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研究成果の概要（和文）：マウス口蓋が形成される過程をリアルアイムで観察することのできるライブ観察法の
構築を行った。口蓋の形成過程の中で特に変形の顕著な口蓋挙上のライブ観察を行い、口蓋突起全体が持ち上が
るflip upモデルの変形を捉えることができた。また、口蓋挙上や組織変形に関係する分子の時空間的な発現部
位の違いを調べた。口蓋挙上に関わるPax9とOsr2に関して口蓋挙上の前後、そして口蓋の舌側と頬側で発現部位
に違いがあることが明らかとなった

研究成果の概要（英文）：To observe palatal elevation in real time in detail, we aimed to establish a
 live imaging method using explants of the anterior region of the palatal shelf in mouse embryos 
before the beginning of elevation. This live imaging method enables the continuous observation of 
palatal shelf elevation and provides new insights into palatogenesis. In addition, we examined the 
expression regions of molecules associated with palatal shelf elevation and tissue deformation. Pax9
 and Osr2 are critical molecules leading to differences in the elevation pattern in palatogenesis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口蓋挙上に伴う口蓋突起の変形過程は短い時間で生じることが示唆されており、その過程を固定標本で捉えるこ
とは限界があった。本研究で構築したライブ観察法は、数分間隔で撮影を行うことで口蓋突起の変形過程を連続
的に観察することが可能であり、短時間の変形を捉えるのに適している。この手法を用いることでヒトの先天異
常として高頻度で生じる口蓋裂などの病態解明に新しい方法論と視点を提供できると期待できる。

※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 
二次口蓋形成に対する研究は、ヒト口蓋裂の発症メカニズム解明を目的として進められてき

た。口蓋裂はヒトの先天性異常の中でも発症頻度が高く、多様な病態を示すことが知られている。

その理由として二次口蓋の形成が顎顔面を構成する諸器官との相互関連の中で進行することに

加えて、二次口蓋の形成過程自体が複雑な発育段階を辿ることによると考えられている。二次口

蓋は舌をはさむように位置する左右の口蓋突起が舌の沈下に伴って水平方向へ挙上し、やがて

正中部で接着・癒合することによってその形が出来上がる。この段階のどこかで異常が生じると

口蓋裂が発症する。 

 主に遺伝子改変マウスを用いた解析によって、特定の遺伝子異常がそれぞれの発育段階で口

蓋形成を障害し口蓋裂の発症を導くことが明らかとなりつつある(Li et al., J Dent Res., 

2017)。口蓋裂発症に対する生化学的な理解が進む一方で、正常な発生過程において組織を構成

する細胞がどのような形態や動態を示すのかは明らかになっていない。発生過程での個々の細

胞および細胞集団のダイナミクスが重要であることが知られつつあるが、二次口蓋形成、特にそ

の発育段階のひとつである口蓋突起の挙上に対しては十分な知見が得られていない。 

 
 
２．研究の目的 
これまでの研究では、口蓋突起挙上という組織の変形が生じる過程の中で、組織のどの部分が

どのように変形するのか、またその組織を構成する細胞の増殖や移動、分化といったふるまいが

どの場所でどの程度行われているのかといった定量的な解析は少なく、リアルタイムでの変形

過程を捉えた解析は行われていなかった。そこで本研究では、口蓋挙上の際に口蓋突起および細

胞の形態・動態をリアルタイムで捉え、また細胞の増殖や細胞骨格などの解析によって挙上の原

動力を調べることで、正常な二次口蓋発生機序を明らかにすることを目的とした。 

 

 

 

３．研究の方法 

研究の性質上、生きている状態で口蓋突起に存在するすべての細胞を可視化し観察すること

が理想である。そこで、挙上の起こる胎生 13.5 日目(E13.5)のマウス二次口蓋をスライスし、培

養下でライブ観察を行う手法を構築した。細胞の可視化には核を標識することのできる CYTO11

を用いた。また、免疫組織化学的手法を用いて、Pax9 や Osr2 といった間葉細胞のマーカーや E-

cadherin といった上皮細胞のマーカーによって細胞種を特定し、Ki67 や F-actin などによって

細胞増殖や細胞骨格の位置などを調べた。さらに、これら遺伝子の発現部位や発現タイミングの

変化を調べるために、RT-PCR 法を用いた。 

 

 

  



４．研究成果 

(1)マウス口蓋突起は anterior-posterior 軸に沿って前方部(A 部)、中間部(M 部)、後方部(P部)

の 3 つに区別することができ、口蓋挙上のパターンが異なることが示唆されている。A 部では

flip up モデルと呼ばれる口蓋突起全体が持ち上がる様子が見られ、M 部と P 部では flow モデ

ルと呼ばれる口蓋突起舌側面が膨らみ口蓋突起が水平方向へと伸長する。本研究では、A部の挙

上に対してライブ観察を行い、連続的に組織が変形する様子を観察することができた(図 1)。口

蓋突起の A 部のみを切り出して標識し、コラーゲンゲルに包埋した後にステージ上にインキュ

ベーターを備えた共焦点顕微鏡

を用いて、培養下でライブ観察を

行なった(図 1a)。360 分間の観察

を行うことができ、flip up モデ

ルの口蓋挙上の様子を捉えるこ

とができた(図 1b)。ここから、口

蓋突起のみでも口蓋挙上が生じ

ることが示唆された。 

 

(2)ライブ観察によって得られた結果から口蓋突起の角度の変化を計測した。ライブ観察像を計

測した群(in vitro群)と対応する時期のマウス胎仔を固定しHE染色を行なった画像から計測し

た群(in vivo 群)とで比較した

(図 2a)。口蓋突起全体の角度変

化を計測したところ、口蓋突起

は 360 分間の観察中、常に舌側方

向へ変形を続けていた。その変

形度合いはin vitro群よりもin 

vivo 群の方が大きかった(図

2b)。 

次に、口蓋突起基部(変形の基点となる部分)の角度の変化を、舌側と頬側それぞれで計測した

(図 3a)。舌側では in vitro 群、in vivo 群ともに鋭角方向へ変形し、頬側では in vitro 群、in 

vivo 群ともに鈍角方向へ変形し

た(図 3b)。また、変形度合いは in 

vitro 群よりも in vivo 群の方が

大きかった。これらの結果から、

口蓋挙上は口蓋突起自身の「内

力」に加え、周囲の口腔組織や器

官に起因する「外力」が関与する

可能性が示唆された。 

 

(1)および(2)の研究成果は Development, Growth & Differentiation 誌に掲載された。 

掲載雑誌：Nagasaka A et al., Live imaging observation of elevation of the anterior 

palatal shelf in mouse embryos. Dev Growth Differ. 65, 224-229 (2023). 

 



(3)細胞の核を標識しライブ観察を行うことで、組織内に存在する個々の細胞の動態を捉えるこ

とができた。舌側の基部付近に存在す

る細胞は一方向(約 40 度)へ、頬側の基

部付近に存在する細胞は放射状に移動

する様子が観察された(図 4)。ここか

ら、舌側がより鋭角に、頬側がより鈍

角にという組織変形の違いは、細胞動

態の違いに起因することが示唆され

た。 

 

(4)口蓋突起の舌側・頬側では組織変形の様子に違いが見られたことから、組織変形や口蓋挙上

に関連する遺伝子の時空間的な発現部位の違いを調べた(図 5, 6)。口蓋挙上前である E13.5 お

よび挙上後である E14.5 のマウス胎仔を用いて、口蓋突起の A部、M部、P部のそれぞれに対し

て舌側(L 部)と頬側(B 部)に区別した。対象とした遺伝子は組織変形に関連する F-actin、E-

cadherin、Ki67 および口蓋挙上に関連する Pax9、Osr2、Tgfb3 である。 

その結果、F-actin、E-cadherin、Ki67、Tgfb3 の発現部位には顕著な差がないことが分かった。

しかし、口蓋挙上に関連する Pax9 は E13.5 で AL 部、ML 部、PB 部に、E14.5 で PB 部の間葉細胞

に発現が見られ、Osr2 は E13.5 で AB 部、MB 部、LB 部の間葉細胞に発現が見られた。これら遺

伝子の発現部位やタイミングの違いが口蓋挙上に影響することが示唆された。 

 

(4)の研究成果は International Journal of Molecular Sciences 誌に掲載された。 

掲載雑誌：Nagasaka A et al., Spatiotemporal gene expression regions along the anterior-

posterior axis in mouse embryos before and after palatal elevation. Int J Mol Sci. 23, 

5160 (2022). 
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