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研究成果の概要（和文）：表皮の形成不全 (表皮細胞への分化異常や、細胞動態の異常など）によって発症する
顕在性二分脊椎モデルマウスにおいて、同様な上皮癒合不全によって発症すると考えられる口唇口蓋裂を高頻度
に発症するのか検討を行った。結果、顕在性二分脊椎発症モデルとして有名なGrhl3遺伝子ホモ欠損胎児では二
次口蓋裂のみ発症し、b-catenin遺伝子を表皮でのみ欠損させたコンディショナルノックアウトマウスでは、一
部の胎児で口唇裂を発症し、さらに一次口蓋裂も発症することがわかった。これらの研究成果から、神経管閉鎖
不全を発症する上皮癒合異常は、その他の器官、特に口蓋形成に関わっていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether mouse models of spina bifida manifesta, which is 
caused by epidermal dysplasia (abnormal differentiation into epidermal cells, abnormal cell 
morphology, etc.), develop cleft lip and palate, which is also thought to be caused by epithelial 
fusion defects. The results showed that the Grhl3 deficient fetuses, a well-known model of manifest 
spina bifida, developed only secondary cleft palate, while the b-catenin conditional knockout mice, 
in which the beta-catenin gene was deleted only in the epidermis, developed cleft lip in some 
fetuses and primary cleft palate as well. These findings indicate that the epithelial fusion defects
 that cause neural tube closure are also involved in the formation of other organs, particularly, 
the palate.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経管閉鎖不全と口唇口蓋裂はいずれも頻度の高いヒトの先天性疾患である。特に口唇口蓋裂は外科的な治療に
加え、成長に伴う言語治療、歯科治療など長い期間に渡る治療が必要となるため早期発見、治療が急務である。
一方、ヒトの場合は一次口蓋を発症するケースが多いのに対し、マウスでは二次口蓋を発症する疾患モデルマウ
スが多く、一次口蓋裂はほとんど発症しない。つまり、口唇口蓋裂の基礎研究を臨床に繋げるためには、ヒトの
発症に近いモデルマウスの作出が必要である。そこで本課題では、上皮癒合の観点から口唇口蓋裂発症モデルマ
ウスを同定することで新規な疾患モデルマウスの作出を試みた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

1.-(1)先天性疾患である「二分脊椎」と「口蓋裂」；先天性疾患とは、発生期の形態的、機能的

な異常であり、新生児の約 5%に存在するといわれている。その中で神経管閉鎖不全は、生命保

持、生活に支障の生じる可能性のある重篤な先天性疾患の一つであり、胎生 23 日頃までに閉鎖

する神経管が閉鎖せず発症する。特に、開放性二分脊椎（以後、二分脊椎と称する）は腫瘤表面

の皮膚欠損を伴い、脊髄髄膜瘤となる。疾患モデルマウスの解析から、200 遺伝子以上が、二分

脊椎に関与していることが知られており、それら発症要因もアポトーシス異常や、神経上皮の過

形成、パターニング異常など多岐にわたる。一般的に、葉酸摂取によって発症リスクを低減出来

るとされているが、二分脊椎発症の変異マウス群に葉酸を投与しても症状が軽減しないケース

も数多く報告されており、このことは、葉酸による関与とは別の経路が主因である考えられる 

(van Straaten and Copp., 

2001)。 

一方、口蓋裂は、外表先天性疾

患の中で最も高頻度で発症する

多因子遺伝疾患である。ヒトで

は、胎児の口蓋は妊娠初期（5週

目〜10 週目位）に形成されるが、

その時期に何らかの原因で左右

の突起構造の癒合が妨げられる

ことで発症する。口蓋裂を発症

すると音声が鼻に抜けてしまう

ため発語を習得しづらい事実も

あって、手術を含めた総合的な

診療が必要となる。 

また口蓋裂には、一次口蓋と二次口蓋の間の口蓋裂（primary cleft palate；一次口蓋裂）と、

二次口蓋間の口蓋裂（secondary cleft palate；二次口蓋裂）に大別できるが、これまでの遺伝

子改変マウスでは secondary cleft palate を示すものがほとんどであり、primary cleft palate

に関する報告はほとんどない。これらのことが、口蓋裂研究が遅れている理由とも言われている。

つまり、口唇口蓋裂研究にはヒトの口唇口蓋裂に類似した口蓋裂や口唇裂が認められるマウス

が望ましいが、現状、適した疾患モデルマウスはほぼ無い。 

1.-(2) 二分脊椎と口蓋裂の共通点である「上皮癒合不全」；我々は二分脊椎と口唇口蓋裂の発症

には、共通した形成異常を想定している。二分脊椎は、発生期の神経管閉鎖過程での異常により

発症する。神経管閉鎖とは、初期胎生期では一層の外胚葉性のシートが次第に中軸に向かって迫

り上がり、その後将来の神経と表皮層に分かれて、それぞれが中心で癒合する（図１左）。これ

ら過程に破綻が見られると、神経管閉鎖不全を発症する。一方、口蓋形成に関しては、原始口腔

内の上顎突起から生じる左右一対の口蓋突起同士が正中部で癒合し、二次口蓋が形成され、二次

口蓋はさらに鼻中隔、および内側尾突起同士の癒合により生じた一次口蓋とも癒合して、鼻腔と

口腔は互いに隔てられる（図１右）。つまり、神経管閉鎖過程と口蓋形成過程は、時期も組織も

全く違うにも関わらず、上皮の癒合現象の異常が引き金となっている点で共通しており、上皮

性癒合が正常に行われない結果、発症に至るのではないかと考えられる。 

 

2. 研究の目的 

そこで本研究課題では、すでに我々が作製している顕在性二分脊椎を発症する遺伝子改変マウ



スに対して口蓋裂発症の有無を検証し、最終的に全く違う組織の形態形成でありながら、共通す

る発症機序を抽出することで上皮癒合現象をより詳細に理解することを目的とした。 

 

3. 研究の方法 

3.-(1)口蓋裂の検証方法；

我々の研究室では表皮組織

（将来の皮膚）に形成異常が

見られ、最終的に顕在性二分

脊椎を発症する遺伝子改変マ

ウスを数種類維持している

(Grhl3 遺伝子ホモ欠損マウ

ス、β-cateninコンディショ

ナル欠損マウス、Emg1コンデ

ィショナル欠損マウス)。これ

ら顕在性二分脊椎発症モデル

マウス胎児に対して、口蓋裂

の発症の有無を検討を行っ

た。具体的には、これらマウス

外見を、適切な染色液にて染

色を行うことで形態をクリア

に撮影する状態にし、小動物

用マイクロ CT（アイビット社；

FX-300tR）を用いて撮影を行った。その後、骨染色や切片を作製し病理学的解析を行った。 

3.-(2)骨染色；受精後 18.5 日目のマウス胎児の一部組織を取り、PCR 反応にて遺伝子型解析を

行う。目的の遺伝子型を持つマウス胎児の内臓、表皮をできるだけ取り除いてから、固定液（ホ

ルマリン : 酢酸 : 70%エタノール = 1 : 1 : 8）で 30 分から 1時間程度、室温にて固定する。

その後、蒸留水にて 3回洗浄したのち、軟骨染色（最終濃度 0.06% Alucian Blue in 95% エタ

ノール: 無水酢酸 = 4:1）にて１晩染色を行った。その後、エタノールシリーズ（95%, 75%, 40%, 

15%）に通したのち、蒸留水にて洗浄を行った。次に、肉片を綺麗に除くために、トリプシン溶

液(1% トリプシン in 30%四ホウ酸ナトリウム飽和溶液にて蛋白除去を行った。その後、硬骨染

色 (0.02%アリザリンレッド in 0.5%水酸化カリウム溶液)にて染色を行った。染色を確認し、

保存液（0.5% KOH: グリセリン=1:1）にて保存した。 

3.-(3)各種遺伝子変異マウスの作製； 

3.-(3)-①β-cateninコンディショナル欠損マウスの作製；既に報告のあった b-catenin flox-

ノックインアレルのマウスを The Jackson Laboratory 社から導入した (Brault et al., 2001)。

Cre タンパク質を発現するマウスに関しては、Grhl3 遺伝子内に Cre cDNA をノックインしたマ

ウス(Camerer et al., 2010)を用いることで、表皮のみで遺伝子欠損となるマウス(b-cat. cKO

マウス)を作製した。 

3.-(3)-②Emg1コンディショナル欠損マウスの作製； floxアレルの遺伝子座を持つ遺伝子改変

マウスは CRISPR/Cas9 システムを用いて当研究室で作製を行った（未発表データ）。作製した

Emg1- flox ノックインアレルを持つマウスに、Grhl3座位に Cre cDNAをノックインかつ Emg1ヘ

テロ変異を持つダブル変異マウスを交配させることで、表皮組織で完全に Emg1 遺伝子発現を消

失したマウス(Emg1 cKO)を作製した。 
 



また、我々のこれまでの研究成果から、β-catenin 因子は神経管閉鎖時の未分化性外胚葉細胞

から表皮細胞への分化過程に作用することが明らかにされている(Kimura-Yoshida et al., 

2015, 2018)。また Emg1 因子は canonical Wnt 経路と Grhl3 因子が協調的に核内で表皮分化時

に作用する際に、細胞内の局在制御に働くことを明らかしている（未発表データ）。 

 

4. 研究成果 

各遺伝子型の 14.5 日目の胎児を回収し、外見上の情報を得るためにマイクロ CTにて撮影を行

った（図2）。ちなみにいずれの遺伝子改変マウス(Grhl3遺伝子ホモ欠損マウス、β-catenin cKO , 

Emg1 cKOマウス）も 100%の発症率で顕在性二分脊椎を発症する（図 2）。まず、β-catenin cKO

マウス胎児では口唇裂が見ら

れることが外見上の観察でわ

かった（図 2、3）。また、β-

catenin cKO マウス胎児では、

低頻度ではあるが、鼻腔の上部

の表皮が裂けているような像

も見られた（図 3）。 

次に受精後 14.5 日目の胎児

に対して、口蓋形成の初期異常

が見られるのか詳細に検証す

るため組織切片を作製し検討

を行った。つまり、口蓋裂を発

症するのかどうか、また発症す

る の で あ れ ば ど の 領 域

（primary cleft palate また

は、secondary cleft palate）

で異常が見られるのか検討を

行った。まず、β-catenin cKO

マウス胎児では一次口蓋付近

の形態である鼻中隔が著しく

左右非対称であった（図 3；β

-catenin cKO）。また、両側の

上顎突起から突出した口蓋突

起が中央で癒合し二次口蓋が

形成されるが、β-catenin cKO

胎児では二次口蓋は正常に形

成されていることがわかった。 

一方、Emg1 cKOマウスや Grhl3 

KOマウス胎児では、二次口蓋形

成時の口蓋突起が正中への進展が見られず、二次口蓋の形成不全であることがわかった（図 3）。 

 以上の結果から、表皮の形成不全（分化異常や、表皮の細胞動態の異常による）から発症す

る顕在性二分脊椎発症モデルマウスでは、高頻度で口蓋裂も発症することがわかった。中でも、

Emg1 cKO マウスや Grhl3 KO マウス胎児では二次口蓋裂のみを発症するのに対し、β-catenin 

cKOでは一部口唇裂を伴った一次口蓋裂を発症している可能性が示唆された。今後、顕在性二分



脊椎と口蓋裂の発症にどのような共通な発症機序が存在しているのか、マーカー解析やさらに

詳細な病理学的解析を行うことで明らかにする予定である。 
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