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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウス口蓋突起先端上皮（MEE）の細胞間接着の分子機構を遺伝子・miRNA発現解
析と免疫組織化学により検討した。接着期の突起先端部では、Caskを中心とする分子群としてCaskのほかにDlg1, Tcfe
2a等の発現がMEE・間葉細胞で検出されたが、接着分子F11rと増殖抑制因子Cdkn1aはMEE細胞でのみ発現し、それぞれ細
胞膜下、核内の局在も確かめた。この２分子の発現制御には7個のmiRNAの寄与が示唆された。同時期のMEE細胞ではCas
kの核移行も確かめられた。以上から、Cask関連分子群は特異なmiRNA制御下でMEE細胞間接着だけでなく増殖停止にも
寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We herein focused on the molecular mechanism governing the cell adhesion of the 
medial edge epithelia (MEE) of secondary palatal shelves in mouse embryos. To this end, we dissected out 
of MEE cells of palatal shelves at E14.0-14.5. The expression levels and subcellular localizations of 
Cask and its related genes/proteins in MEE cells were examined using DNA microarray analysis, 
LMD/real-time PCR and immunohistochemistry. F11r and Cdkn1a were detected only in MEE cells at the stage 
of contact, while Cask, Dlg1, Lin7c, Id1 and Tcfe2a were expressed in both MEE and mesenchymal cells. 7 
miRNAs regulating the expression of F11r and Cdkn1a were also identified. The nuclear translocation of 
Cask in MEE cells at the same stage was verified. Our data suggest that Cask and its related molecules 
contribute to not only the cell adhesion but also cell cycle arrest of MEE at the stage of contact and 
unique miRNAs may act on their events through the regulation of Cask-related gene expression.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 口蓋裂は全身諸器官に発生する先天性奇

形の中でも発症頻度の高い疾患であり、発症

機序の解明と予防の確立が重要な課題とな

っている。二次口蓋形成の特徴として、左右

の口蓋突起が時間的・空間的な同調性と対称

性を維持しながら発育を続け、舌側面に沿っ

た下方伸長期、舌上方への挙上期、水平方向

への伸長期を経て正中部で接着する。左右側

の口蓋突起の接着・癒合機構として、口蓋突

起先端上皮（MEE）細胞表面での糸状仮足

(filopodia)の形成とプロテオグリカンを介

した細胞間接触に始まり、接着分子によるよ

り強固な細胞間接着が達成される。左右側突

起に由来する MEE細胞は上皮層内での再配列

を遂げて上皮索を構築した後に、上皮索が消

失して間葉織の合流により二次口蓋形成が

完了する。この一連の発生過程では多数の分

子種が関与しており、口蓋裂のリスク因子や

病態も多岐にわたる。 

 研究代表者らはこれまでに、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てきた。特に、顎顔面諸

器官の重篤な奇形発症の一環として現れる

口蓋裂と異なり、口蓋裂以外に重篤な奇形を

伴っておらず、口蓋裂の発症率が 80～100％

と高い遺伝子欠損モデルに注目している。こ

れらの口蓋裂モデルでは、障害される二次口

蓋の発生段階と病態に基づき、当該遺伝子の

発生段階に特異的な分子機能を推定できる。

現在までのデータ解析では、単独欠損あるい

は重複欠損により口蓋裂（あるいは唇裂口蓋

裂）を発症させるマウスモデルは 96 例に達

するが、口蓋裂発症を主な表現型とする遺伝

子欠損モデルは 9例であり、接着期を特異的

に障害するのは Tgfβ3と Caskの２つの遺伝

子欠損モデルに限られることを明らかにし

た。 

 研究代表者らは先に英国マンチェスター

大学 Ferguson グループとの共同研究におい

て、Tgfβ3が口蓋突起の MEE 細胞間接着に不

可欠であり、糸状仮足の形成を制御している

こと、Tgfβ3 欠損(-/-)マウスでは 100％の

発症率で口蓋裂が起こるが、Tgfβ3(-/-)の

マウス口蓋突起の器官培養実験では、外来性

Tgfβ3添加により MEE細胞間接着プログラム

を再起動できることを明らかにした。 

 Cask 欠損(-/-)マウスの口蓋裂発症率は

80%であり、他に目立った形成異常を伴わな

い（Atasoy et al, PNAS 104, 2525–2530, 

2007）。Cask 分子の特徴として、複数の結合

ドメイン（L27、PDZ、SH3、protein4.1 など）

を持ち、様々な分子間結合により多面的機能

を発揮することが推定される。これまでにマ

ウス MEE 細胞での Cask の局在や口蓋裂に繋

がる分子機能については報告されていない

が、Caskは上皮細胞の細胞膜下で細胞間接着

分子を支持する分子複合体を構築している

ことや PDZドメインで膜貫通型のプロテオグ

リカン Syndecan1と結合することが報告され

ている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、口蓋裂の細胞分子レベルでの

発症機序の解明を目指して、二次口蓋形成の

接着期 MEE 細胞における Cask の分子機能に

関して、以下の３つの作業仮説を検証すると

ともに、これらの分子ネットワークの制御に

働く microRNA（miRNA）について検討した：

① Tgfβ3 シグナルの制御下で Syndecan1 は

Cdc42 などと協働して糸状仮足の形成と糸状

仮足間での初期接触に働く。キナーゼ活性を

もつ Cask は Syndecan1 の細胞内ドメインと

結合して、リン酸化を介した情報伝達に関与

する。② プロテオグリカンを介した初期接

触に継続する MEE 細胞間の接着現象では、

Cask は細胞膜直下で分子複合体を形成して

接着分子と連結する。③ 接着期 MEE 細胞は

細胞周期から外れているが、この増殖停止に



は Cask の核内移行による転写制御が関わっ

ている。 

 

３．研究の方法 

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って、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

で飼育した。試料採取に際しては、胎生 14.0

～14.5 日の妊娠マウスを麻酔による安楽死

後、速やかに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 400μm・幅約 200μm）を採取した

（各時期の胎仔約 30個体を使用）。 

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）と Gene Spring

（ver.7.3.1, Silicon Genetics Inc., USA）

により時期・部位別に発現変動を示す遺伝子

リスト（Gene Lists）を作成するとともに、

Ingenuity Pathway Analysis（ IPA）解析

（Ingenuity Systems、USA））を使って gene 

profiling を実施した。遺伝子相互のパスウ

ェイ解析には IPAのほかに、KEGG パスウェイ

（ 京 都 大 学 , www.genome.jp/kegg ） と

Bioscripts library を使用した。また、遺伝

子改変による口蓋裂発症マウスモデルのデ

ータベースとして、MGI（Phenotypes & Mutant 

alleles）を利用した。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) 二次口蓋突起の接着・癒合段階における

時期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）の口蓋突起正中部試料間での DNA マ

イクロアレイデータに基づいた時期特異的

な遺伝子発現の網羅的な解析によって、全遺

伝子数 22,402個のうち、P1 から P3 の間で時

期特異的な発現を示した遺伝子 2,749個が抽

出された。BiNGOを用いた Gene Ontology（GO）

解析から、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。 

さらに、Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

による遺伝子群の機能・パスウエイなどのア

ノテーション解析から、Cask と相互作用する

分子群として 103種が抽出され、これらの分

子群では、「tight junction」の pathway が

有意な帰属性を示した。京都大学が運営する

KEGG pathway データベースを活用し「tight 

junction」の経路における Cask の上下流に

位置する分子種が確かめられた。この

pathway 内には、Caskと結合して細胞間接着

に働く分子群だけでなく、「Tgfβ pathway」

と 「 RhoA signaling 」 を 介 し て 「 cell 

migration」「cell cycle」「EMT」に関連する

分子群と繋がっていることが注目された。ま

た、Cask との関係が想定される Tgfβ3, 

Cdc42, Syndecan1は、口蓋突起間の接着に先

立って細胞間認識に働く「糸状仮足形成」の

分子ネットワークの構成分子であることが



明らかとなった。IPA と Cytoscape（プラグ

イン literature search および BiNGO）を用

いた解析データを比較検討した結果、Caskと

相互作用する分子群には F11r, Dlg1, Ebp4.1, 

ID1, Tbr1 などの一致した分子種が多数含ま

れることも確認できた。リアルタイム PCR に

より Cask, Tgfβ3, F11r, Dlg1, Lin7c, Cadm1, 

Calm1, Sumo1, Cdc42, Syndecan1, Cdkn1a, 

Id1, Tcfe2a の発現について検証できた。 

 

(2) 接着期 MEE細胞で特異的に発現する遺伝

子群の同定と定量解析 

接着期二次口蓋突起の MEE細胞と MEE近傍

の間葉細胞をマイクロダイセクション（LMD）

により分離・採取することにより、両細胞種

の遺伝子発現レベルを個別に定量解析する

ことができた。その結果として、接着期口蓋

突起において MEE・間葉のいずれでも発現す

る分子と、MEE 細胞でのみ発現する分子とを

区別することができた。Cask, Dlg1, Lin7c, 

Sumo1, Calm1, Cdk5, Tcfe2a, Id1 は MEE 細

胞だけでなく、間葉細胞でも発現が認められ

たが、接着分子の F11r と増殖抑制因子の

Cdkn1aの発現は MEE 細胞だけに検出された。 

 

(3) 水平伸長期から間葉合流期までの MEE 

細胞内の分子局在 

免疫組織化学による解析でも、Caskは、水

平伸長期では MEE細胞と間葉細胞の細胞質に

局在していたが、接着期になると、MEE 細胞

において核内の局在が観察され、核移行が確

かめられた。さらに、MEE 細胞間の接着分子

として想定された F11r は、接着期 MEE 細胞

の細胞質に局在が認められ、Cdkn1aは MEE細

胞の核内で局在することが明らかになった。

これらの発現細胞と細胞内局在の解析結果

から、Epb4.1を除き、想定されたすべての分

子の発現が MEE 細胞で認められ、しかも MEE

細胞間の接着分子として想定された F11r と

増殖抑制因子の Cdkn1a は MEE 細胞で発現し

ていることも確かめられた。これらのデータ

は、左右口蓋突起が接着する時期の MEE細胞

では細胞膜下に F11rを含む Caskを中心とし

た分子複合体を形成していることを示唆し

ており、Cdkn1aを介した負の転写制御が接着

期 MEE細胞の増殖活性の喪失に起因している

ものと考えられた。 

さらに、遺伝子発現解析とも考え合わせる

と、MEE細胞内の Caskの核内での分子機序に

ついては、通常 Id1 の作用により Tcfe2a の

転写抑制の状態にあるが、Caskが核内に移行

して Id1 と結合すると、Tcfe2aの転写抑制が

解除され、Cdkn1a の転写が活性化、Cdkn1a

分子の働きによって Cyclin や CDK 分子が阻

害され、MEE 細胞の増殖が抑制されることが

示唆された。なお、間葉細胞では口蓋突起の

癒合段階に関係なく常時 Cask は細胞質に留

まっており細胞増殖が維持されることが想

定された。 

 

(4) 接着期 MEE 細胞で特異的に発現する

miRNA 群とその機能 

遺伝子解析と免疫組織学的解析から注目

された分子について、その発現を制御する、

または制御される microRNA（miRNA）を検討

した結果、8 遺伝子に関連する 23個の miRNA

が抽出され、このうちの 7個の miRNA（F11r: 

miR-145-5p, Cdkn1a: miR-25, miR-18a-5p, 

miR-17-5p, miR-17, miR-503-5p, miR-92a-3p, 

miR-208）が F11r と Cdkn1a の発現を制御す

ることによって MEE細胞間接着と細胞周期の

停止に寄与していることが示唆された。 

以上のことから、Caskは Tgfb3とも連携し

て MEE細胞間の接着に働いているだけでなく、

細胞増殖の抑制機能を持っており、いずれの

機能についても特異な miRNAが働いているこ

とが考えられた。 

 

(5) まとめ 

本研究では、Caskを中心とした口蓋突起の



接着と癒合に寄与する分子機構について、

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

る遺伝子群と miRNA群を同定し、その分子機

能を解析した。その結果、３つの作業仮説が

実証できたと考えている。今後の課題として、

口蓋裂の発症機構の解明に向けて、一次障害

によって二次口蓋発生に異常をきたす原因

遺伝子の探索とその機能を解析し、Cask や

Tgfb3 以外の遺伝子についても口蓋裂発症の

分子機構を明らかにしていくことが重要と

考えている。 
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