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研究成果の概要（和文）：口蓋裂の疾患感受性遺伝子を同定するために、本研究では癒合課程の口蓋組織を用い
てマウスの口蓋組織形成時における遺伝子発現の変化に着目した。口蓋形成時期前後の硬口蓋および軟口蓋組織
を取り出し、遺伝子発現をDNAマイクロアレイを用いて解析した。口蓋形成には多くの遺伝子が関与し ており、
さらに硬口蓋と軟口蓋では遺伝子発現パターンが異なっていた。このことから、裂型によりそれぞれ異なるメカ
ニズムで発症していることが改めて考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined about gene expression pattern on palate development to identify 
the susceptibility genes of cleft palate, Palate tissues during development period were taken out 
and genetic manifestation was analyzed using a DNA microarray. Many genes participated in the palate
 formation, and moreover the genetic manifested pattern was different in hard palate and soft 
palate. It was considered to develop the symptoms by different mechanisms in each pattern of cleft.

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
 
 口唇裂・口蓋裂はヒトの先天奇形の中で最
も頻度の高い疾患のひとつであり、口唇、歯
槽部、口蓋などの口腔顎顔面領域に裂を生じ
る先天異常である。日本人では新生児約 500
人に 1人の確率で発生する。口唇裂治療は乳
児期の口唇形成術で終了するのに対し、口蓋
裂治療は幼児期の口蓋形成術より学童期の
言語治療および矯正治療まで一貫した長期
にわたる治療が必要であり患者の負担は大
きい。現在の治療の主体は外科的治療であり、
未だに根本的解決法が存在しない。その原因
の一つとして口蓋裂発生時の分子メカニズ
ムが解明されていないことがあげられる。発
症要因に関しては遺伝的要因と環境的要因
からなる多因子閾説が有力である。環境的要
因としてはこれまでに胎生期の葉酸不足や
母親の年齢が指摘されているが、ヒト口蓋裂
の遺伝的要因に関しては現在も発症の直接
的要因となる因子については明らかになっ
ていないのが現状である。胎生期の口蓋は左
右の上顎突起より発生した口蓋突起が舌側
方で伸長した後に舌の上方へ挙上し、水平転
移、接合を経て癒合することで完成する。こ
の口蓋発生段階のいずれかで障害が起こり、
癒合が不完全となることで口蓋裂を発症す
る。 
 従来の口蓋裂発症機序に関する研究は癒
合期の口蓋上皮に着目したものが大半であ
り、口蓋間葉に着目した研究は少ない。しか
しながら、口蓋裂患者の口蓋は短く、口蓋突
起形成不全や挙上障害といった口蓋間葉に
おける異常も深く関与しているのではない
かと考えられる。我々はこれまでの研究で、
FGFシグナリングを介したMAPK経路の負の制
御因子である Sprouty2 に着目し、Sprouty2 
遺伝子欠損マウスにおいて口蓋突起挙上障
害により口蓋裂が発生することを発見した。
しかしながら Sprouty2 遺伝子欠損マウスの
口蓋裂発症頻度は低く、口蓋突起挙上への関
与は間接的なものと考えられ、口蓋突起挙上
の分子メカニズムの解明はいまだ不十分で
ある。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究成果より口蓋突起挙上障
害が口蓋裂発症への関与することが強く疑
われるが、これまでの口蓋裂研究においては
口蓋突起癒合時期の口蓋上皮に着目した研
究がほとんどであり、口蓋突起挙上のメカニ
ズムに関しては解明されていない。 
 本研究では口蓋突起挙上前後の間葉組織
における網羅的遺伝子発現解析を行い、口蓋
突起挙上のメカニズムの解明を目指す。また、
口蓋突起挙上時期の口蓋間葉での細胞内シ
グナル伝達における Sprouty2 の役割につい
ても明らかにする。 
 
３．研究の方法 

 
(1)口蓋突起挙上に関わる遺伝子のスクリー
ニング 
 口蓋突起癒合前 (E13.5) の Sprouty2 KO 
マウスおよび対照として C57BL/6J マウスの
口 蓋 突 起 よ り Laser Capture 
Microdissection (LCM) 法を行い口蓋突起の
間葉組織を選択的に採取し total RNA を抽
出する。二本鎖 cDNA の合成を行い、ハイブ
リダイゼーション後データスキャンを行う。
Sprouty2 KO マウスのマイクロアレイのデー
タ解析を行い、口蓋突起挙上前後の遺伝子発
現変化の大きい遺伝子に関してデータベー
スを作成する。 
 
(2)標的遺伝子の同定 
 口蓋突起挙上時期に特異的に発現する遺
伝子のうち、口蓋突起挙上前後(E13.5〜
E14.5)で発現量の変動が大きく、さらに
Sprouty2 KO マウスと野生型マウス間で発現
量に大きな差がある遺伝子を標的遺伝子と
して設定する。Sprouty2 KO マウスにおける
口蓋間葉細胞増殖異常はFGFシグナルを介す
ることが過去の研究から明らかになってお
り、FGF シグナル関連分子にターゲットを絞
っていく。マイクロアレイで得られたデータ
を網羅的に解析するためIPAなどのソフトウ
ェアを用いて bioinformatics 解析を行う。 
 
４．研究成果 
 マウスの挙上前および挙上後の口蓋組織
(硬口蓋および軟口蓋組織)より RNAを採取し、
DNA マイクロアレイを行った。39429 遺伝子
の発現を認め、カットオフ値を Z-score -2
以下、2 以上とし、2866 遺伝子を抽出した。
口蓋形成時には多くの遺伝子変動があり、さ
らに硬口蓋、軟口蓋では発現パターンが異な
っ て い た 。 硬 口 蓋 で は forkhead box 
N4(Foxn4)、軟口蓋では keratin 20 などが発
現上昇遺伝子として検出された。クラスタリ
ング施行後、口蓋突起挙上前後で発現増加し
た遺伝子群の Gene ontology(GO)解析を行っ
たところ、軟口蓋では Cell adhesion、
Reguration of cell proliferation 等の働
きを持つ遺伝子群が発現減少しているが、硬
口蓋では逆に発現増加しており口蓋突起挙
上時期において硬口蓋および軟口蓋で遺伝
子発現パターンは異なっていることが判明
した。また、口蓋裂患者では高率に心臓や耳
の奇形を合併するが、GO 解析にて口蓋突起挙
上直前に心臓や耳の形成に関与する遺伝子
群の発現上昇を認めた。 
 今後他の遺伝子群も含めて、遺伝子改変マ
ウスの解析も検討しながら、口蓋突起挙上へ
の関与とそのメカニズムについて解析を進
めていく予定である。 
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