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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヘパラン硫酸合成酵素のノックアウトマウスを用いて、ヘパラン硫酸の
欠失が頭蓋顎顔面や歯の形態形成に与える影響およびその制御機構を解明した。結果、ヘパラン硫酸合成酵素の
ノックアウトマウスでは、上下顎の著しい低形成および口蓋裂を含む顔面正中の癒合不全ならびに切歯や臼歯歯
胚の矮小化と形態異常が認められた。さらに、へパラン硫酸欠失による頭蓋顎顔面形態の形態異常はWntシグナ
リングの制御機構の破綻による細胞死の増加と細胞増殖の低下ならびにフォーカルアドヒージョンの異常による
神経堤細胞の遊走能の低下により引き起こされていることが明らかになった。。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to clarify the roles of heparan sulfate (HS) 
on neural crest cells function during craniofacial and tooth development by the conditional knockout
 mice model. We generated conditional knockout mice by deleting the Ext1 (Ext1-CKO mice) which is 
involved in HS biosynthesis, and examined the craniofacial developmental phenotype in the Ext1-CKO 
mice. The Ext1-CKO mice showed severer craniofacial abnormalities with midline cranial bone defects 
including cleft palate, short mandible, and small maxilla, as well as reduced size and malformation 
of tooth germ. In addition, our results indicated that HS plays an essential role in the 
craniofacial and tooth morphogenesis by regulating neural crest cells migration. We also 
demonstrated that Wnt/β-catenin signaling is significantly impaired in Ext1-CKO mice, by 
comprehensive RNA-sequencing approach and reporter mice model. The results might contribute to 
improve clinical diagnosis for craniofacial anomalies.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、へパラン硫酸による頭蓋顎顔面や歯の形態形成制御機構の詳細を明らかにしようというはじめての
試みであり、本研究成果はGAG糖鎖合成/代謝異常を原因とする先天異常症候群のメカニズムの解明や従来では治
療が困難であったそれらの先天異常症候群に対する新しい治療法開発につながると考えられる。さらに、歯をは
じめとした新規組織再生法開発に繋がることが強く期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 糖鎖は生命機能の根幹に関わり、生物の多様性を作り出す生体分子で核酸、タンパク質に次ぐ

第三の生命の鎖と言われている。ゲノムの直接産物であるタンパク質の解析では説明のつかな

い未解明の生命現象の一つに形態形成のメカニズムがあり、糖鎖によるシグナル分子ダイナミ

クスの制御が関わっているのではないかと注目されている。一方、糖の繰り返し構造からなるグ

リコサミノグリカン糖鎖(GAG 糖鎖)の合成/代謝異常を原因とする先天異常症候群の多くが頭蓋

顎顔面、不正咬合や歯の形態形成異常を伴っていることが明らかになってきた。しかし、頭蓋顎

顔面、不正咬合や歯の形態形成における GAG 糖鎖の制御機構については不明である。 

 
２．研究の目的 
これまで、我々の研究グループは、GAG 糖鎖の一つであるヘパラン硫酸合成酵素のコンディシ

ョナルノックアウト(CKO)マウスが頭蓋顎顔面の形態異常を自然発症することをすでに見出して

いる。そこで、本研究では ヘパラン硫酸合成酵素の CKO マウスを用いてへパラン硫酸による頭

蓋顎顔面形態形成の制御メカニズムを解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（1）実験１：ヘパラン硫酸の欠失が顎顔面の形態形成に及ぼす影響の検討 
野生型マウス(C57BL/6)ならびにヘパラン硫酸合成酵素(Ext1)の頭蓋顎顔面特異的(Wnt1-Cre

ノックアウトマウス(以下、CKO)胎児を用いた。摘出した胎児は、様々なステージ(E12.5, 

E14.5, E15.5, E17, P0, P7, P28)で頭蓋顎顔面組織を採取し、μCTによる形態学的な解析を行

った。さらに各ステージにおける頭蓋顎顔面組織の組織切片を作製し、頭蓋顎顔面と歯の形態

形成異常を組織学的に解析した。遺伝子発現分布の解析はin situ hybridization 法にて行っ

た。 

 (２) 実験２: へパラン硫酸合成酵素の細胞・組織特異的 CKO マウスを用いてヘパラン硫酸に

より制御されるシグナル分子の検索 

実験１の解析から CKO マウスにおいて異常が起こっている部位を特定し、同部位から採取し 

たtotal RNA を用いて全エキソームの RNA シークエンス解析を行い WT から採取した対照群の

データと比較した。遺伝子発現解析、シグナルパスウェイ解析により CKO マウスでの形態異常

と最も関連が高いと予想されるシグナル分子を抽出した。また、CKO マウス頭蓋顎顔面組織の

器官培養を行い、抽出されたシグナル分子のインヒビターやアクチベーターを投与し、表現型

の回復(Rescue)実験を行うことで、へパラン硫酸欠損による形態形成異常発症と関連の大きい

シグナル分子を特定した。 

次に、実験１で作成した組織切片は in situ ハイブリダイゼーション法や免疫組織化学的手

法を用いて実験２_１で特定したシグナル分子の遺伝子発現パターンを調べることでシグナル分

子の産生細胞や発現量を可視化した。さらに、レポーターマウスまたは免疫組織化学的手法に

て、シグナル分子活性化を可視化することで、シグナル分子の標的細胞を特定する。得られた

結果を比較、分析することで、どの細胞で産生されたシグナル分子がどのように拡散してどの

細胞にどの程度作用しているかを調べた。これにより、ヘパラン硫酸とシグナル分子との相互

作用を明らかにした。 

 
 
 
 
 



４．研究成果 

（１）実験１ 

胎生9.5日では、CKOにおいて大きな形態異常

は認められないが、胎生10.5日以降になると、

CKOでは顔面突起の伸長や癒合が著しく抑制さ

れていることが明らかになった（図１）。CKO

は全て出生直後に死亡し、正中裂、口蓋裂を伴

う形態異常を示した。骨格標本ならびにμCTで

の解析では、顔面正中部は大きく骨が欠損して

おり、また、上顎骨ならびに下顎骨の著しい短

小化が認められた（図２）。組織学的解析で

は、切歯や臼歯歯胚の矮小化と形態異常を認めた

（図３）。さらに、神経堤細胞やそれに由来する

組織においてヘパラン硫酸プロテオグライカンで

あるSyndecan1やGlypican1 の発現が認められた。

これらの所見から、神経堤細胞の遊走をヘパラン

硫酸が制御していることが示された。 

そこで、ヘパラン硫酸の欠失が、神経堤細胞ま

たは神経堤細胞由来組織における細胞増殖や

細胞死に及ぼす影響について検索した。その

結果、CKOではE10.5において顔面突起におけ

るTUNEL陽性細胞数の有意な増加を認めた

（図４）。また、CKOでは細胞増殖マーカー

であるPHH3陽性細胞数の有意な減少を認めた

（図５）。これらのことから、CKOでは神経

堤細胞の遊走の異常に加えて、神経堤細胞由来組織における細胞死の増加と細胞増殖の低下に

より、頭蓋顎顔面や歯の形態形成異常を発症していることが示唆された。 

 

 

 

  



（２）実験２ 

胎生 10 日目の胎児の顔

面突起部位を切り出し、RNA

を抽出し、RNAseq 解析によ

りヘパラン硫酸の欠失に

より影響を受けるパスウ

ェイの網羅的探索を行っ

たところ、CKO において、

顔面突起の細胞増殖と細

胞死と関与する Wnt シグ

ナリングが重要であると

わかった(図６)。そのた

め、ヘパラン硫酸の欠失に

伴う Wnt シグナリングの低下により頭蓋顎顔面形態の形態異常が引き起こされることを検

証するために、Wnt レポーターマウスを用いてシグナル部位を特定したところ、Wnt シグナ

ルの低下を確認した。さらに、顔面突起の癒合において重要な遺伝子である

MSX1,FGF8,Axin2 の発現の局在を解析したところ、MSX1 および Axin2 の発現は Ext1-CKO の

顔面突起部位において低下していることがわかった。一方、上皮組織に特異的に発現する遺

伝子である FGF8 については、著明な変化は認めなかった。次に、Wnt/β-catenin シグナリ

ングのシグナル伝達において、中心的な働きをしている分子であるβ-catenin をコードす

る Ctnnb1 遺伝子の欠失マウスとの genetic 

interaction 実験を行うことで、Ext1 遺伝子異常

と Wnt/β catenin シグナリングの直接的な関与

について検証したところ、Ext1 ヘテロと Ctnnb1 ヘ

テロの交配では著明な表現型は認めなかった。 

 

RNAseq 解析の結果は、ヘパラン硫酸の欠失が細

胞の接着・遊走と関連する Focal adhesion の異常

を引き起こしていることも示唆したため、ヘパラ

ン硫酸の欠失が神経堤細胞の遊走能に与える影響

の検討を行った。神経堤細胞株である O9-1 細胞を

使い、in vitro で検証したところ、スクラッチ領

域の閉鎖が野生型に比べ Ext1-CKO のほうが遅いことが判明した。このことから、Ext1-CKO

では O9-1 細胞遊走能が低下しているが明らかになった（図７）。 

 

以上、本研究結果により、ヘパラン硫酸欠失による頭蓋顎顔面形態の形態異常は、Wntシ

グナリングの制御機構の破綻による細胞死の増加と細胞増殖の低下ならびにFocal 

adhesionの異常による神経堤細胞の遊走能の低下により引き起こされていることが明らか

になった。本研究は、へパラン硫酸による頭蓋顎顔面や歯の形態形成制御機構の詳細を明らか

にしようというはじめての試みであり、本研究成果はGAG糖鎖合成/代謝異常を原因とする先天

異常症候群のメカニズムの解明につながるものと考えられる。 
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