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研究成果の概要（和文）： 
発生過程のさまざまな場面で機能し、体の正中構造を決定するソニックヘッジホッグ（Shh）
遺伝子の組織特異的エンハンサーMFCS4 の機能について検討した。MFCS4 は咽頭領域上皮に
おける Shh の発現を誘導して発生中の舌筋の配列制御に深く関与することが明らかとなっ
た。これより、二次口蓋形成過程の口蓋突起挙上に必要な、時期特異的口腔内空間の供給
のための舌運動機能発現に関わることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
MFCS4 is one of tissue specific enhancers of mouse sonic hedgehog (Shh) gene and 
responsible for inducing Shh expression in oropharyngeal epithelium. The expression 
is involved in arrangement of myotubes in the tongue, which allows the tongue to 
function in descending itself at the stage of secondary palatal elevation that 
requires space in the oral cavity.  
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１．研究開始当初の背景 

口唇口蓋裂は日本を含めたアジア圏で高

頻度に起きる先天異常で、その原因は環境要

因、遺伝的要因が複雑にからみ、症候群性の

先天異常の一表現型として現れる頻度が高

い。一方、孤発性の口蓋裂も遺伝的要因の関

与が強く示唆されているものの、これまでに

MSX1(1,2)および IRF6 (3)の 2 遺伝子が同定

されたにすぎない。ソニックヘッジホッグ

(SHH)シグナルは、初期発生においては正中

決定に機能し、その後の発生過程においては

肢芽形成や頭蓋顔面の発生に関与している。 

さらに SHHシグナル分子における変異は母斑

基底細胞癌の原因であり、口腔領域でもエナ



メル上皮腫や口腔扁平上皮癌との関連が指

摘されるなど、その機能が多岐にわたるシグ

ナルである。Shh 関連分子はマウス頭蓋顎顔

面の発生過程において時間・空間特異的な発

現を示し、頭蓋顎顔面の形成への強い関与が

示唆されている(4)。しかし、遺伝子機能解

析のための強力なツールである遺伝子ター

ゲティング、いわゆる Shh のノックアウトマ

ウスでは頭部の形成がほぼ起こらず(5)、哺

乳類頭蓋顎顔面の形態形成における Shhの役

割について詳細な解析を行うことは不可能

であった。近年 Shh の発現を直接制御するプ

ロモーターに加え、組織特異的なエンハンサ

ーが複数発見された(6)。この中の MFCS4 配

列は哺乳類から魚類まで保存されている配

列で、その活性は胎齢 10.75～15 日に、舌背・

咽頭・軟口蓋などの上皮に出現し、同時期同

部位での Shh の発現と一致している。マウス

でこの配列を欠失させると(MFCS4-/-と表記)

外観上頭蓋顎顔面の形成は起きるが、軟口蓋

が前後に短くなり、また喉頭や舌骨および甲

状軟骨が低形成になるなど口腔咽頭領域の

形成に異常が認められたことから咽頭領域

特異的な Shh の発現を制御している(7)。Shh

は、正常発生過程において口腔咽頭領域の上

皮で発現するが、MFCS4-/-個体ではその発現レ

ベルが低下していた。これより、MFCS4 配列

が口腔咽頭領域の Shh発現制御に主要な役割

を果たし、またこの配列の欠失が当該領域に

おける Shh の発現レベルの低下を誘導し、形

態形成異常を引き起すと考えられた。ヒトに

おいては SHH シグナルの喪失が

holoprosencephaly の原因であり、

holoprosencephaly 患者では高頻度に口唇口

蓋裂を伴う。また口唇口蓋裂患者の CT スキ

ャン解析により、舌骨の低石灰化、舌骨や喉

頭の位置異常が認められ、口蓋裂発症との関

連も示唆されている(8)。これらの報告と

MFCS4-/-マウスの表現型から、Shh シグナルが

口蓋を含めた咽頭領域の発生において役割

を果たすこと、また、Shh の発現量と表現型

が関連する、すなわち Shh シグナルの減弱と

口蓋および咽頭領域発生異常の表現型の重

篤度に関連があることが示唆される。そして、

マウスのみならずヒトにおける MFCS4配列の

機能不全が口蓋裂や鼻咽腔閉鎖不全の原因

であると示唆される。 
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２．研究の目的 
 発生過程における口腔咽頭領域でのShhの

発現量低下が口蓋裂の原因となる可能性は、

MFCS4-/-の表現型からも強く示唆される。そこ

で、Shh発現量低下と表現型の関連についてマ

ウス変異体を用いて検討する。定量的in situ 

hybridizationを確立して野生型、MFCS4-/-、

MFCS4+/-; Shh-/+個体におけるShhシグナルの強

度をShhシグナル関連分子の発現レベルとし

て数値化する。そしてその強度と咽頭領域の

発生、特に口蓋(軟口蓋の短小化、口蓋裂)、

舌骨領域の形成異常の度合い、組織分化度な

どとの比較検討を行う。 

 次に、孤発性口蓋裂を含めたヒト口蓋裂に

口蓋発生に関連している遺伝子について

MFCS4-/-およびMFCS4+/-; Shh+/-マウス口腔咽頭

領域における発現の変化について検討し、Shh

とこれら分子の相互作用を明らかにする。 

 さらにヒトMFCS4配列における遺伝子多型

を明らかにし、その多型性が口蓋裂発症の原

因となる可能性について検討する。多型が認

められる部位に対してその部位と相互作用す

る分子の予測を行う。 

 
３．研究の方法 
定量的 in situ hybridization 

マウス Shh配列に特異的な配列を合成し標

識して Shh mRNA に対するプローブとした。



配列はオープンリーディングフレーム内で

40basesの cDNAに対する相補的な標識DNAプ

ローブを複数設計し、hybridization 後にチ

ラミドシステムを用いてシグナルを増幅し

た。 

 

マウス変異体 MFCS4+/-; Shh-/+ 

二次口蓋の発生は以下の過程を経る。上顎

突起下面から口蓋突起が発生し、口腔内で舌

の両側を下方へと伸長する段階、次いで口蓋

突起が舌の上へと向きと位置を変える拳上

の段階、そしてさらに互いに近づく向きに伸

長し癒合へ至る段階である。口蓋裂はこれら

の段階のいずれかに不全のあった結果であ

る。MFCS4+/-; Shh-/+でどの段階に不全がある

か組織学的観察で検討する。 

MFCS4 は前述のとおり、Shh のエンハンサ

ーのひとつで、MFCS4 は Shh の発現を誘導す

ると判断されている。MFCS4+/-; Shh-/+個体で

は 100%口蓋裂を発症し、哺乳不能により出生

後１日までにすべてが死亡した。Shh のみの

ヘテロ欠失個体には表現型がない。従って

MFCS4 活性部位である舌後方・咽頭・軟口蓋

における胎齢 10.75-15.0 日の Shh の発現が

口蓋発生に必要であると切り分けることが

できる。そこで、MFCS4 の活性と口蓋発生の

時期が重なる胎齢 11.75, 12.75, 13.75 日の

マウスを観察した。MFCS4 の活性は胎齢 11.5

日に舌背、切歯歯胚、下垂体窩、耳管、口蓋

突起、喉頭蓋、披裂軟骨に見られ、これが胎

齢 13.5 日では舌背、軟口蓋、喉頭蓋、披裂

軟骨で持続している。この直後に口蓋突起は

水平拳上する。この一連の二次口蓋発生過程

における Shh とその受容体である Ptc の発現

を、そして口蓋突起の拳上に貢献する舌の発

生について Myf5 と MyoD1 の発現を、さらに

二次口蓋発生に関与するとされている遺伝

子の発現を in situ hybridization によって

検討する。舌筋の機能的な成熟は Desmin の

免疫染色で検出した。 

 

ヒト MFCS4 配列における遺伝子多型 

 

ヒト MFCS4 配列は第７染色体の

122,352,021 - 122,353,046 に位置し、全長

1428bp である。これはヒト SHH の

155,285,497 - 155,294,527 から 80kb ほど離

れている。出生時に口蓋裂であった提供者と

口蓋裂のなかった提供者 100人から血液など

体細胞を検体として得てゲノム DNAを抽出し

た。ヒト MFCS4 を PCR により増幅し、遺伝子

配列を学内シークエンスサービスに依頼し

て読み取った。5'側と 3'側から読み取ること

で読み取り誤差と機器の特性の介入を減ら

し、ヘテロな配列多型の検出精度を上昇させ

た。研究開始前、既知の一塩基多型は MFCS4

の中に 4つであった（www.ncbi.nlm.nih.gov）。

なお、本研究は東京医科歯科大学倫理委員会

の承認を得ている。 

 

４．研究成果 

定量的 in situ hybridization 

Shh は発生過程の口腔・咽頭領域では口蓋

趨壁、歯胚、味雷原器のいずれも上皮に発現

がある。定量 ISH の確立を目的として、Shh

プローブを複数合成して ISH を行った。シグ

ナルが歯胚の enamel knot に発現するプロー

ブが得られたことから（図 1、矢印）、in situ 

hybridization（ISH）は確立されたと考えら

れ、野生型とミュターン

トでの口腔咽頭領域で

の Shh 発現の強度の比

較を行う予定となって

いる。また、代表的な

Shh の標的遺伝子の発

現量についても比較する目的で、Gli1 遺伝子

の ISH を行ったところ、いずれのプローブも

S/N 値が低かった。今後別の標的遺伝子であ

る Patched のプローブを作成して ISH を行い、

S/N 値および Shh のシグナルの強さについて

検討する予定である。 

 

マウス変異体 MFCS4+/-; Shh-/+ 

MFCS4+/-; Shh-/+個体で起こる口蓋裂は、口

蓋突起の拳上に失敗することで起こること

が、組織学的な観察で判明した（図 2）。 

口蓋突起の拳上に失敗する内的な原因は、口

蓋突起の伸長の不足や拳上する自発的な力

の不足で、前者は細胞増殖の不足、後者は細

胞外基質の分泌不足に起因するとされてい

る。外的な原因は、口蓋突起拳上のための空

間の不足であり、内舌筋による舌自身の動き、



外舌筋や

咀嚼筋に

よる舌や

下顎の運

動が不十

分・欠失

で口蓋突

起が拳上

する空間が不足する。実際、口蓋突起の拳上

時期は胎児が羊水嚥下や首振り運動を開始

する時期と一致している。 

内的な原因について、まず伸長中から拳上

直前までの間で

の口蓋突起中の

細胞増殖をリン

酸化Histone3に

対する免疫組織

化学染色により検討したが、MFCS4+/-; Shh-/+

個体で野生型と比較して有意な低下を認め

なかった（図 3）。細胞外基質のうち口蓋突起

拳上には主に Collagen type I と hyaluronic 

acid が貢献するので、これらについても免疫

組織化学染色により検討したが有意な差を

認めなかった。さらに、MFCS4+/-; Shh-/+個体

の口蓋突起を含む上顎体を胎児から切り出

して器官培養に供したところ、口蓋突起は拳

上し癒合に至った

（図 4）。このことか

ら、内的な原因があ

ったとしても極めて

少ないことが示され

た。 

外的な原因は舌内・舌外・下顎の位置と形

を変える神経筋複合体の異常であるので、そ

れらの筋形成と機

能発現について評

価した。内外舌筋

群や開口筋群は骨

格筋とほぼ同様の

発生様式を示すこ

とから、まず骨格

筋の発生に必須な

転写因子である Myf5 と MyoD1 の発現を ISH

により検討したところ、MFCS4+/-; Shh-/+個体

においても筋芽細胞に発現を認めた（図 5,6）。

筋の機能発現は、筋の収縮に必要な構造であ

る Z帯の構成成分 desmin に対する免疫組織

化学染色により評価した。筋の存在すべき部

位では desmin の発現も認められ、MFCS4+/-; 

Shh-/+個体でも筋芽細胞は筋細胞へと分化す

ると判断された（図 7）。ところが、その筋芽

細胞や分化を遂げた筋細胞の分布・配列状態

は、MFCS4+/-; Shh-/+個体において大きく乱れ

ており、筋の機能を正しく発揮できないと想

定された（図 7）。Shh は発生過程の正中形成

に中心的な役割があるが、図７に見えるよう

なオトガイ舌筋の２腹の癒合は Shhの低下に

よる正中形成不全と考えられる。また、筋細

胞の分布・

配列状態は

筋芽細胞以

外の間葉細

胞との空間

占有のバラ

ンスで成り

立つであろうことから、MFCS4+/-; Shh-/+個体

における舌背での Shhの発現低下が舌内の間

葉細胞の存在を不充分にしていることが原

因であると示唆された。また、過去の報告か

らは Myf5 が Shh の直接支配の下にあるとさ

れているが、この影響は少ないことも同時に

明した。 

ヒ

。

細は未発表データのため掲

を見送る。 
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