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研究成果の概要（和文）：TGF-β受容体（TβR-I, -IIおよび-III）の発現様式は、二次口蓋の癒合に深く関わってい
ると報告されている。本研究目的は、siRNAを使用し二次口蓋癒合時の3種の受容体の機能を比較することである。siRN
A治療群では、受容体の発現を約85%以上抑制した。siTβR-IもしくはsiTβR-II、治療群の前方および後方部の二次口
蓋は口蓋裂を呈していた。siTβR-III治療群の口蓋は、正中上皮が残存していた。また、受容体の機能を抑制した結果
、SMAD2のリン酸化を阻害し、MMP-13の発現にも影響を及ぼした。二次口蓋癒合時において、受容体の機能がそれぞれ
異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Reported expression patterns for TGF-b receptors (TbR-I, -II, and -III) during pal
atogenesis suggest that they play essential roles in the mechanisms leading to palatal fusion. This study 
was to compare the functions of the TbRs during palatal fusion. Using organ culture of mouse palate, TbR-I
, -II, and -III expressions were suppressed by the siRNAs of TbR-I, -II, and -III, respectively. Phospho-S
MAD2 and MMP-13 expressions also measured. The siRNA treatment decreased the expression level of each rece
ptor. When treated with either siTbR-I or -II, palatal shelves were complete clefting. Treatment with siTb
R-III resulted in a persistent midline seam of medial edge epithelium (MEE). Treatment with all siTbRs alt
ered the pattern of phosphor-SMAD2. Treated with siTbR-I or -II showed altered MMP-13 expression levels. T
he ability to identify and recover MEE cells during palatal fusion will aid in the evaluation of the diffe
rent mechanistic events regulated by each TbR during palatogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
  哺乳類の二次口蓋は、顎顔面の成長発育に
おいて、特異的な成長を行う。マウスでは胎
生 12日から舌の左右両側に垂直的に成長し、
やがて下顎が前方へ成長するとともに、舌が
沈下し、口蓋は舌の上方へ水平位をとる（胎
生 14日）。水平位をとった両側二つの口蓋は
お互いに近づくように伸びていき、最終的に
マウスでは 16 日までに口蓋は一塊となり上
顎を形成する(Griffith et al., 1992)。 
 日本人の四百人に一人とされている、唇顎
口蓋裂、特に口蓋裂の病因は、この胎生期に
おける、二次口蓋の癒合および成長不全によ
り発生する。具体的には、1) 二次口蓋突起が
十分に成長しない場合、2) 成長してもなんら
かの原因で水平位をとらない場合、3) 水平位
をとっても正中口蓋上皮 (Medial edge 
epithelium: MEE)が癒合しない場合、口蓋裂と
なる。 
 この MEEについて、申請者らは TGF-βが
口蓋癒合上皮に強い遺伝子発現を認めたこ
とを明らかにし (Nakajima et al., 2010)、さら
に申請者らは、受容体についても TGF-β type 
II 受容体(TβR-II)の conditional knock outマウ
スの generationに成功し、その phenotypeは口
蓋裂を呈していたことを明らかにした（Ito et 
al., 2003）。また、TGF-β type III受容体(TβR-III)
と二次口蓋癒合については、small interfering 
RNA (siRNA)を使用し、TβR-III の機能を
knock downした際の phenotypeについて口蓋
癒合の遅延を認め、 down stream である
SMAD-2の phosphorylationを阻害していたこ
とを明らかにした(Nakajima et al., 2007)。 
  しかし、二次口蓋成長発育時に、TGF-βか
ら伝達された signalが、downstream遺伝子に
どのように影響しているか、さらにMMPsに
代表される Extracellular matrix (ECM)の発現
との関係については十分明らかとなってい
ない。 
 
 
２．研究の目的 
  近年、Transforming Growth Factor (TGF) -β 
superfamily の signaling pathwayは、二次口蓋
成長発育時に強い遺伝子合成タンパクの発
現を示すことが明らかとなってきている(Ito 
et al., 2003; Nakajima et al., 2007, 2010)。TGF-β
受容体には type-I, -II, -IIIの 3種あり、それぞ
れの機能の相違や downstream 遺伝子との関
連性、すなわち二次口蓋成長発育における
TGF-βのシグナル伝達については十分明らか
となっていない。また、関連する Extracellular 
matrix との関係についても十分明らかとなっ
ていない。したがって、3種の TGF-β 受容体
をそれぞれ small interfering RNA にて knock 
downさせた際の TGF-β dependentの二次口蓋
成長発育に及ぼす影響について解明する。 
 

 研究費の交付を希望する期間内の目的 
 各 TGF-β 受容体の siRNA を二次口蓋に

transfectし knock downさせた際に生じる、二
次口蓋の癒合についての観察、Western blot
法および real time RT-PCR法にて各受容体お
よび downstream 遺伝子発現について解明す
ることを目的とする。 
 
当該分野におけるこの研究(計画)の学術
的な特色·独創的な点及び予想される結果と
意義 
 近年、siRNAの技術開発により、特定遺伝
子の機能低下させた際の signaling pathwayや
表現型について、null-mutantマウスを generate
することなく、遺伝子情報の解析および観察
することが可能となった (Nakajima et al., 
2007)。そのため、本研究は siRNA を使用し
二次口蓋に強く発現する TGF-β 受容体を
knock down した際の、二次口蓋の phenotype
および downstream signaling pathwayの遺伝子
伝達ついて解明することを目的とする。さら
に、二次口蓋成長発育のみならず、他臓器や
Cancer research における TGF-β 遺伝子
signaling pathway のメカニズムをも明らかに
することが可能となり、発生学・分子生物学
的な成果に寄与するものと考えられる。また、
顎顔面defectの表現型を有する syndromeの病
因の一部についても明かにできる可能性が
示唆され、得られた成果は国内外とも関心が
高い評価を得られるものと考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Small interfering RNA (siRNA) 処理下にお
ける二次口蓋成長発育の観察 
  胎生 13 日目の ICR マウス口蓋突起のみ摘
出し、フィルター上に両口蓋突起を合わせる
ように Grobstein organ culture mesh上に試料
をのせ、濃度 100, 200, 300nMの siRNAを含
有した BGjb medium (Gibco) 溶液にて organ 
cultureを行う。なお、organ culture は、37oC、
5% CO2-air atmosphereの環境下で、24, 48, 72
時間後まで行う(Nakajima et al., 2007, 2010)。 
 
(2) In vitro凍結切片の作製 
  Organ cultureにて siRNA処理したマウスの
二次口蓋を 4% paraformaldehyde 固定液にて
固定した後、PBS にて洗浄を行う。その後、
10％Sucrose in PBSで 4oC、over nightで試料
を浸透攪拌し、30％Sucrose in PBSにて同様
に、4oC、overnightで試料を浸透攪拌した後、
Tissue-Tek OCTにて凍結試料を作製し、-80oC
で保存する。凍結試料は、本学生理学教室所
有のクライオスタットにて凍結切片を作製
する。切片の厚みは、10μm とし、スライド
試料は-20oCに保存する(Nakajima et al., 2007)。
それぞれ固定処理した後、HE 染色を行い
Phenotypeについて観察を行う。 
 
(3) Real-time RT-PCRによる mRNA発現の定
量解析 
 胎生 13日目のマウス二次口蓋を siRNA処



理し、24, 48, 72時間後まで organ cultureした
sampleを、実体顕微鏡下で口蓋正中癒合部を
摘出し MEE 細胞の単離を行う。次に mRNA 
extraction kit（Quiagen）を使用し、MEE細胞
の mRNAの抽出を行う。抽出した mRNAよ
り 1 st strand RT-PCR法で cDNA合成を行う。 
 マウス TGF-β および受容体の塩基配列よ
り 5’および 3’ primer を設計合成し、
Quantitative real time RT-PCR法により、上記
遺伝子の増幅を行い、遺伝子発現を検討する。
なお、TGF-β およびその受容体発現量の
Standard として、すでに報告されているマウ
ス GAPDHの primerを使用し、各 culture後の
TGF-β3 遺伝子および受容体の反応を定量的
に比較検討する。 
 
(4) Western blot法によるタンパク質定量解析 
  siRNA処理し、24, 48, 72時間後まで organ 
cultureした sampleを、実体顕微鏡下で口蓋正
中癒合部摘出し lysis buffer にて homogenize
を行い、SDS-page 法にて、loading を行う。
その後、semi-dry 法にて membrane に sample
を transferし、blocking処理し、一次抗体およ
び二次抗体を反応させた後、Western blot 
detecting kit (Roche)にて、X-ray filmに発色さ
せる。Target遺伝子の siRNAが transfectして
いるかどうかについて、タンパク発現量をコ
ントロールと比較し確認を行う。また、濃度
依存性であるかどうかについても検討を加
える。 
 
(5) Down stream遺伝子発現の定量解析 
  siRNAの transfect確認後、down stream遺伝
子発現および ECM 遺伝子について、タンパ
ク定量は Western blot 法、遺伝子解析は real 
time RT-PC法にて、GAPDH standard遺伝子と
の比較を行い定量解析を行う。さらに Target
遺伝子の distributionおよび発現量については、
前述した凍結切片にて免疫染色を行う。 
 
(6) 統計処理による総合評価 
 以上を総合的に評価し、遺伝子の発現時期
および量について、Standard に GAPDH を使
用し、relative amount を計算した後、統計処
理ソフトウエア SPSS を使用し、ANOVA 分
散分析法を用い、その後 Tukey’s HSDもしく
は Student’s t-testにて有意差検定を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) 各受容体を siRNA処理したマウス口蓋の
TβR-I, -II, -IIIの発現 
 Figure 1 に示したように、各受容体の発現
は siRNAの濃度依存的に抑制され、300nMの
濃度でコントロールに比較し約 80%減少し
た。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
Figure 1. A: siTβR-I治療した際の抑制効果, B: 
siTβR-II 治療した際の抑制効果, C: siTβR-III
治療した際の治療効果, D: 各治療群の発現
効果の比較. 
 

 蛍光免疫染色の結果 
 Figure 2 に示した器官培養の口蓋は、
E13+72hであり、免疫染色の結果についても
治療群のターゲット遺伝子は明らかに発現
の減少を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2. A: siTβR-I治療群の TβR-I発現, B: 
siTβR-I治療群の TβR-II発現, C: siTβR-I治療
群の TβR-III発現, D: siTβR-II治療群の TβR-I
発現, E: siTβR-II 治療群の TβR-II 発現, F: 
siTβR-II治療群の TβR-III発現, G: siTβR-III治
療群の TβR-I 発現 , H: siTβR-III 治療群の
TβR-II発現, I: siTβR-III治療群のTβR-III発現. 
 
(3) siRNA にて transfect した際の二次口蓋癒
合の表現型分類 (Figure 3) 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 3. Type A: 口蓋棚が分離もしくは接触
のみ. Type B: 口蓋正中上皮（MEE）が１層も
しくは２層残存. Type C: MEEが正中部に島
状に残存. Type D: MEEが口腔側もしくは鼻
側に三角形状に残存. Type F: 左右の口蓋棚
が完全に癒合． 
  
(4) 口蓋器官培養 24時間後の表現型 
 コントロール群の二次口蓋の MEE につい
ては、１層か２層の上皮の存在が認められた。
siTβR-Iおよび治療群は約 90％で Type Aの表
現型であった。 siTβR-III治療群は Type Aも
しくは Type Bの表現型であった (Figure 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 4. A: コントロール群および siRNA治
療群 24 時間後の二次口蓋. B: 表現型分類に
おける比率 (a: コントロール群, b: siTβR-I治
療群, c: siTβR-II治療群, d: siTβR-III治療群).  

(5) 口蓋器官培養 48時間後の表現型 
 コントロール群の口蓋は Type C もしくは
Type Dを示し、siTβR-Iおよび TβR-IIでは約
80%の確率で Type Aを示した。TβR-IIIでは
Type Bもしくは Type Cを示した (Figure 5) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 5. A: コントロール群および siRNA治
療群 48 時間後の二次口蓋. B: 表現型分類に
おける比率 (a: コントロール群, b: siTβR-I治
療群, c: siTβR-II治療群, d: siTβR-III治療群).  
 
(6) 口蓋器官培養 72時間後の表現型 
 コントロール群の口蓋は完全癒合し、
siTβR-Iおよび siTβR-II治療群では口蓋前方部
および後方部で Type A、中央部は Type Bを
示した。TβR-IIIでは Type Cもしくは Type D
を示した (Figure 6) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 6. A: コントロール群および siRNA治
療群 72 時間後の二次口蓋. B: 表現型分類に
おける比率 (a: コントロール群, b: siTβR-I治
療群, c: siTβR-II治療群, d: siTβR-III治療群).  
 
(7) siRNA 治療を行った際の SMAD2 のリン
酸化(p-SAMD2)およびMMP-13発現への影響 
 SMAD2 のリン酸化(p-SAM2)発現は、すべ
ての siTβRs の transfect により減少した。
MMP-13では、siTβR-Iおよび siTβR-II治療群
で有意に減少したが、TβR-III機能抑制下では
影響を及ぼさなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 7. 各 TβR を siRNA 処理した場合の
p-SMAD2およびMMP-13の発現  
 A-a: Western blot法による p-SMAD2および
SMAD2 発現. A-b: p-SMAD2 の比較発現量
（p-SMAD2 /total SMAD2）(*p<0.05; コント
ロール群との比較, #p<0.05; siTβR-I および
siTβR-III との比較, $p<0.05; siTβR-II および
siTβR-III との比較 ). B-a: MMP-13 および
GAPDH の発現. B-b: MMP-13 の比較発現量
（MMP-13/ GAPDH）(*p<0.05; コントロール
群との比較).  
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