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研究成果の概要（和文）： 口蓋裂発症のメカニズムの一端を解明することを目的として、胎児マウスの口蓋形成につ
いて組織学的に解析を行った。口蓋は、左右の口蓋突起が正中部で接触することで形成されるが、この癒合上皮消失プ
ロセスを硬口蓋と軟口蓋の前後で比較した。癒合上皮の消失にに必須である、TGF-betaシグナルは、口蓋前後で異なる
細胞内シグナル経路を活性化していることがわかった。さらに癒合時の上皮消失(基底膜の変化）に伴って、口蓋間葉
に発現してくるTenascin C は、TGF-betaシグナルに制御されていること、また口蓋前後でその制御に違いがあること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of cleft palate, we studied about palatal development of 
mice embryo using histological analysis. We focused on disappearing process of medial edge epithelium 
(MEE) during palatal shelves fusion. The intra-cellular signaling of TGF-beta which is critical factor 
for disappearing of MEE, were different between hard and soft region of palatal shelves. Furthermore, 
Tenascin C expression in palatal mesenchyme induced after basal membrane changing during MEE 
disappearing, was regulated by TGF-beta signalind, and specially observed in soft palate region. Our data 
suggested that the extra cellular matrix expression in palatal mesenchyme was differentially regulated by 
TGF-beta signaling between anterior and posterior of MEE.

研究分野： 発生学
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１．研究開始当初の背景 

口蓋裂は、高い頻度で発症する先天的顔面
奇形の 1 つであることから、口蓋発生につい
ての研究は古くから行われ、数多くの報告が
存在する。近年、口蓋裂を表現型に持つ遺伝
子改変マウスを用いた研究は、口蓋発生の詳
細なメカニズムを次々と明らかとなった。さ
らに詳細な解析を行うために、近年では、口
蓋を 1次口蓋と 2次口蓋の癒合部となる前方
部、上顎骨と口蓋骨によって構成される中央
部、口蓋筋群で構成される後方部のそれぞれ
において詳細な解析がなされてきているこ
とによって、口蓋裂児の治療、つまり口蓋の
再建方法にも遺伝子工学的アプローチの可
能性が高まってきている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、口蓋裂治療における口蓋再建と
いった組織工学的アプローチにつながるこ
とを目標とし、マウス口蓋発生の重要な時期
である胎生 13.5～15.5 日齢は口蓋成長促進、
また癒合を促進させるような因子の探索を
口蓋の前後軸で比較することによって、口蓋
組織の前方、中央、後方での特徴を明らかに
することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 口蓋形成中の癒合上皮 Medial Edge 

Epithelium (以下、MEE) の消失過程に着目
し、MEE の発現領域決定、基底膜の消失、
MEE 細胞間接着の消失に焦点を絞り、この
一連の過程が口蓋の前後軸で異なるメカニ
ズムで制御されているとの仮説のもとに、口
蓋発生における上皮－間葉相互作用を明ら
かにすることを目的として解析を行った。 

 

①細胞増殖解析 

胎生 13.5 ，14.5 ，16.5 日齢の ICR マウス
に，BrdU (100μg/g 体重) を腹腔内に投与し、
1時間後に頭部を採取し10％中性ホルマリン
にて固定、パラフィン切片を作成した。BrdU

陽性の細胞の同定には、BrdU Detection Kit 

(Roche Applied Science) を用いた。染色後、
単位面積あたりの BrdU陽性細胞の出現率を
計算し比較した。 

 

②Fibrillin-1, Fibrillin-2 の発現 

 Fibrillin は，LTBP(latent transforming 

growth factor -binding proteins)を介して、
TGF-シグナルを抑制的に調節している。 

 Fibrillin-1 変異が原因であるマルファン症
候群では、TGF-シグナルの亢進が報告され
ている。このマルファン症候群は、高口蓋と
いう口蓋表現型を持っている。一方で、先天
性拘縮性くも指趾症の原因である Fibrillin-2

の発現についても解析した。この二つの蛋白
の発現は、脱灰操作により反応が減弱するこ
とがわかったため、胎生 13.5～14.5 日齢の
ICR マウスより頭部を採取し、無固定・非脱

灰にて O.C.T コンパウンド(Tissue-Tek®)を
用いて包埋、凍結連続切片を作成した。一次
抗体には Rabbit Polyclonal anti Fibrillin-1 

(Abcam)を用い、二次抗体には Alexa Fluor® 

488 goat anti rabbit IgG (Molecular probe)

を用いて免疫組織化学染色を施行した。 

 

③TGF-シグナルについての組織学的解析 

TGF-シグナルは、口蓋発生時の間葉におい
ては口蓋間葉細胞の細胞増殖を、MEE にお
いては、アポトーシスを促進し MEE 消失過
程に関与していることが明らかとなってい
る。しかしながら口蓋前後軸での TGF-シグ
ナル活性については詳細な解析がなされて
いない。そこで、胎生 13.5 ，14.5 ，16.5 日
齢の ICR マウスを用いて、 パラフィン連
続切片を作成した。一次抗体には Rabbit 

polyclonal anti smad-2 (Abcam)，Rabbit 

Monoclonal anti smad-3 (Abcam)，Rabbit 

Monoclonal anti phospho-p38 (Cell 

signaling) を用い、二次抗体には Alexa 

Fluor® 488 goat anti rabbit IgG (Molecular 

probe)を用いて免疫組織化学染色を施行した。 

 

④TGF-の下流で調節される細胞外基質蛋
白についての解析

 以前の研究において着目していた
Tenascin C の口蓋発生における発現を口蓋
前後軸で比較した。 

さらに、上皮特異的に TGF-型レセプター
をノックアウトした K14-cre;Tgfbr2fl/fl マウ
スと Wnt1-cre;Tgfbr2fl/fl マウスを用いてそ
れぞれにおけるTenasin Cの発現を比較した。 
 
４．研究成果 
 
①細胞増殖解析 
 

口蓋形成時の細胞増殖は、癒合直前の E13.5 

～E14.0 日齢の口蓋間葉で最も活性が高か
った。また、前後軸においては、増殖は口蓋
後方部で明らかに高い傾向を示していた。 

 

②Fibrillin-1, Fibrillin-2 の発現 



 

 Fibrillin-1 は、胎生 13.5 日齢より口蓋間葉
の正中側に、胎生 14.5 日齢では、鼻腔側に発
現を認めた。胎生 14.5 日齢の口蓋間葉後方部
では、広い範囲での発現を認めた。胎生 16.5

日齢では、口蓋中央部間葉の殆どに発現がみ
られた。Fibrillin-2 は、胎生 13.5 日齢では、
口蓋間葉にほとんど発現を認めなかった。胎
生 14.5 日齢では舌に発現を強く認めた。口蓋
間葉においては、胎生 14.5 日齢の後方部にの
み発現を認めた。 

 

③TGF-シグナルについての組織学的解析 

 

上図に、胎生 14.0 日齢の Fibrillin-1, 

Smad2, Samd3 Phospho-p38 の発現を示す。
口蓋前方部では、鼻腔側に Fibrillin-1 が観察
さ れ る が 、 こ の 部 位 で は smad3 ，
Phospho-p38 の発現がやや低下していた。口
蓋中央部および後方部では、Fibrillin-1 は、
鼻腔側および先端に発現を認めるが、Smad3

は鼻腔側のみで低下を示すものの他の部位
では関連を認めなかった。 

 

④TGF-の下流で調節される細胞外基質蛋
白についての解析



口蓋発生時における Tenascin C の発現は、
軟口蓋領域で口蓋間葉に広く発現が見られ、
硬口蓋部分よりも高い発現が認められた。こ
の発現は、上皮特異的に TGF-II 型レセプ
ターをノックアウトした K14-cre;Tgfbr2fl/fl

マウスでは、その発現は殆ど抑制されていた。
しかしながら、神経堤細胞でのコンディショ
ナるノックアウトマウス Wnt1-cre;Tgfbr2fl/fl

マウスではその発現に著明な変化を認めな
かった（未発表）。 
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