現することを明
らかにした。Tmem2CKOでは、神経管から移動するNCCの数が大きく減少し、腹側移動経路を通るNCCの数と遊走後
のNCCの数がともに著しく減少していることが明らかになった。Tmem2欠失マウス神経堤細胞を用いた in vitro 
研究では、Tmem2の発現が、NCCのHAを含む基質への接着と細胞移動に必要な接着班の形成に必須であることが明
らかになった。我々の研究成果は、TMEM2を介するHA分解が、正常な神経堤の発達に不可欠な役割を果たすこと
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Analysis of Tmem2 expression during NCC formation and migration reveals that
 Tmem2 is expressed at the site of NCC delamination and in emigrating Sox9-positive NCCs. In 
Tmem2CKO embryos, the number of NCCs emigrating from the neural tube is greatly reduced. 
Furthermore, linage tracing reveals that the number of NCCs traversing the ventral migration pathway
 and the number of post-migratory neural crest derivatives are both significantly reduced in a 
Tmem2CKO background. In vitro studies using Tmem2-depleted mouse O9-1 neural crest cells demonstrate
 that Tmem2 expression is essential for the ability of these cells to form focal adhesions on and to
 migrate into HA-containing substrates. Collectively, our data demonstrate that TMEM2-mediated HA 
degradation plays an essential role in normal neural crest development.

研究分野： 発生生物学

キーワード： ヒアルロン酸　細胞遊走　顎顔面形態形成　口腔癌　糖鎖

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、ヒト先天性顔面形成不全の原因の一つである神経堤細胞の形成や遊走の異常において、ヒアルロ
ン酸のやその分解機構の重要性を世界で初めて明らかにしたものである。今後、ヒト先天性顔面形成不全患者に
おけるTmem2やヒアルロン酸合成・分解に関わる遺伝子の変異の有無を探索することで、ヒアルロン酸の異常を
原因とするヒト先天性顔面形成不全の存在が明らかになる可能性がある。また、Tmem2を標的にした治療によ
り、口蓋裂をはじめとしたヒト先天性顔面形成不全を予防または治療できる可能性がある。これらの成果は、海
外の一流学術雑誌であるPLoS Genetics誌に受理された。

※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 

近年、ヒアルロン酸の合成・分解異常により口蓋裂や小顎症といった頭蓋顔面の先天異常が引

き起こされることが明らかになってきており、ヒアルロン酸が頭蓋顎顔面の形態形成に深く関

わっていることは疑いがないが、その分子機構については未だ明らかになっていない。 

我々は最近、Transmembrane protein 2 (Tmem2)が新規ヒアルロン酸分解酵素であることを世界

に先駆けて明らかにした [1]。Tmem2 によりこれまで不明であったヒアルロン酸に対する分解

機構や細胞接着機構を明らかにできる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヒアルロン酸が新規ヒアルロン酸分解酵素Tmem2を介してどのように頭蓋顎顔面の

形態形成を制御しているかを明らかにすることを目的にした。一方、ヒアルロン酸の合成・分

解異常が大きく関わる重大な疾患として癌が挙げられ、特にヒアルロン酸マトリックスをもつ

癌細胞の高い転移能が注目されている。そこで、分担者がすでに確立した口腔扁平上皮癌の転

移モデルを用いて、ヒアルロン酸の合成・分解異常により口腔癌の浸潤能・転移能が上昇する

メカニズムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

動物実験 

本研究におけるすべての動物実験は大阪大学歯学研究科動物実験委員会の規定(動物実験委員

会承認番号:動歯 29-024-0)と動物の愛護および管理に関する法律を順守して行った。実験に使

用したマウスは Tmem2 floxed マウス (SBP 医学研究所、Yu Yamaguchi 教授より供与)、ZsGreen

レポーターマウス (R26；ZsGreen；JAXマウス、Jackson laboratory, Minnesota, USA） 、

Wnt1-Cre マウス (東京医科歯科大学、井関祥子教授より供与) を用いた。全ての動物実験は、

大阪大学大学院歯学研究科の動物実験管理委員会のガイドラインに従って実施した。本研究プ

ロトコールは大阪大学歯学研究科動物実験倫理委員会により承認を受けている（許可番号：

04263, 29-024-0）。 

 

４．研究成果 

(1)Wnt1-Cre を用いた Tmem2 コンディショナルノックアウトマウスは、頭蓋顔面発生に重篤な異常が生

じる 

図 1. (A)胎生 10.5 日におけるマ

ウス胚の画像（左パネル）  およ

び DAPI 染色の蛍光顕微鏡画像（中

央および右パネル）。 (B)胎生

12.5 日における Tmem2CKOの頭蓋

顔面領域は、顔面構造の著しい低

形成（白矢印）と前頭突起の融合

不全（黒矢印；より詳細な画像は

図 1C 参照）を伴う重度の形態異常

を認める。(C)DAPI 染色したマウ

ス胚の頭蓋顔面領域の蛍光顕微鏡

像。(D) 前脳（i, ii）および上顎

領域（iii, iv）を通る横断切片の

H&E 染色。(v, vi) 三叉神経節

(tg)、前庭神経節(vg)、顔面神経

節(fg)など、NCC 由来の末梢神経

組織の高倍率画像。(E)顔面突起の

横断面を bHABP および DAPIで二重

標識した。棒グラフは HAの定量解

析の結果を示す（ng/μg組織タン

パク質）。データは平均値±SDを

表す（n = 5）。**p < 0.01 は

Student's t-test によるものであ

る。スケールバー、A-Dでは 500 

μm、 



NCCおよび NCCに由来する組織の発生における Tmem2 の役割を明らかにするため、Wnt1-Cre マ

ウスを用いた Tmem2コンディショナルノックアウトマウスを作製した。ヘテロ接合体の Wnt1-

Cre;Tmem2flox/wt マウスは検出可能な発達障害なく生殖可能であったが、Wnt1-

Cre;Tmem2flox/flox(以下、Tmem2CKOという）は胎生致死であった。そこで、胎生 10.5 日から

胎生 12.5 日で、Tmem2CKOならびに対照群のマウス胚を取り出し、観察を行った。胎生 10.5 日

では、Tmem2CKOは、前頭突起、上顎突起、下顎突起の低形成を示した（図 1A、開口矢頭）。

Tmem2CKOの頭蓋顔面領域では、胎生 10.5 日より遅い時期に出血と浮腫が頻繁に観察された

（図 1A, 矢印）。胎生 12.5 日では、Tmem2CKOの 100%（42個中 42個）において重度の頭蓋顔

面異常を示し、前頭鼻突起と上顎突起の低形成、内側鼻突起と下顎突起の正中線での癒合不

全、前頭鼻突起と上顎突起間の癒合不全を認めた（図 1B と 1C）。Tmem2CKOでは、舌や三叉神

経節、顔面神経節、前庭神経節などの神経堤細胞由来組織の形成不全も観察される。さらに、

神経管の癒合不全が Tmem2CKOの一部（42胚中 4胚、9.5%）で検出された（図 1B）。胎生 13.5

日で回収されたすべての Tmem2CKOは、重度の頭蓋顔面および心臓血管の異常のため胎生致死で

あった。さらに、ビオチン化 HA 結合タンパク質（bHABP）を用いた HA 染色では、胎生 12.5 日

において Tmem2CKOの前頭突起部で HAの増加が見られた（図 1E）。また、組織溶解液の HAの

定量解析によって組織における HAの有意な増加が確認された（図 1E）。Tmem2CKOに関するこ

れらの観察結果は、Tmem2 が機能的ヒアルロニダーゼとしての働きを通して、頭蓋顔面組織の

正常な発達に必要であることを示している。 

 

(2)Tmem2 はマウス胚発生において、NCCに由来する組織において高発現が見られる。 
Tmem2CKOの表現型の背景にあるメカニズムを知るために、NCCと NCC 由来組織における HAと

TMEM2 タンパク質の詳細な時空間的局在を比較した。この解析を容易にするため、FLAG タグ付

き TMEM2 を内因性 Tmem2プロモーターの制御下で発現させるノックインマウス系統（以下、

Tmem2-FLAG と呼ぶ）を作った。胎生 11.0日の Tmem2-FLAG を解析したところ、TMEM2 は前脳、

中脳、後脳の神経上皮、顔面隆起、鰓弓、後根神経節、心臓で強い発現を認めた（図 2A、

2B）。これらの結果は、in situハイブリダイゼーションで検出された Tmem2 mRNAの発現とよ

く一致し、TMEM2 タンパク質が NCC 由来組織で発現していることが確認された。全体として、

TMEM2 の発現部位は、Tmem2CKOで欠陥が観察される部位と一致がみられた。さらに、抗 FLAG抗

体と bHABP を用いた TMEM2 と HAの二重染色により、TMEM2 タンパク質と HAはほぼ逆の分布パ

ターンを示すことがわかった（図 2Aと 2B）。これは、これらの組織において TMEM2 が機能的

ヒアルロニダーゼとして働いていることを裏付けている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. (A) E11.0 の Tmem2-FLAGKIレポーター胚の矢状断切片。fb は前脳、mb は中脳、hb は後

脳、ht は心臓、drg は後根神経節。(B) TMEM2-FLAG タンパク質と HAを二重標識した E11.0 の

Tmem2-FLAGKI 胚における顔面隆起、心臓、枝弓、後根神経節の高倍率画像。fb は前脳、fp は

顔面隆起、ba は枝状弓、ht は心臓、ec は心内膜クッション、drg は背根神経節。(C) E9.0 に

おける Tmem2-FLAGKI 胚の神経管横断面。(D) 神経堤細胞の TMEM2-FLAG と Sox9 の二重標識。ス

ケールバー、Aは 250μm、B は 50μm、Cは 300μm、Dは 100μm。 

 

(3)NCC遊走における TMEM2 の役割 

次に Tmem2-FLAG マウスを用いて、神経管閉鎖と神経堤形成における TMEM2 タンパク質の発現パ

ターンを検討した。胎生 9.0日では、TMEM2 は神経板境界で発現しているが、これらの領域で

は HAの局在は見られない（図 2C）。次に、Sox9 との二重標識によって NCCにおける TMEM2 の



発現を解析した。 Sox9 は NCCのマーカーとして知られている。図 2Dに示すように、神経管背

部の Sox9陽性細胞と神経管外に遊走した細胞は TMEM2 タンパク質を高発現しており、TMEM2 が

神経管からの NCC遊走に関与していることが示唆された。 

NCCの移動における TMEM2 の機能的役割を明らかにするため、Tmem2CKOおよびコントロールの

NCCの局在を、それぞれ移動前の NCCおよび移動中の NCCのマーカーとして Sox9 および Sox10

を用いて調べた（図 3）。Sox10 の発現は、NCCが神経管から解離する際に開始され、NCCの移

動中に持続する。胎生 9.0日のコントロールマウス胚では、Sox9 の発現は神経管内の NCCと移

動する NCCで見られた（図 3A、Sox9/コントロール）。一方、Tmem2CKOでは、神経管外に Sox9

発現細胞はほとんど観察されなかった（図 3A, Sox9/Tmem2CKO）。Sox10染色（図 3B）では、

Sox10発現細胞数が Tmem2CKOで減少していた（図 3B、Tmem2CKO)。これらの結果から、NCCが

効率よく神経管外に排出されるためには、TMEM2 が必要であることが示された。 

 

図 3. (A)Tmem2CKOおよびコン

トロールのマウス胚における神

経管の頭側から尾側にかけての

横断切片。(B) Tmem2CKOおよ

びコントロールのマウス胚の横

断切片を、Sox10（赤）と核

（青）の二重染色で示してい

る。(C) Tmem2CKOおよびコン

トロールにおける遊走前および

遊走中の NCCs の定量解析。デ

ータは平均値±SDを表す（n = 

5）。ステューデントの t-test

により***p < 0.001。スケール

バー、Aおよび Bでは 300μm。 

 

 

 

 

 

(4)Tmem2 欠失の O9-1 マウス神経堤細胞は HAを豊富に含む細胞外環境において、細胞移動能が低

下する。 

NCCの移動はインテグリンと接着班(FAs)の形成によって媒介されることが報告されている. ガ

ラスやプラスチック上の薄い HA コーティングは細胞の接着を仲介するが、細胞周囲および細胞

外マトリックスに存在する厚いゲル状の HAは、接着レセプターとその ECMリガンドとの結合を

阻害することが報告されている. 初期の NCCが移動する神経管の背外側を含む NCCの移動ルー

トには、高レベルの HAが含まれている（図 2Cも参照）。したがって、NCCがインテグリンと

ECMの結合と接着班形成を可能にするためには、TMEM2 により HA バリアを分解していることが

考えらえれる。そこで我々はレンチウイルスを用いた shRNAの導入により、Tmem2欠失 O9-1 マ

ウス神経堤細胞を作成した。これらとコントロールのトランスフェクトされた O9-1 細胞を用い

て、HAを含む基質上での細胞接着と移動に対する Tmem2欠失の影響を調べた。ヒアルロニダー

ゼ活性の細胞ベースのアッセイ[1]では、O9-1 細胞は HAを分解する能力を有していることを確

認した（図 4A）。また、HA分解パターンの詳細な解析から、O9-1 細胞は接着班の分布に似た

パターンで基質に結合した HAを分解することがわかった（図 4B） [2]．接着班マーカーであ

るビンキュリンの免疫染色により、O9-1 細胞が HA分解部位に一致して接着班を形成している

ことが確認された（図 4B）。一方 Tmem2欠失 O9-1 細胞は、HA分解が著しく減少している(図 

4A)。さらに、ビンキュリン免疫染色により、HAを含む基質上での接着班形成が Tmem2欠失細

胞では大きく減少していることが明らかになった（図.4B）。このように、O9-1 細胞は TMEM2

を用いて ECMにおける HAを分解するとともに、接着班形成を促進していることが示唆された。

神経管を取り巻く HAリッチな組織への NCCの遊走を再現するため、I 型コラーゲン（Col1）と

高分子量（HMW）HA種（平均分子量 1200〜1400kDa）からなる混合基質上で細胞遊走能を検証し

た。この in vitro モデルにより、HAを高濃度で含む ECMへの NCCの細胞遊走を模倣すること

が可能である。コントロールと比較して、Tmem2 を欠失させた O9-1 細胞では細胞遊走が著しく

減少した（図 4C, Tmem2 shRNA）。これらの結果より、HAが豊富な環境における O9-1 細胞の移

動に TMEM2 が機能的に重要であることがわかる。 



図 4. (A) Tmem2欠失細胞とコン

トロールの O9-1 細胞を、蛍光標

識 HA（FA-HA）でコートしたガラ

スカバースリップ上で 48時間培

養した。(B)細胞ベースのヒアル

ロニダーゼアッセイを 16時間行

い、細胞は抗ビンキュリン抗体

で染色した。 (C) Col1/HA混合

基質上の無細胞間隙への Tmem2

欠失細胞およびコントロール O9-

1 細胞の遊走の経時的観察。(D, 

E) 胎生 9.5 日における 

Tmem2CKOおよびコントロールの

尾側および頭側領域における神

経管の横断切片を、抗ビンキュ

リン抗体 (D) または抗 N カド

ヘリン抗体 (E) で染色した。

nt, 神経管。スケールバー：25

μm（A）、2.5μm（B）、200μm

（C）、150μm（Dおよび E）。 

 

さらに、これらの知見の in vivo での関連性を調べるため、胎生 9.5 日における

Tmem2CKO;ZsGreen とコントロール（すなわち Wnt1-Cre;Tmem2wt/wt;ZsGreen）の NCCにおける

Vinculin の局在を分析した（図 4D）。コントロール（図 4D、コントロール）では、神経管か

ら遊走する NCCにおいて Vinculin の高い発現を示した。一方、Wnt1-Tmem2CKO;ZsGreen では、

遊走する NCCにおける Vinculin の発現が大きく低下していた（図 4D、Tmem2CKO）。さらに、

Wnt1-Tmem2CKO;ZsGreen の NCCでは、N-カドヘリンの細胞間での発現が減少していた（図

4E）。 

 

これらの結果より、TMEM2は、神経管からの神経堤細胞の効率的な遊走に必要であることが明ら

かになった。我々の論文は、ヒアルロン酸の分解が胚の形態形成において重要な役割を果たす

こと、そしてヒアルロン酸分解の制御異常が重度の発達障害につながることを初めて明らかに

した。一方、ヒアルロン酸の合成・分解異常により口腔癌の浸潤能・転移能が上昇するメカニ

ズムについては、本研究期間内では十分に明らかにできなかったが、現在、解析を進めてお

り、Tmem2を介した細胞接着機構、分解制御機構の詳細な解析やヒト顎顔面形成異常患者におけ

るTmem2の変異の有無とともに、今後の研究の中で明らかにしていきたい。 
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