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研究成果の概要（和文）： 
 口蓋裂との関連が報告されている Sprouty2 について、口蓋癒合における役割を明らかにす
るため、マウスを用いた研究を行った。Sprouty2 遺伝子欠損 (knock out: KO) マウスでは、
胎仔の 21.9% に口蓋裂を認めた。また、口蓋裂発症胎仔では口蓋突起は挙上しておらず、舌の
側方に存在していた。野生型 (wild type: WT) マウスの口蓋癒合時期 (口蓋突起挙上前、接合
時、癒合時) では、Sprouty2 は口蓋上皮細胞と口蓋間葉細胞に発現していた。時期による mRNA
発現量の変化はなく、口蓋癒合時期を通して恒常的に発現していた。Sprouty2 非存在下での口
蓋癒合能について検討したところ、Sprouty2 siRNA導入群と対照群はいずれも接合部口蓋上皮
が消失し、完全に癒合した。そこで、Sprouty2 KO マウスの口蓋におけるアポトーシスについ
て TUNEL 染色を用いて検討したところ、WT との間に有意な差は認めなかった。次に、Ki-67 免
疫組織化学染色にて細胞増殖について検討したところ、Sprouty2 KO マウスの口蓋間葉には 
Ki-67 陽性細胞が有意に多かった。また、Sprouty2 siRNA を導入した WT マウスの口蓋間葉細
胞を用いて WST-8 アッセイにて生細胞数を測定したところ、Sprouty2 siRNA 導入群で有意に
細胞増殖が亢進していた。また、5-bromo-2'-deoxy-uridine (BrdU) 取込試験にて Sprouty2 
siRNA 導入群で有意に BrdU 陽性細胞が多かった。口蓋間葉細胞のタンパクをウエスタンブロ
ット法にて解析したところ、Sprouty2 siRNA 導入群では FGF 刺激時に細胞増殖の指標となる
extracellular regulated kinase (ERK) のリン酸化が亢進していた。また、fibroblast growth 
factor (FGF) シグナルにより誘導される  homeobox, msh-like1 (Msx1)、 paired-like 
homeodomain transcription factor1 (Ptx1)、ets variant gene5 (Etv5) の mRNA 発現が
Sprouty2 KO マウスの口蓋で亢進していた。 
以上の結果より、Sprouty2 は FGF シグナルを介して口蓋間葉の細胞増殖を制御しており、
Sprouty2 KO マウスでは口蓋間葉細胞の増殖異常により口蓋突起の挙上が阻害され、口蓋裂を
発症することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Cleft palate is one of the most common craniofacial deformities. Because Sprouty2 
has recently been reported to play a key role in the occurrence of cleft palate in humans, 
we researched the role of Sprouty2 in mice palatogenesis. Sprouty2-deficient palates 
fused completely in palatal organ culture. However, palate mesenchymal cell proliferation 
estimated by Ki-67 staining was increased in Sprouty2 KO mice compared with WT mice. 
Sprouty2-null palates expressed higher levels of FGF target genes, such as Msx1, Etv5, 
and Ptx1 than WT controls. Furthermore, proliferation and the extracellular 
signal-regulated kinase (Erk) activation in response to FGF was enhanced in palate 
mesenchymal cells transfected with Sprouty2 small interfering RNA. These results suggest 
that Sprouty2 regulates palate mesenchymal cell proliferation via FGF signaling and is 
involved in palatal shelf elevation. 
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１．研究開始当初の背景 

口唇口蓋裂は、新生児に認められる多因子
疾患の中で、わが国における発生頻度は
0.2％と欧米に比して高い。現在では外科的
治療法進歩によりほぼ満足すべき治療効果
がえられるようになったものの、患者や家族
にとっての精神的苦痛と長期間における治
療の心理的負担は大きい。口唇口蓋裂の発症
には、環境の要因と遺伝的要因の双方が関与
されているとされており、兄弟での発症率が
約10倍になるなど遺伝的関与が強く示唆さ
れる。 
口唇口蓋裂の感受性遺伝子に関しては、
MSX1、TGFβ3、PAX9 などの報告はなされ
ているが（In Vitro Cell Dev Biol Anim. 
34:831-5, 1998; J human genet. 51:38-46, 
2006）、その生理学的意義のほとんどが未だ
明らかにされていないのが現状である。これ
まで私は、九州大学服巻保幸教授の指導のも
と、口唇口蓋裂と同じく環境要因と遺伝的要
因の双方が関与する多因子疾患である統合
失調症において、グルタミン酸受容体遺伝子
群の関連解析を行い、多因子疾患感受性遺伝
子の解析を行ってきた実績を持つ（S Arai et 
al. Psychiatr Genet. accepted in Jul 21, 
2008）。 
 
 
２．研究の目的 

口唇口蓋裂の候補遺伝子を設定し、伝達不
平衡テスト (transmission disequilibrium 
test; TDT)、患者-対照群を用いた関連解析を
行い、日本人口唇口蓋裂発症の疾患感受性遺
伝子を同定することにある。 
また、口蓋裂との関連が報告されている

Sprouty2について、マウスを用い口蓋癒合に
おける役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 

Ⅰ 口唇口蓋裂疾患感受性遺伝子の同定 
1. 遺伝子解析用サンプルの採取 
インフォームドコンセントを得られた日

本人非症候性口唇口蓋裂患者・家族から採血、
爪を採取する。 

対照群として、インフォームドコンセント
を得られた健常者から採血、爪の採取を行う。
血液はマスクスクリーニング用血液乾燥濾
紙にて常温保存、手術または術前検査を行う
場合は、その際に全血を採取し、凍結保存し、
DNA を抽出する。 

 
2. 候補遺伝子と口唇口蓋裂との関連解析 
・MSX1、TGFβ3、PAX9 など遺伝子につ
いて伝達不平衡解析: 
サンプルを採取した患者およびその両親

のトリオを資料として、MSX1、TGFβ3、
PAX9 などに存在する複数の TagSNP につ
いて、ダイレクトシークエンス法、パイロ
シークエンス法を用いてジェノタイピング
を行い、伝達不平衡テストを行う。 
・MSX1、TGFβ3、PAX9 などの遺伝子と
口唇口蓋裂との関連解析: 

MSX1、TGFβ3、PAX9 などの遺伝子内の
TagSNP について、対照群、罹患群それぞれ
を用いてジェノタイピングを行い、関連解析
を行う。さらに、連鎖不平衡解析を行い、連
鎖不平衡の保たれている SNP によりハプロ
タイプを構築し、ハプロタイプと疾患との関
連解析を行う。 
 
Ⅱ Sprouty2の口蓋癒合における役割の解
明 
1. マウス 

Sprouty2 KO マウスは武富らが過去に作製
したマウスを用いた。対照群である WT マウ
スには C57BL/6J マウス (日本エスエルシ
ー Shizuoka, Japan) を用いた。マウス妊娠確
認はプラグを目視することにより行い、プラ
グ確認の朝を E0.5 とした。妊娠マウスの頸



椎を脱臼させた後、腹部を切開して胎仔を摘
出した。摘出した胎仔は雌雄に関係なく実験
に用いた。 
2. マウス頭部前頭断切片の作製 
 マウス胎仔の頭部を切断し、頭部前頭断切
片を作製した。作製した頭部前頭断切片を用
いて、hematoxylin-eosin (HE) 染色を行った。 
3. 免疫組織化学染色 
 パラフィン切片を処理し、一次抗体とし
て抗 Sprouty2 ポリクローナル抗体 (ウサギ
由来、Protein Tech 社製 Chicago, USA)、抗 
Ki-67 モノクローナル抗体 (ウサギ由来、
Thermo Scientific 社製 Miami, USA) を反応
させた。fluorescein isothiocyanate (FITC) 標
識抗ウサギ IgG (ZYMED 社製 California, 
USA) を反応させ、Vecta Shield (VECTOR 
LABORATORIES 社製 California, USA) で
包埋した。 
4. RNA の抽出および complementary DNA 
(cDNA) の合成 

RNA の抽出にはフェノール・クロロホル
ム法を用いた。吸光度計にて RNA の濃度
を測定し、reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) にて cDNA を作製
した。RT-PCR は、GeneAmp RNA PCR キッ
ト (Applied Biosystems 社製 New Jersey, 
USA) を使用した。 
5. リアルタイム PCR 法 
 リアルタイム  PCR は  Brilliant SYBR® 
Green QPCR Reagents (STRATAGENE 社製 
California, USA) を用いて行った。Sprouty2、
Msx1、 paired-like homeodomain transcription 
factor1 (Ptx1) 、 ets variant gene5 (Etv5) 、
glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) のプライマーをそれぞれ設計し行
った。定量化には  MxPro QPCR Software 
(STRATAGENE 社製  California, USA) を用
いた。各 messenger RNA (mRNA) の発現量
は GAPDH mRNA の発現量と比較して、相対
的発現量を算出した。 
 
6. ウエスタンブロット法 
 溶解溶液を用いて細胞からタンパク質を
抽出し、吸光度測定にて濃度定量後、1 レー
ン当たり総タンパク質量が 75 μg になるよ
う に し て 、 sodium dodecyl 
sulfate–polyachrylamide gelelectrophoresis 
(SDS-PAGE) を行った。その後、タンパク質
成分を poly vinilidene difluoride (PVDF) 
膜 (Millipore 社製 Massachusetts, USA) に
転写した。次に、1 次抗体として抗リン酸化 
extracellular regulated kinase (ERK) 1/2 モノク
ローナル抗体および抗 ERK2 ポリクローナ
ル 抗 体  (Santacruz Biotechnology 社 製 
California, USA) を用いて反応させた。次に、
2 次抗体として  HRP 標識抗ウサギ  IgG 
(Jackson Immuno-Research Laboratories 社製 

Pennsylvania, USA) を用いて反応させた。そ
の後、Super signal (PIERCE 社製  Illinois, 
USA) で発色させて  X 線フィルム  (Fuji 
Film 社製 Tokyo, Japan) 上で検出した。バン
ドの強度は画像解析ソフト NIH image 
(National Institutes of Health, Bethesda, 
MD, USA) を用いて計測した。 
7. small interfering RNA (siRNA) の導入 
 Sprouty2 遺伝子発現抑制は Stealth RNAiTM 

specific for Sprouty2 (Invitrogen 社製 California, 
USA) を用いてリポフェクション法にて行っ
た 。対照群 に は Negative control siRNA 
(Invitrogen 社製 California, USA) を導入した。 
8. マウス口蓋器官培養 
 器官培養は Shuler らの方法に準じて行っ
た。E13.5 の WT マウスより両側の口蓋突起
を 採 取 し 、 Millicell-CM (Millipore 社 製 
Massachusetts, USA) 上に左右の口蓋突起先
端部が相対して接するように置いた。6 ウェ
ル細胞培養用ディッシュに 10% fetal bovine 
serum (FBS) 含 有 Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium (DMEM) /F12 培 地 
(Sigma-Aldrich 社製 St.Louis, USA) 1 ml およ
び siRNA transfection reagent を入れ、その上
に Millicell-CM を置いたインサートウェル 
(Falcon 社製 New Jersey, USA) を挿入した。
siRNA transfection reagent の組成は 1 ウェル
あたり  OptiMEM 100 μl、Sprouty2 siRNA 
(Invitrogen 社製  California, USA) 500nM、
Oligofectamine  (Invitrogen 社製  California, 
USA) 8 μl とした。培養後、メンブレンごと
口蓋突起を採取し、4％ PFA で固定後パラフ
ィン包埋した。厚さ 5 μm のパラフィン切片
を作製し、HE 染色を行い口蓋の癒合を判定
した。 
9. TdT-mediated dUTP-biotin nick-end labeling 
(TUNEL) 染色 
 胎生 13.5 日の  WT マウス胎仔および
Sprouty2 KO マウス胎仔の頭部前頭断切片に
て、In situ Cell Death Detection Kit (Roche 
applied science 社製 Basel, Swiss) を用いてア
ポトーシス細胞を検出した。 
10. マウス口蓋間葉細胞の初代培養 
 E13.5 の WT マウス口蓋突起を採取し、酵
素処理を行った。細胞を分散し、10% FBS 含
有 DMEM/F12 培地にて培養した。 
11. 細胞増殖アッセイ 
 採取後 1 回から 2 回継代したマウス口
蓋間葉細胞に Sprouty2 siRNA 25 nM もしく
は Control siRNA を遺伝子導入し、96 ウェ
ルプレートに 5×102 個／ウェルで播種した。
播種後、24 時間毎に WST-8 生細胞数検出キ
ット (ナカライテスク社製 Kyoto, Japan) を
用いて細胞数測定を行った。 
12. 5-bromo-2'-deoxy-uridine (BrdU) 標識 
 マウス口蓋間葉細胞に Sprouty2 siRNA 導
入後 BrdU labeling and detection kit (Roche 



applied science 社製 Basel, Swiss) を用いて 
BrdU 標 識を行っ た。 siRNA transfection 
reagent の組成は 1 ウェルあたり OptiMEM 
100 μl 、 Sprouty2 siRNA (Invitrogen 社製 
California, USA) 25 nM 、 Oligofectamine 
(Invitrogen 社製 California, USA) 2 μl とした。
BrdU 反応後、抗 BrdU 抗体を用いて免疫組
織化学染色を行い、陽性細胞数を測定した。 
 
４．研究成果 
 口唇口蓋裂の感受性候補遺伝子における
TDT、関連解析については、サンプル採取を
継続している。 
 
 Sprouty2 の口蓋癒合における役割につい
て 
1. 口蓋癒合時期の野生型マウスにおける 
Sprouty2 の発現に関する検討 
 WT マウスの口蓋癒合時期 (口蓋突起挙上
前、接合時、癒合時) の頭部前頭断切片にお
いて、Sprouty2 は口蓋上皮細胞と口蓋間葉細
胞に発現していた。WT マウスの口蓋突起よ
り mRNA を採取し、リアルタイム PCR を行
ったところ、時期による mRNA 発現量の変化
はなかったが、口蓋癒合時期を通して恒常的
に発現していた。 
2.  Sprouty2 遺伝子欠損マウス口蓋の表現型

に関する検討 
Sprouty2 KO マウス胎仔の 21.9% に口蓋

裂を認め、口蓋裂発症胎仔では口蓋突起は挙
上しておらず、舌の側方に存在していた。 
3.  口蓋器官培養における Sprouty2 遺伝子

発現抑制の効果 
  Sprouty2 非存在下での口蓋癒合能につい

て検討するため、WT マウスの口蓋突起を採
取し、Sprouty2 siRNA 導入下に口蓋器官培養
を行った。Sprouty2 siRNA 導入群と対照群は
いずれも接合部口蓋上皮が消失し、完全に癒
合した。 
4.  Sprouty2 KO マウスの口蓋間葉における
アポトーシスおよび細胞増殖に関する検討
Sprouty2 KO マウスの口蓋におけるアポトー
シスについて TUNEL 染色を用いて検討し
たところ、WT との間に有意な差は認めなか
った。次に、Ki-67 免疫組織化学染色にて細
胞増殖について検討したところ、Sprouty2 KO 
マウスの口蓋間葉には Ki-67 陽性細胞が有
意に多かった。また、Sprouty2 siRNA を導入
した WT マウスの口蓋間葉細胞を用いて 
WST-8 アッセイにて生細胞数を測定したと
ころ、Sprouty2 siRNA 導入群で有意に細胞増
殖が亢進していた。また、BrdU 取込試験に
て Sprouty2 siRNA 導入群で有意に BrdU 陽
性細胞が多かった。 
5.  Sprouty2 による口蓋間葉細胞増殖制御に
関連するシグナル経路に関する検討  
 口蓋間葉細胞よりタンパクを抽出してウ

エスタンブロット法にて解析したところ、
Sprouty2 siRNA 導入群では FGF 刺激時に細
胞増殖の指標となる extracellular regulated 
kinase (ERK) のリン酸化が亢進していた。ま
た、fibroblast growth factor (FGF) シグナルに
より誘導される homeobox、Msx1、Ptx1、Etv5
の mRNA 発現を確認したところ、Sprouty2 
KO マウスの口蓋で発現が亢進していた。 

以上の結果より、Sprouty2 は FGF シグナ
ルを介して口蓋間葉の細胞増殖を制御して
おり、Sprouty2 KO マウスでは口蓋間葉細胞
の増殖異常により口蓋突起の挙上が阻害さ
れ、口蓋裂を発症することが示唆された。 
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