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研究成果の概要（和文）：硬口蓋形成へのヘパラン硫酸とその分解酵素ヘパラナーゼの関与を明

らかにする目的で，二次口蓋形成過程における骨芽細胞転写調節因子，ヘパラン硫酸およびヘ

パラナーゼの局在について検討した．その結果、骨基質中に存在するヘパラン硫酸および骨芽

細胞が産生したヘパラナーゼは上顎骨あるいは口蓋骨の形成に関与することが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We examined the immunolocalization pattern of heparan sulfate 

(HS) and heparanase (HPSE) in order to clarify their roles in murine palatal bone 

formation in palatogenesis.Heparanase might contribute to the formation of hard palate by 

cleaving of heparan sulfate chains of HSPG in bone matrix. 
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１．研究開始当初の背景 

 

口蓋裂の発生メカニズムを研究する上で

重要な二次口蓋形成時の形態変化は，１）舌

の側方に沿った口蓋突起の下方への発育・伸

長，２）口蓋突起が舌の上方へ挙上する際の

水平への伸長と接触，３）左右の口蓋突起の

癒合，４）二次口蓋の間葉組織の結合による

癒合の完了の発育段階に分けられている。こ

の中で口蓋突起の癒合期には正中部での上

皮索および口腔側・鼻腔側の上皮トライアン

グル部の形成が，また間葉組織の結合による

癒合完了期には上皮索の断裂，上皮島の形成

がみられ，これらのステージにおけるカスパ

ーゼやTUNEL法を用いた上皮細胞のアポト

ーシス，細胞接着因子,上皮細胞の間葉系細胞

への形質転換（EMT）といった多彩な細胞，

分子レベルでの相互作用と制御機構につい

ての研究が行われている。そして口蓋裂の発

生は、口蓋突起の癒合を妨げるアポトーシス

に関与する programmed cell deathの不調に

よるとする報告が一般的であるが、それに相

反する報告も出されており、口蓋裂の発症メ

カニズムについての明確な解答は出されて

いない。 

私たちの研究グループは口蓋裂の発症の

メカニズムを解明するため、下記のような口

蓋の正常な発生における基底膜の関与つい

ての研究を行ってきた。 

 
 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究は従来の口蓋裂発生機序の研究と

は視点を変えて、正常口蓋形成と化学物質誘

発の口蓋裂発生系を比較することにより口

蓋形成の 4つのステージのそれぞれの口蓋突

起の基底膜をはじめ、細胞膜表面，細胞外基

質に局在するプロテオグリカンおよびその

分解酵素であるパールカン、そしてプロテオ

グリカンの発現を介して遊離、活性化され、

口蓋突起の挙上・水平転位、発育、癒合、そ

して口蓋の骨形成、更には二次口蓋間葉細胞

の分化、増殖に関すると考えられている増殖

因子 bFGF とそのレセプターFGFR-1,2,3,4

の局在を免疫組織化学，in situ hybridization

法によって明らかにし、ヘパラナーゼを介し

た基底膜の消失と口蓋形成との関連を解析

する。 

また、口蓋突起挙上時の持続的筋収縮に関

与するアクチンに関ると考えられる基底膜

－ジストロフィン－アクチン架橋構造を構

成する因子である基底膜パールカン、細胞膜

サルコグリカンコンプレックス、細胞内ジス

トロフィン、基底膜と細胞膜を繋ぐジストロ

グリカンの細胞・組織内局在、動態を詳細に

検討し、各ステージでの口蓋発生および口蓋

裂発症メカニズムを解明しようとするもの

である。 

 
 
 
 
３．研究の方法 
 

本研究は口蓋裂自然発生系 Eh/Eh マウス

と口蓋裂非発生系 C57BL/6By WT マウスを

用いて、１）口蓋突起の下方への発育・伸長、

２）口蓋突起の挙上と水平への伸長、３）左

右の口蓋突起の癒合、４）二次口蓋の間葉組

織の結合、そして口蓋の骨形成という 4 つの

ステージにおける下記の事項を比較検討す

る。  

（１）口蓋突起の基底膜をはじめ、細胞膜表

面，細胞外基質に局在するプロテオグリカ

ンおよびその分解酵素であるヘパラナー

ゼ、パールカン、そしてプロテオグリカン

の発現により遊離、活性化されると考えら



れている増殖因子bFGFとそのレセプター

FGFR-1,2,3,4 の局在を免疫組織化学，in 

situ hybridization 法によって明らかにし、

基底膜の消失と口蓋突起癒合との関連を

解析する。 

（２）口蓋突起の水平転移の時期にだけ癒合

部にその発現が認められ、他の間葉組織に

は認められない Hoxc 遺伝子の口蓋突起の

挙上・水平伸長への関連の解析。 

（３）更に口蓋突起の完全な癒合に重要な因

子として働くは口蓋骨の形成に関する検

討。 

以上の実験により各ステージでの口蓋発生

および口蓋裂発症メカニズムを細胞分子レ

ベルでのシグナル伝達の相互作用と制御の

両面から明らかにする。 

 
 
 
 
４．研究成果 
 

（１）上皮索基底膜において他の基底膜構成

成分に先んじてパールカンおよびコラー

ゲンⅣの消失が観察されること。 

（２）口蓋突起上皮細胞が分泌したヘパラナ

ーゼはパールカンのヘパラン硫酸鎖に抱

合されている増殖因子を遊離、活性化する

ことにより間葉細胞の分泌・増殖を惹起す

る可能性があること。 

（３）口蓋突起上皮細胞が分泌した MMP は

コラーゲンを細分化することで上皮索基

底膜を分解・断裂消失させることを解明し、

口蓋癒合時の基底膜の動態が極めて重要

であることを明らかになった。 

（４）口蓋突起上皮細胞が分泌したヘパラナ

ーゼは、上皮索基底膜パールカンのヘパラ

ン硫酸鎖に抱合されている増殖因子 bFGF

を遊離活性化する 

（５）遊離活性化された bFGF は FGFR-1

を介して間葉系細胞の分化・増殖を惹起し、

口蓋形成に関与することが示唆された。 

（６）口蓋形成過程において、Hoxc5 局在は

PCNA の局在性と類似していたことから、

Hoxc5 は口蓋突起の増殖と分化に関与す

ることが示唆された。 

（７）水平位をとるE14.5口蓋突起において、

Hoxc5 陽性を示す間葉系細胞が Eh/Eh マ

ウスではびまん性に観察された一方で、 

WT マウスでは口蓋突起基部に限局してい

た。 

（８）これらのことから、Hoxc5 は口蓋突起

間葉系細胞の配置、口蓋突起の水平方向へ

の伸長に関与する可能性が示唆された。 

（９）口蓋突起癒合期に観察される上皮索、

上皮島、上皮トライアングルの消失に

Hoxc5 が関与する可能性が示唆された。 
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