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研究成果の概要（和文）：口蓋突起上皮の動態異常が口蓋裂の発症と大きく関わっていることが知られている。
Ras阻害剤投与群において口蓋突起上皮のライブイメージング技術により二次口蓋の上皮除去が阻害されること
を見出した。静置培養でも同様にRas阻害剤投与群では口蓋突起癒合が抑制され、E-cadherinおよびp63が口蓋癒
合面の内側縁上皮に強発現していた。また、Rasシグナルの下流分子であるRREB1に着目し、Rreb1遺伝子は口蓋
癒合面の内側縁上皮に特異的に発現し、Rreb1ノックダウン群では口蓋突起癒合が抑制された。これによりRasシ
グナルおよびRreb1遺伝子が口蓋突起癒合に重要な因子であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：It is known that various factors involved in the development of cleft lip 
and palate, in particular, abnormal dynamics of the palatal epithelium are greatly involved in the 
onset of cleft palate. We found that secondary palatal epithelial removal was inhibited by live 
imaging techniques of the palatine process epithelium in the Ras inhibitor group. Similarly, in 
stationary culture, palatal fusion was suppressed in the Ras inhibitor group, and E-cadherin and p63
 were strongly expressed in the medial edge epithelium of the palatal fusion surface. In addition, 
focusing on RREB1, a downstream molecule of Ras signaling, the Rreb1 gene was specifically expressed
 in the medial edge epithelium of the palatal fusion surface, and palatine process fusion was 
suppressed in the Rreb1 knockdown group. We found that Ras signaling and Rreb1 genes are important 
factors for palatal fusion.

研究分野： 組織発生学

キーワード： 二次口蓋の癒合　口唇口蓋裂　TGF-B　Rasシグナル経路

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は口蓋突起上皮のライブイメージング技術を応用することで、TGF-β/Rasシグナル経路が口蓋突起癒合に
おける細胞動態にどのような影響を及ぼしているかを解明し、Rasシグナル経路を制御するための標的分子を探
索する新しい取り組みである。Rasシグナルの標的分子であるRREB1を用いた実験系を確立したことにより、口蓋
突起癒合不全に特異性の高いTGF-β/Rasシグナル分子標的治療法の構築を進めていくことが可能になる。

※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  
口唇口蓋裂の発症には様々な要因が関与することが知られているが、とりわけ口蓋突起上皮の動態異常
が口蓋裂の発症と大きく関わっている。今回我々が着目する TGF-βシグナル伝達経路は口蓋裂発症にお
いて中心的な役割を果たしていることは知られているものの、口蓋上皮の細胞動態に与える影響やその
分子メカニズムについては十分に明らかになっていない。研究代表者らの過去の研究結果から、口蓋突
起上皮のライブイメージング技術により、口蓋突起癒合時の上皮細胞の細胞動態を観察することを可能
にしている。また、TGF-β の下流で働く Ras シグナル経路は非古典的な経路として近年、特に注目され
ている（Nature 2020 PMID: 31915377）。我々は、この Ras シグナル経路の阻害により口蓋上皮の癒合
不全が生じる新たな知見を得た。このことから、上述のライブイメージング技術を応用し、TGF-β/Ras
シグナル経路を標的として口蓋突起癒合面の細胞動態の異常を改善することができれば、口蓋裂発症の
メカニズム解明に寄与するだけでなく、口蓋裂に対する根治的な病因治療の開発に繋がる可能性が高い。 
 
2. 研究の目的 
 口蓋突起癒合不全における口蓋上皮の細胞動態の異常はいくつかのパターンに集約されることが明ら
かになってきた。つまり、口蓋上皮癒合面の細胞動態の異常を改善することで、発症原因が多様な口蓋裂
に対して非常に効率的・効果的な治療が可能になると推察される。研究代表者らは上皮特異的に GFP を
発現するマウスを用いて、口蓋癒合時の上皮の細胞動態を観察するライブイメージング手法を開発し、
これまで困難であった口蓋突起癒合時の上皮細胞の細胞動態を観察することを可能にした。本研究では
Ras シグナルが TGF-βシグナル経路の下流において口蓋上皮癒合面の上皮細胞の細胞動態にどのよう
な影響を及ぼしているのかを詳細に解析し、TGF-β/Ras シグナル経路を分子標的にして口蓋裂発症に
おける新たな細胞学的メカニズムを解明する。 

 
3. 研究の方法 
野生型マウス口蓋突起の器官培養において TGFβ阻害薬添加群および Ras シグナル阻害薬添加群の実験
モデルを用い、口蓋突起癒合面の形態学的な解析を行った。同様の実験群で口蓋突起半側除去器官培養
（Gozo A. et al Front. Physiol. 2019）を行い経時的な観察を行った。さらに Ras シグナルの下流分子である
RREB1 に着目し、Rreb1 ノックダウン群を用いて口蓋突起癒合面の形態学的な解析を行い、Rreb1 遺伝
子が口蓋突起癒合に及ぼす影響について評価した。 
 
4. 研究成果 
生後 4 週齢の野生型マウスの口蓋では、口蓋突起が癒合
し、完全な口蓋の形成が確認できる。胎生 14.5 日齢の口
蓋突起を摘出し、静置培養を行った。48 時間後に対象群
では口蓋突起どうしの癒合が認められたが、TGFβ阻
害薬（SB431542 ）添加群および Ras シグナル阻害薬

（Pan-Ras-IN）添加群では癒合が認められなかった。 
（図１）。 図 1 TGFβ阻害薬添加群と Ras シグナル阻害薬添加群 

における口蓋突起癒合時の形態学的解析 

Inubushi, T. et al. Dis. Model. Mech. 2022, 15, 
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また、E-カドヘリンは口蓋癒突起癒合時における MEE の消失
過程において、喪失することが知られている上皮特異的なマー
カーであり、p63 は口蓋裂が生じる際に重要な転写因子の一つ
であることが知られている。 
E-カドヘリンと p63 の免疫染色により、対照群では 48 時間培
養後に E-カドヘリンと p63 の二重陽性細胞が口蓋突起癒合面
正中（MEE）領域から消失することが示された。一方、TGFβ
阻害薬添加群および Ras シグナル阻害薬添加群では、口蓋突起
が接触しているにもかかわらず、MEE では E-カドヘリンおよ
び p63 の発現が観察された（図 2）。 

次に上皮特異的に GFP を発現するマウスである K14-GFP
マウス胎生 14 日齢の口蓋突起を摘出し、口蓋突起半側除去
器官培養実験を行った（図 3 右上）。 
対象群と比較して GFP 消失領域は TGFβ阻
害薬添加群および Ras シグナル阻害薬添加群

で有意に減少した。（図 3 左）。 
また、片側の口蓋突起前方部の器官培養に

おいて GFP 消失領域は TGFβ阻害薬添加群
および Rasシグナル阻害薬添加群ではMEE 領
域での E-カドヘリンの発現が保持されてい
た。（図３右下）。 これらの結果から MEE の
消失過程に必須である E-カドヘリンの喪失
には Ras シグナル伝達が必要であることが
示唆された。これらは口蓋裂発症の主因の一
つである口蓋癒合不全において TGF-β/Ras
シグナル経路が口蓋突起癒合面上皮細胞に関
与することが明らかとなった。 

次 に 、 Ras シ グ ナ ル の 下 流 分 子 で あ る
RREB1 に着目し、Rreb1 遺伝子は口蓋癒合面
の内側縁上皮に特異的に発現し、口蓋突起上皮に
おける発現を調べた。胎生 14.0 日齢のマウス口蓋
突起では MEE 領域で発現し、胎生 14.5 日齢のマ
ウス口蓋突起では接触部の MEE 領域で Rreb1 の
発現を顕著に認めた（図 4）。 これらの結果から、
Rreb1 が口蓋形成において口蓋突起の間葉では
なく MEE を含む上皮特異的に発現している可能性が示

Inubushi, T. et al. Dis. Model. Mech. 2022, 15, 

図 2 TGFβ阻害薬添加群と Ras シグナル阻害薬 

添加群における口蓋突起癒合時の組織学的解析 

図 3 口蓋突起半側除去器官培養時の組織学的解析 

図４ 口蓋突起上皮における Rreb１の発現 

Inubushi, T. et al. Dis. Model. Mech. 2022, 15, 

Inubushi, T. et al. Dis. Model. Mech. 2022, 15, 
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唆された。 

次に、Rreb1 ノックダウン群を用いた口蓋突起の静置
培養では 48 時間後に口蓋突起どうしの癒合は認められ
なかった（図 5 上）。E-カドヘリンと p63 の免疫染色では
ともに MEE 領域において発現が認められた（図 5 下）。
これにより Ras シグナルおよび Rreb1 遺伝子が口蓋突起
癒合に重要な因子であることを見出した。また、この研究
内容を共同執筆者として Disease Models & Mechanisms 
誌に投稿した。 

今後は Ras シグナルの標的分子である RREB1 を用い
た上述の実験系を確立したことにより、口蓋突起癒合不
全に特異性の高い TGF-β/Ras シグナル分子標的治療法
の構築を進めていく。 

 

 
 
 
 
 

Inubushi, T. et al. Dis. Model. Mech. 2022, 15, 

図５ 口蓋突起癒合における Rreb1 ノックダウンの影響 
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