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研究成果の概要（和文）：口蓋組織における神経堤細胞の局在を Wnt1-cre;R26Rマウスを用い解

析した結果、神経堤細胞は、硬口蓋間葉細胞を始め、軟口蓋では、蝶形骨翼状突起周囲で

Scleraxis を発現し口蓋帆張筋と連続する腱組織、さらに Type I collagen を強く発現する口

蓋腱膜を形成していた。TGF-b シグナルは、神経堤細胞の細胞増殖と Type I collagen 発現に

促進的に働いていることを確認し、口蓋形成に重要なシグナルであることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：The results of analysis for localization of cranial neural crest cells 

(CNC) in palatal tissue by using Wnt1-cre;R26R mice, not only hard palate also soft palate 

was composed by CNC. During development of soft palate, palatine aponeurosis is 

organized by CNC cells expressing Col I mRNA. TGF-b signaling controls the proliferation 

of palatal mesenchymal cells and induces Col I protein deposition. 
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１． 研究開始当初の背景 

口蓋発生時において、二次口蓋の水平的成

長は口蓋形成には必須であり、この成長が阻

害されると、両口蓋棚は互いに接することが

できず、結果として口蓋裂を発症する。二次

口蓋を形成するのは、主に間葉組織では神経

堤由来細胞と中胚葉由来細胞である。前者は

主に口蓋骨を（硬口蓋）、後者は口蓋帆張筋、
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帆挙筋などの摂食・嚥下及び発育機能に重要

な骨格筋（軟口蓋）を含む組織で構成されて

いる。さらに二次口蓋は、間葉組織の神経堤

由来細胞、中胚葉由来細胞に加えて、それら

を取り囲む外胚葉由来の上皮細胞と大きく 3

種類の細胞群からなる。口蓋発生の分子生物

学的研究においては、口蓋裂を発症する遺伝

子改変マウスの解析を中心とし、口蓋発生に

必要不可欠な遺伝子の同定がさかんに行わ

れている。しかしながら、一つの口蓋を骨組

織である硬口蓋と、骨格筋組織を含む軟口蓋

とをわけて解析している研究は殆どない。現

在、口蓋裂治療は、単純に裂部の閉鎖という

物理的な修復を中心としたアプローチで行

われている。しかし、咬合、咀嚼、発音など

を視野にいれた口蓋組織の機能的な修復を

目的とするならば、口蓋形成を組織別に詳細

に解析することが重要であり、それぞれの動

態を把握することは、組織再生を視野にいれ

た組織工学的アプローチを目指していくた

めには必須であると考えられる。 

形質転換成長因子（以下 TGF-b）は、全身

のあらゆる器官に幅広く存在する。本分子は、

細胞遊走、増殖、分化、細胞外器質産生など

様々な過程で重要な役割を演じている。さら

に、口蓋の発生においても大変重要な機能を

有する。我々研究グループは、Cre-LoxP 遺伝

子組み換え系を用いることによって、先に示

した口蓋を構成する 3つの細胞群におけるコ

ンディショナルノックアウトマウスを作成

した。これらマウスを用いた解析により、骨

芽細胞、軟骨細胞、口腔上皮細胞、線維芽細

胞における TGF-bの機能を明らかにしたこと

は、これらの細胞で組織される口蓋の解析に

も 参 考 に な る と 考 え ら れ る (Ito et 

al.Dev.2003, Xu et al. Dev Biol. 2006, 

Hosokawa et al. Dev Biol. 2007）。 

２．研究の目的 

本研究は、口蓋発生に関与する因子につい

て TGF-b シグナルに着目し解析を行い、特に

神経堤細胞から発信される TGF-b シグナルの

下流シグナルネットワークを骨細胞・骨格筋

細胞に分けて解析することによって、硬口蓋

と軟口蓋それぞれにおける成長因子を同定

することを目的としている。具体的には、以

下の 3つの柱を具体的な目的として進めてい

く。 

（（（（1111））））口蓋口蓋口蓋口蓋をををを形成形成形成形成においてにおいてにおいてにおいて主要主要主要主要なななな 3333 種種種種のののの組織組織組織組織

由来由来由来由来のののの細胞分布細胞分布細胞分布細胞分布についてについてについてについて、、、、組織学的組織学的組織学的組織学的にににに解析解析解析解析すすすす

るるるる。。。。    

（（（（2222））））TGFTGFTGFTGF----bbbb シグナルのシグナルのシグナルのシグナルの下流下流下流下流にににに存在存在存在存在するするするする遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子

をををを同定同定同定同定するするするする。。。。そしてそしてそしてそして各組織由来各組織由来各組織由来各組織由来のののの細胞細胞細胞細胞のののの役割役割役割役割

とととと細胞間細胞間細胞間細胞間のシグナルクロストークをのシグナルクロストークをのシグナルクロストークをのシグナルクロストークを解明解明解明解明しししし、、、、

口蓋発生機序口蓋発生機序口蓋発生機序口蓋発生機序をををを分子生物学的分子生物学的分子生物学的分子生物学的にににに解明解明解明解明するするするする。。。。    

（（（（3333））））同定同定同定同定したしたしたした TGFTGFTGFTGF----ｂｂｂｂシグナルシグナルシグナルシグナル下流下流下流下流のののの遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子

についてについてについてについて、、、、機能的解析機能的解析機能的解析機能的解析をををを行行行行うううう。。。。    

 

３． 研究の方法 

（（（（1111））））口蓋口蓋口蓋口蓋をををを形成形成形成形成においてにおいてにおいてにおいて主要主要主要主要なななな 3333 種種種種のののの組織組織組織組織

由来由来由来由来のののの細胞分布細胞分布細胞分布細胞分布についてについてについてについて、、、、組織学的組織学的組織学的組織学的にににに解析解析解析解析すすすす

るるるる。。。。    

神経堤細胞の局在を視覚化するため、遺伝

子改変マウス、Wnt1-cre マウスと、R26R マ

ウスを交配し、Wnt1-cre；R26Rマウスを作出

し、X-gal 染色を施行する。 

    

（（（（2222））））TGFTGFTGFTGF----bbbb シグナルのシグナルのシグナルのシグナルの下流下流下流下流にににに存在存在存在存在するするするする遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子

をををを同定同定同定同定しししし、、、、各組織由来各組織由来各組織由来各組織由来のののの細胞細胞細胞細胞のののの役割役割役割役割とととと細胞間細胞間細胞間細胞間

のシグナルクロストークをのシグナルクロストークをのシグナルクロストークをのシグナルクロストークを解明解明解明解明しししし、、、、口蓋発生口蓋発生口蓋発生口蓋発生

機序機序機序機序をををを分子生物学的分子生物学的分子生物学的分子生物学的にににに解明解明解明解明するするするする。。。。    

これまで行った、TGF-bII 型のレセプター

のコンディショナルノックアウトマウスを

用いた解析や、その他、TGF-b シグナルのリ

ガンド、受容体の遺伝子改変マウスを用いた

報告から、TGF-b シグナルの下流のシグナル

についていくつか候補を絞り、それら遺伝子



 

 

の発現を、in situ hybridization、免疫組

織化学染色を用いて調べる。 

    

（（（（3333））））同定同定同定同定したしたしたした TGFTGFTGFTGF----ｂｂｂｂシグナルシグナルシグナルシグナル下流下流下流下流のののの遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子

についてについてについてについて、、、、機能的解析機能的解析機能的解析機能的解析をををを行行行行うううう    

(2)の解析で得られた、TGF-b シグナル下流

の遺伝子候補について、TGF-b 刺激に対する

反応を口蓋の器官培養を用いて調べ、口蓋の

成長における作用を確認する。 

    

４． 研究成果 

(1)(1)(1)(1)胎生胎生胎生胎生18.518.518.518.5日齢日齢日齢日齢におけるにおけるにおけるにおける神経堤細胞神経堤細胞神経堤細胞神経堤細胞のののの局在局在局在局在    

Wnt1-cre；R26Rマウスを作出し、X-gal 染

色を施行した。胎生 18.5 日齢における神経

堤細胞の局在を、図１に示す。    

図１．  硬口蓋と軟口蓋における神経堤細胞

の局在 

 

硬口蓋においては、口蓋骨、その周囲の結

合組織は、神経堤細胞によって構成されてい

た（図１左）。軟口蓋においては、神経堤細

胞は、間葉細胞が帯状に凝集して形成される

口蓋腱膜を構成し、さらに骨格筋周囲の結合

組織、口蓋帆張筋と口蓋腱膜とを接合する腱

も構成していた(図１右 矢印)。この解析に

より、軟口蓋発生においては、口蓋筋群の停

止部位となる口蓋腱膜が最初に形成される

ことがわかり、軟口蓋においても神経堤細胞

の挙動が重要であることが明らかとなった。 

    

(2)(2)(2)(2)－－－－1. 1. 1. 1.     TGFTGFTGFTGF----bbbb シグナルのシグナルのシグナルのシグナルの下流下流下流下流にににに存在存在存在存在するするするする

遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子をををを同定同定同定同定    

    (1)(1)(1)(1)の解析によって、軟口蓋においてもそ

の発生時には中胚葉由来の細胞ではなく、神

経堤細胞が口蓋間葉組織での主役を担って

おり、口蓋腱膜の形成が正常に行われること

がその後の軟口蓋の組織形成に重要である

ことが分かった。そこで、口蓋腱膜形成に着

目し解析を進めた。口蓋腱膜発生における細

胞の特性を調べるため、結合組織形成に重要

である細胞外基質である、Type I collagen、

骨格筋細胞のマーカーである MyoD、腱細胞の

マーカーである Scleraxis の発現を in situ 

hybridization を用いて調べた（図 2）。 

 

図２．各細胞マーカーの発現 

 

胎生 13.5 日齢時、軟口蓋領域の口蓋棚は、

舌の両側に垂直に位置している。間葉組織に

は、Type I collagen が全体的に発現してい

るものの、MyoD と Scleraxis の発現は認め

られなかった。胎生 14.5 日齢時には、左右

の口蓋棚は、舌の上へ挙上され水平位となり

癒合する。この時期での Type I collagenの

発現は、その後の口蓋腱膜形成予定領域で促

進されていることが観察された。腱細胞のマ

ーカーである Scleraxisは、蝶形骨翼状突起

周囲でその発現が認められたが、口蓋腱膜領

域には認められなかった。 

    

(2)(2)(2)(2)－－－－2222....     Type I collagenType I collagenType I collagenType I collagen のののの発現発現発現発現のののの経時的経時的経時的経時的

変化変化変化変化    

    各細胞分化マーカーの解析から、口蓋腱膜

は、Type I collagen を発現する細胞によっ

て形成されていることが明らかとなった。そ

こで、胎生のさらに後期における Type I 



 

 

collagen の発現について、蛋白質レベルでの

発現もあわせて解析した（図３）。 

図３．Type I collagen の発現 

 Type I collagen は、胎生 14.5 日齢の口蓋

間葉組織全体で発現がみとめられたが、ｍ

RNA の発現パターンと同様に、胎生 14.5 日齢

以降では、口蓋腱膜でさらに強い発現を認め

た。（（（（2222））））----1111、、、、2222 の結果を考え併せると、神経

堤細胞は、自ら Type I collagen を発現し、

細胞外基質を産生し、細胞を凝集させながら

口蓋腱膜を形成していることが示唆された。 

    

（（（（3333））））    TGFTGFTGFTGF----ｂｂｂｂシグナシグナシグナシグナルのルのルのルの機能的解析機能的解析機能的解析機能的解析    

軟口蓋における口蓋間葉細胞に対する、

TGF-b シグナルの機能を解析するため、口蓋

の器官培養システムを確立した。胎生 14.5

日齢の胎児マウスから実体顕微鏡下で口蓋

組織を摘出し、24 時間培養した。TGF-b 蛋白

の影響を確認するため、ゲルビーズに TGF-b

蛋白を吸収させ、口蓋間葉へ挿入し周囲に惹

起される反応を観察した。コントロールとし

て、BSA を吸収させたビーズを用いた。細胞

増殖活性を調べるため、組織採取後の 24 時

間培養後に、培養液に BrdU を添加し、120 分

培養後固定液にて組織を固定し、切片を作成

した（図４）。    

    

    

    

    

図図図図 4444．．．．器官培養器官培養器官培養器官培養におけるにおけるにおけるにおける TGFTGFTGFTGF－－－－bbbb 蛋白蛋白蛋白蛋白のののの機能解機能解機能解機能解

析析析析    

図４上段には、24 時間器官培養後の組織切

片 HE 染色像を示す。BSA、TGF ビーズ周囲に

は、細胞密度の高い領域が観察される。これ

は、口蓋骨の原基であると考えられる。中段

に、BrdU 染色を示す。上段で観察されたビー

ズ周囲の細胞密度の高い領域において、

TGF-b ビーズ周囲では、BrdU 陽性の細胞が多

数観察される。しかしながらコントロールで

ある BSA ビーズ周囲では、BrdU 陽性細胞の数

は、TGF-b ビーズと比較して少ない。さらに

下段に Type I collagen の免疫組織化学染色

を示す。TGF-b ビーズ周囲では、Type I 

collagen の発現が観察され、BSA ビーズ周囲

と比較して明らかに増強された染色像が観

察された。つまり、TGF-b は、口蓋の間葉細

胞の細胞増殖を促進し、さらに細胞外基質で

ある Type I collagen の発現を促すことで細

胞の凝集を調節していることが明らかとな

った。この TGF-b シグナルの作用は、軟口蓋

組織における口蓋腱膜形成に重要であるこ

とが示唆された。    

これまでの研究成果によって、軟口蓋の

組織学的変化に加え、遺伝子レベルでのメカ

ニズムの一部が明らかとなり、口蓋裂発症の

原因因子の探索として新しい展開を示せた



 

 

と考えている。    
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