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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、胎生期マウスの下顎突起と二次口蓋突起の癒合現象に寄与する分子シグナルを解
明する目的で、発生時期・領域特異的な遺伝子発現の網羅的解析と定量分析、ならびに免疫染
色による翻訳産物の局在観察を行なった。両突起間で発現パターンに顕著な違いが認められた
遺伝子群としては、下顎突起の癒合時期の被蓋上皮と間葉組織に Igfファミリーが発現してい
ることと、二次口蓋突起では TgfB3 と Caskが突起間接着と癒合に働くことが明らかとなった。 
 

研究成果の概要（英文）： 
We aimed to characterize distinct spatio-temporal expression patterns at the fusing epithelium and in 
the underlying mesenchyme of the mandibular arches and of the secondary palatal shelves in embryonic 
mice. To this end, we dissected out of the medial/lateral regions of mandibular arches at embryonic 
days 9.7-11.5 (E9.7-11.5) and of the secondary palatal shelves at E14.0-14.5. The gene expression 
profiles of each of the tissues were determined using microarray and real-time quantitative PCR, 
together with immunohistochemical validation. Comparison of the spatio-temporal gene expression 
profiles between mandibular arches and secondary palatal shelves delineated that Igf family molecules 
may regulate mandibular fusion in the mandibular medial region, while both Cask and TgfB3 play 
essential roles in the contact and fusion between the bilateral shelves.  
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１. 研究開始当初の背景 

哺乳動物の口腔顎顔面の形態形成では、下

顎突起と二次口蓋突起を代表例として、正中

領域における突起間癒合をひとつの特徴と

している。これらの突起間癒合は時空間軸に

沿って左右対称性を維持して進行するが、こ

の形態形成を制御する分子ネットワークの

異常は裂奇形から多器官の形成不全を含む

多彩な表現型の異常を引き起こす。裂奇形の

発症機序に関する国内外の研究においては、
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二次口蓋形成に焦点が向けられており、口蓋

裂を表現型とする遺伝子欠損マウスも数多

く作出されている。マウス二次口蓋の形態形

成では、上顎突起に由来する左右側一対の二

次口蓋突起が増殖方向・速度を同調させなが

ら下方伸長した後に、胎生 14.0～14.5 日

（E14.0～14.5）の短期間に舌側面を挙上、水

平伸長を経て正中部で突起間接触と癒合に

至る。研究代表者らはマンチェスター大学グ

ループとの共同研究において、この突起同士

の接着時には、突起尖端に位置する上皮細胞

（medial edge epithelial cells、MEE 細胞）が

TGFβ3 の制御下で糸状仮足とプロテオグリ

カンを発現して互いを認識することを明ら

かにした。 

下顎突起の癒合現象においても、二次口蓋

突起と同様に、左右側で発生した 1 対の突起

が正中部で接触して間葉組織の合流に至る

（E10.5-11.5）。ただし、二次口蓋突起の癒合

期では MEE 細胞が細胞消失プログラム（細

胞死、移住、上皮間葉形質転換）により消滅

するのに対して、下顎突起の癒合過程では上

皮細胞側での自発的な細胞消失プログラム

の発動については不明であり、間葉組織から

の増殖圧を契機として上皮層一部の分断に

よる間葉合流の仕組みが示唆されている。 

 

２. 研究の目的 

本研究では、裂奇形の細胞分子レベルでの

発症機序の解明を目指して、顎顔面領域の正

中部で癒合を遂げる下顎突起と二次口蓋突

起に注目した。下顎突起と二次口蓋突起にお

ける MEE 細胞の役割・運命を比較する目的

で、組織形態学的な表現型解析とその背景を

なす分子発現プロファイルを調べることに

より、諸突起間癒合に働く分子機構とその相

同性/組織特異性について検証した。 

 

３. 研究の方法 

実験動物として ICR 妊娠マウスを使用し、

所定の妊娠時期まで日本歯科大学生命歯学

部の動物実験委員会のガイドラインに従い

飼育した。解析試料については、E9.7（癒合

前）、Ｅ10.5（癒合途上）、Ｅ11.5（癒合完了）

に相当する下顎突起（各時期の胎仔約 40 個

体を使用）より正中部(中央 1/3、mesial)と残

りの側方部(lateral)に分割することにより、

E9.7M と L、E10.5 M と L、E11.5 M と L を準

備した。E14.0-14.5 の二次口蓋突起試料では、

胎仔個体別に突起位置に基づき水平伸長期

（P1）、接着期（P2）、断裂・間葉合流期（P3）

に相当する正中部（前方 1/3 付近長さ約 400

μm・幅約 200μm）を採取した。 

DNA マイクロアレイ解析には、45,101 プロ

ーブ（全遺伝子数 22,402 個に相当）をプロッ

トした GeneChip®アレイ（Mouse Expression 

430 2.0 Array, Affymetrix）を用い、Gene Spring

（ver.7.3.1, Agilent）により時期・部位別に発

現変動を示す遺伝子リスト（Gene Lists）を

作成した。発現変動を示す遺伝子群の機能分

類には、GO term（AmiGO: www.geneontology. 

org）と BiNGO（Cytoscape: www.cytoscape.org）、

遺伝子相互のパスウェイ解析にはKEGGパス

ウェイ（京都大学, www.genome.jp/kegg）と

Bioscripts library を使用した。 

DNA マイクロアレイ法で検出された遺伝

子発現レベルを検証する目的では、アレイ分

析用試料をリアルタイム PCR で定量分析し

た。遺伝子発現の部位特異性を検証する目的

では、免疫組織化学による翻訳産物の局在を

確認するとともに、EMAGE/ MGI（mRNA in 

situ hybridization database）データベースの

ISH 画像から遺伝子発現部位を確認した。さ

らに、両突起の微細領域での遺伝子発現を確

証 す る 目 的 で 、 組 織 顕 微 切 断 （ laser 

microdissection; LMD）とリアルタイム PCR

による解析を実施した。 

 

４. 研究成果 

(1) 下顎突起の癒合段階での時期・部位特異

的な発現を示す遺伝子群 

本研究期間に蓄積した DNA マイクロアレ

イデータに基づき、全遺伝子数 22,402 個のう

ちから“Presence”と“Marginal”と判定され

た遺伝子を抽出し、予備検討において発現変

動の判定閾値を可変して時期・部位特異的な

遺伝子発現を網羅的に解析した。ここでは予

備 1.5-fold に設定した場合の結果を示す。 

下顎突起正中部における発生時期による

遺伝子発現変動を比較してみると、時期特異

的に高発現を示した遺伝子として、E9.7M で

6341 個、E10.5M で 3253 個、E11.5M で 2716

個、部位特異的に E10.5M で 362 個、E10.5L

で 346 個が抽出できた（図１)。これらの遺伝

子群の GO 分類では、E9.7 において細胞内代

謝、タンパク修飾や分子輸送などの多彩な機

能分子が関与しているが、 E10.5 では神経堤

細胞の分化、パターン形成、ECM の構築に関



 

 

連する遺伝子群、E11.5 では E10.5 で寄与の

少ない Notch シグナルの発現上昇と免疫関連

の遺伝子発現が顕著となり、器官形成にとも

ない遺伝子発現パターンが収斂していく様

子が捉えられた。 

次に、同じ時期の下顎突起における正中部

と側方部での遺伝子発現の相違に注目する

と、708 個の遺伝子群（正中部 362 個と側方

部 346 個）が抽出された。これらの遺伝子群

から有意（p＜0.05）と検定された GO 項目は

233 項目に達したが、E10.5M で有意なものと

して 108 項目、E10.5L では 62 項目、両領域

に共通する 63 項目に区分できた。その内訳

として、E10.5M で高発現を示した遺伝子群

（362 個）は細胞増殖、細胞接着、細胞運動、

上皮の分化・形態形成、Tgfb シグナル、MAPK

活性など、E10.5L で高発現を示した遺伝子群

（346 個）は細胞死、骨・筋を含む間葉識の

発生と形態形成、パターン形成、Retinol 代謝

などに関わることがわかった。E10.5M と

E10.5L でともに高発現を示した遺伝子群は

転写活性や発生、分化、代謝調節に関わるこ

とが確認できた。 

本研究では、遺伝子発現データを基礎して

KEGG パスウェイによる分子ネットワークと

しての機能解析を試みた。現在、公開されて

いる 17個の KEGGパスウェイでは総数 1,213

個の遺伝子を包含しているが、我々の DNA

アレイデータでは 803個の遺伝子が“Present”

もしくは“Marginal”として検出されており、

410 個は“Absent”と判定された。遺伝子発

現が認められた 803 個の内訳として、72 個が

有意な発現変動（正中部で高発現 49 個、側

方部で高発現 23 個）を示しており、残りの

731 個の遺伝子はいずれの試料間で発現水準

に有意差を認めなかった（以下、構成的発現

と表記する）。個々のパスウェイに帰属する

遺伝子総数に占める“ Present もしくは

“Marginal”と“Absent”の比率に注目してみ

ると、“Absent”の比率が 50％を超えるパス

ウェイは 3 つ（Calcium シグナル、Jak-Stat

シグナル、Retinol 代謝）にとどまり、4 つの

パスウェイ（Cell cycle、p53 シグナル、Notch

シグナル、Adherens junction）では 80％を超

える帰属遺伝子が“発現変動” あるいは“構

成的発現”を示していた。また、Calcium シ

グナル、Tgfb-Bmp シグナル、Mapk-Fgf シグ

ナル、Wnt シグナル、Gap junction では、10

個を超える帰属遺伝子が発現変動を示した

ことも注目された。 

下顎突起の癒合時期の正中部では、上述の

GO 解析やパスウエイ解析でも「細胞増殖」

に関わる遺伝子群が高発現しており、旺盛な

細胞増殖活性を支持する結果が得られた。実

際に、細胞増殖活性の指標となる Mki67 抗体

を用いた免疫組織化学では、同時期の下顎突

起試料では側方部に比べて正中領域の間葉

組織で高い増殖活性を示すことが確かめら

れた。他方、細胞死マーカ（ssDNA 抗体）に

よる組織観察では、側方部間葉組織で陽性細

胞が検出されており、正中部上皮及び間葉組

織では極めて少数の陽性細胞を認めるにと

どまった。この部位特異的な細胞増殖･細胞

死の発現制御に関わる分子ネットワークを

探る目的で、増殖因子および受容体分子につ

いて遺伝子総数 537 個の発現パターンを解析

した。その結果では、これまでに報告されて

いる分子ファミリーでの部位特異的な発現

パターンを再確認するとともに、下顎突起正

中領域での細胞増殖を制御する遺伝子とし

て Igf ファミリーが注目された。Igf ファミリ

ーに帰属する 16 個の遺伝子群においては、

正中部で高発現する IGF1、IGF2、IGF2r、

IGFbp5、IGFbp7と側方部で高発現する Igfbp3、

IgfrP2、IgfrP6に分画できた。これらの下顎

突起正中領域で高発現する５つの遺伝子に

ついて、Laser-Microdissection（LMD）法に

より正中部上皮層とその直下の間葉組織を

分割した上で、定量 PCR法を併用して微小領

域での遺伝子発現を定量分析した。その結果、

上皮細胞で高発現する Igfbp5、間葉細胞で高

発現する Igf1、上皮・間葉のいずれの細胞で

も発現を示す Igf2、IGF2r、IGFbp7 に区分で

図 １  E10.5M と E10.5L と の 試 料 間 で 発 現 変 動

（>1.5-fold ）を示す遺伝子をWelch’s testで検定（P < 

0.05）した。正中領域において特異的に高発現する遺

伝子（725個）のうちで361個が有意であり、側方領域

（1090個）では346個が有意であった。 



 

 

きた。この遺伝子レベルでの解析結果につい

ては、Igfbp5 抗体を用いた免疫組織化学によ

り下顎突起の正中部の上皮層で強い陽性反

応を確かめている。 

 

(2) 二次口蓋突起の癒合段階での時期・部位

特異的な発現を示す遺伝子群 

水平伸長期（P1）、接着期（P2）、間葉合流

期（P3）の二次口蓋突起正中部試料における

遺伝子発現についても、下顎突起でのアレイ

データ解析と同様に、全プローブでの発現強

度のうちから“Presence”と“Marginal”と判

定された遺伝子を抽出し、発現変動の判定閾

値を 1.5-fold に設定した。Flags による分別で

は、全遺伝子数 22,402 個のうち、“Present”

もしくは“Marginal”は 12,325 個、“Absent”

は 10,077 個であった。この 12,325 個のうち

で、P1 から P3 の間で時期特異的な発現を示

した遺伝子は 2,749 個、いずれの時期でも発

現水準に有意差が認められなかった構成的

発現遺伝子は 9,576 個であった。 

P1 から P3 で発現変動を示した 2,749 個の

遺伝子群を対象とした GO 分類では、158 項

目が有意（p<0.05）と検定された。その内訳

として、水平伸長期で有意な遺伝子群（(P1>P2, 

P1>P3)は 60 個を数え、核酸代謝、中胚葉の形

態形成などに関わっていた。接着期で有意な

遺伝子群（P2>P1, P2>P3；25 個）は MAPK 系

シグナルの不活性化、上皮形態形成、細胞骨

格改築などに関わること、断裂期で有意な遺

伝子群（P3>P1, P3>P2；73 個）は細胞死、貪

食、細胞接着などに関わることが推定された。 

これらの GO 分類と組織学的な二次口蓋形

成との対応として、水平伸長期で有意な「中

胚葉の形態形成」は左右側二次口蓋突起が舌

側方から舌上方への挙上という顕著な形態

変化の時期と照合している。接着期における

「MAPK 系シグナルの不活性化」は突起間接

着の直前で MEE 細胞の細胞増殖が停止する

ことと一致しており、「上皮形態形成」や「細

胞骨格改築」は MEE 細胞同士の接着前後で

短期間に進行する上皮索の構築と上皮索内

での細胞形態の変化と関連すると考えられ

る。断裂期の上皮索では、細胞死や EMT、細

胞移住が誘発されて MEE 細胞の消失に至る

が、GO 分類においても「細胞死」「貪食」「細

胞接着」に関わる遺伝子発現の亢進が確認で

きた。 

研究代表者らは本研究課題の申請に先立

って、文献情報に基づき遺伝子改変マウスモ

デルに発症する口蓋裂および顎顔面奇形の

病態についてのデータベースを構築し、交付

期間においてもこのプロジェクトを継続し

てきた。現在までに、口蓋裂を表現型とする

単独遺伝子ノックアウトマウスとして 154 例

について表現型の特徴を分析した。今回の

DNA マイクロアレイデータでは、これら 154

個の関連遺伝子について、発生時期特異的な

発現変動を示す遺伝子 55 個、有意な発現変

動を示さない遺伝子 75 個、”Absent”判定の

21 個に分類できた。このなかで顎顔面領域の

重篤な形成異常をともなわず（一次的に口蓋

裂を発症）、口蓋裂発症の頻度が比較的高く、

接着期で二次口蓋発生が停滞している表現

型に着目すると、発生時期特異的な発現変動

を示す遺伝子 55 個のなかで、Tgfβ3、Cask

の２つの遺伝子欠損モデルに限られること

が分かった。Tgfβ3 については、上述したよ

うに英国研究グループとの共同研究におい

てその機能を明らかにしている。Cask は MEE

細胞の接着期に発現上昇を示す遺伝子であ

り、突起間の MEE 細胞の接着に働く機能を

有することが想定された。実際、CASK の欠

損マウスでは、口蓋裂発症率は 80%と高く、

口蓋以外に大きな形態異常は認められず、二

次口蓋に特異的に機能していることが推測

され、また、二次口蓋の発生が接着･癒合時

に停止していることも確認できた。DNA マイ

クロアレイ解析と口蓋裂を表現型とする遺

伝子改変マウスモデルのデータベースから

抽出された Cask について、実際に二次口蓋

突起の癒合部で発現しているか検証するた

めに、LMD とリアルタイム PCR を併用して

微小領域での遺伝子発現を定量分析した。そ

の結果、二次口蓋突起正中部では水平伸長期

から断裂期にかけて発現がみられ、水平伸長

期に比べて接着･断裂期で高い発現量を示し

た。Cask 特異抗体を用いた免疫染色において

も、水平伸長期に比べて接着･断裂期で正中

部の MEE 細胞と間葉細胞で強い陽性反応が

認められた。 

 

(3) 下顎突起と二次口蓋突起の癒合に関わる

特異的遺伝子発現パターンの比較 

本研究課題を総括する目的で、下顎突起・

二次口蓋突起における癒合現象の違いとそ

の背景をなす突起癒合に関わる遺伝子発現

プロフィルを比較した。最初に、DNA マイク



 

 

ロ ア レ イ デ ー タ に 基 づ く Pearson’s 

correlation を利用したクラスタリング解析で

は、下顎突起（0.081～0.098）、二次口蓋突起

（0.059～0.061）それぞれでは比較的高い相

関性を示したが、下顎突起と二次口蓋突起間

では 0.112 と相関性が低く、組織特異性のあ

ることが確かめられた。次に、両突起間に特

異的に働く遺伝子群を同定する目的で、発現

変動の判定閾値を 2-fold に高めて設定するこ

とにより、それぞれの gene listから“Presence”

と“Marginal”と判定された遺伝子群を抽出

した。この再解析の結果では、下顎突起のみ

で発現変動する遺伝子は 5935 個に達するの

に比べて、胎仔発生時期の進んだ二次口蓋突

起のみで発現変動する遺伝子は 1980 個と少

なく、両突起間で共通して働く遺伝子数は

769 個と比較的少ないことも明らかになった。

なお、遺伝子の発現強度の相違に注目してみ

ると、下顎突起と二次口蓋突起で比べてみる

と、二次口蓋突起より下顎突起で 2 倍以上高

い発現を示す遺伝子は 665 個に対して、二次

口蓋突起では 2 倍以上の高発現遺伝子は 995

個であった。 

図２では、両突起癒合部で発現変動する遺

伝子について GO 分類をまとめている。下顎

突起では、顎顔面の初期発生に関連した「形

態変化」・「舌筋発生」と「高い増殖活性」を

反映した GO 項目が検出されており、二次口

蓋突起に特異的な GO 項目では口蓋扁桃の発

生にともなう「免疫関連」、先端上皮での細

胞周期からの逸脱に関連した「MAPK の負の

制御」とアポトーシスに関連する「貪食」が

特徴として認められる。共通する GO 項目と

しては「細胞内代謝」に加えて「細胞移住と

アポトーシス」が検出されたが、上述したよ

うに、「細胞移住とアポトーシス」の対象と

なる組織細胞は下顎突起（間葉細胞）と二次

口蓋突起（MEE 細胞）では異なることに留意

する必要がある。 

 

(4) まとめ 

本研究では、下顎突起と二次口蓋突起の癒

合現象に寄与する分子ネットワークについ

て、DNA マイクロアレイ、LMD とリアルタ

イム PCR を併用した遺伝子発現の定量解析、

免疫組織化学により発生時期・部位に特異的

に発現する遺伝子群を同定できた。今後の課

題として、顎顔面領域における裂奇形の発症

機構の解明に向けて、両突起の癒合時に特異

的に働く遺伝子の機能と上流・下流に位置す

る分子を含む分子ネットワークを解明する

ことが重要と考えている。 
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