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Ⅰ．緒言 

口唇口蓋裂はヒトの先天異常疾患において最も多く発生する外表奇形である。口唇口蓋裂の日

本人における発生頻度は約 500～600人に 1人と報告されており 1-3)、口唇口蓋裂のうち口蓋裂の

発生頻度は約 30％とされている 4, 5)。しかしながら、その発生機序の詳細については明らかにさ

れていない点が多い。 

 ヒトの口蓋の発生 6)は、胎生６週頃に口蓋の前駆体である口蓋突起が舌の両側に形成され、さ

らに、左右の口蓋突起は下方に伸長していき、胎生８週頃に舌が下方へ移動するとともに左右の

口蓋突起は挙上して舌の上方で水平位をとる。水平位となった左右の口蓋突起は互いに正中に向

かって伸長し、胎生 10週頃に正中で接触する。正中の接触部において両側の口蓋突起は上皮索

を形成し、癒合を開始する。胎生 12週頃には上皮細胞のアポトーシスにより上皮索が消失する

ことで口蓋の癒合が完了し、口蓋が形成される。口蓋の発生段階のどこかで異常が生じることに

よって口蓋裂が発生すると考えられている。口蓋裂の発生機序としては、左右の口蓋突起が挙上

せず水平転位が起こらないことにより口蓋裂が発生する機序 7)、口蓋突起は挙上したものの水平

方向に成長せず口蓋突起が接触しないことにより口蓋裂を発生する機序 8)、口蓋突起の水平転位

および水平方向の成長により左右の口蓋突起が接触した後に癒合せずに口蓋裂が発生する機序
9, 10)、口蓋突起が癒合した後に口蓋が離開することにより口蓋裂が発生する機序 11, 12)があると

考えられている。また、口蓋裂の発生要因としては、TGFβ、MSX1、TBX22、IRF6、MEOX2、Hoxc

などの遺伝子変異による遺伝的要因 13-16)と、アルコール、タバコ、妊婦の肥満、

2,3,7,8-tetradichlorodibenzo-p-dioxin(TCDD)やビタミン A等の化学物質への暴露などといっ

た環境的要因 17, 18)が影響し合い、一定のしきいを超えると発生するという「多因子しきい説」

が有力視されている。環境的要因の原因となる TCDD は環境汚染物質であるダイオキシン類の一

種で、ダイオキシン類の中で最強毒性を有するとされており、マウス実験により TCDDの催奇形

性として水腎症および口蓋裂の発症が報告されている 19)。 

これまで当研究室では、葉酸摂取や貧血改善による口蓋裂発症予防方法の確立を行ってきた
20-22)。一方で、口蓋裂モデルマウスの作製を行っており、TCDDへの暴露と口蓋裂の発生につい

て、Yamadaら 23)は、胎仔口蓋形成期の妊娠マウスに臨界濃度の TCDDを投与すると 100％の胎仔

に口蓋裂が発生したと報告している。さらに、Imura ら 24)は、臨界濃度の TCDD を投与した妊娠

マウスから胎生 18日に胎仔を取り出すと 100%口蓋裂を発生していたが、胎生 14、15、16日に

胎仔を取り出した場合はそれぞれ４%、17%、13%の胎仔で口蓋の癒合が認められたことから、口

蓋癒合後に口蓋突起が離開したことにより口蓋裂が発生する場合があることを報告している。

Kitamura11)の研究において、癒合した組織が離開したことを示した報告がある。Kitamura11)は、

中絶した 500例のヒト胎児の口唇および口蓋組織を観察したところ 80例に口唇・口蓋裂胎児を

認め、口蓋裂胎児では口蓋突起先端付近の口蓋組織に上皮真珠が存在しており、この上皮真珠は

一度癒合した口蓋が離開して口蓋裂を発症したために形成されたと報告している。従って、ヒト

胎児においても起こっている現象であることから、口蓋癒合後に口蓋が離開して口蓋裂の発生に

至る機序を明らかにすることは口蓋裂発症原因を知る上で重要であると考える。 

 本研究では、口蓋癒合後の離開について、口蓋形成期の TCDDへの暴露により口蓋組織構造に

異常が生じ、その異常が一旦癒合した口蓋の離開に関与しているのではないかという仮説を立て、

実験を行ったので報告する。 
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Ⅱ．材料および方法 

１）実験動物および胎仔摘出 

８-10週齢の ICR系雌マウス(CLEA、Tokyo、Japan)を購入し、室温 22 ± 1°C、湿度 50 ± 10%、

定期的な 12時間ごとの明暗サイクル下、標準固形試料と飲料水を制限なく摂取できる環境で飼

育した。未経産雌マウスを同系の成熟雄マウスと終夜交配させ、翌朝膣栓形成が確認できたもの

を、当日の午前 0時に妊娠したと想定し、胎生 1日とした。胎生 12日に、対照群にはトルエン

含有オリーブ油 0.4ml、TCDD投与群には口蓋裂を 100％発症する濃度である 40μg/kg の

TCDD(Accu Standard Inc.、New Haven、CT、USA)をトルエン含有オリーブ油 0.4ml に溶解し、そ

れぞれ胃管にて単回経口投与した。口蓋形成期の口蓋部の観察を行うため、帝王切開により摘出

した胎仔を使用した。TCDD投与群は先行研究 21)において最も高い頻度で口蓋が癒合していた胎

生 15日にマウス胎仔を摘出し、実体顕微鏡下に前方の口蓋の癒合および後方の口蓋の離開を認

めた胎仔を 38個体使用した。TCDD投与群は対照群に比べ口蓋形成期のステージが約１日遅れる

ことから 25)、対照群は胎生 14日のマウス胎仔４個体を使用した。 

２）組織固定および切片作製 

 摘出した胎仔頭部を４%パラホルムアルデヒド(PFA)0.1Mリン酸緩衝液(PBS)溶液(pH7.4)を用

いて、24時間浸漬固定を行った。上昇エタノール系列及びキシレンによる脱水・脱脂処理後、

パラフィン包埋した。回転式ミクロトームを用いて、厚さ６μmの胎仔頭部前頭断切片を作製し

た。 

３）組織学的観察 

胎仔口蓋部前頭断切片を用いて Hematoxylin-Eosin(H-E)染色を行い、口蓋形成期の口蓋を前

方から後方にかけて観察し、対照群と TCDD投与群との比較を行った。 

４）免疫組織学的観察 

（1）蛍光免疫組織染色による上皮組織、上皮細胞間接着因子および基底膜組織の観察 

一次抗体は、マウス・モノクローナル抗 E-cadherin 抗体(ab76055、Abcam、Cambridge、UK)、

ウサギ・ポリクローナル抗 laminin抗体(L9393、Sigma、St. Louis、MO、USA)を使用した。抗

E-cadherin抗体は上皮組織および上皮細胞間接着因子の観察、抗 laminin抗体は基底膜組織の

観察をするために用いた。 

胎仔口蓋部前頭断切片を脱パラフィン後、沸騰したクエン酸緩衝液（pH7.0)の中でマイクロウ

ェーブを５分照射し、抗原賦活化処理を行い、15,000U/mlヒアルロニダーゼ（H0164、東京化成

工業、東京）/0.01Mリン酸緩衝液（PBS）を用いて 37℃、30分でヒアルロニダーゼ処理を行っ

た。５％ブロックエース（UKB80、DS Pharma Biomedical、大阪）で２時間ブロッキングを行い、

予備実験により最適化した濃度に希釈した一次抗体の混合溶液に浸漬して室温で１時間振盪し、

さらに４℃で一晩反応させた。翌日、二次抗体を室温で２時間反応させ、洗浄後に封入し、口蓋

前方から後方にかけて観察を行った。二次抗体は、Goat anti-Mouse IgG (H+L);Alexa Fluor 

488(A-11029、Invitrogen、Carlsbad、CA、USA)、Goat anti-Rabbit IgG (H+L);Alexa Fluor 

594(R37117、Invitrogen)を使用した。 

（2）上皮細胞間接着因子の観察  

一次抗体は、ウサギ・モノクローナル抗β-catenin 抗体(ab32572、Abcam)、マウス・モノク

ローナル抗α-catenin抗体(66221-1-lg、Proteintech、Rosemont、IL、USA)を使用し、口蓋前
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方から後方にかけて上皮細胞間接着因子の観察を行った。 

胎仔口蓋部前頭断切片を脱パラフィン後、沸騰したクエン酸緩衝液（pH7.0)の中でマイクロウ

ェーブを５分照射し、抗原賦活化処理を行った。５％ブロックエース（UKB80、DS Pharma 

Biomedical）で２時間ブロッキングを行い、予備実験により最適化した濃度に希釈した一次抗体

の混合溶液に浸漬して室温で１時間振盪し、さらに４℃で一晩反応させた。翌日、一次抗体に対

応した標識ポリマーを室温で 30分反応させ、ペルオキシダーゼ染色キット(Nova RED Substrate 

Kit、SK-4800、Vector、Burlingame、CA、USA)を用いて、室温で５-10分反応させて染色した。 

（3）アポトーシスの観察 

胎仔口蓋部前頭断切片を脱パラフィン後、TUNEL assay kit (ab66110、Abcam)を用いて一連の

操作を行い、蛍光 TUNEL染色法を行った。核は、DAPI(D9542、Sigma)にて染色を行った。口蓋前

方から後方にかけてアポトーシスの観察を行った。 

（4）細胞増殖の観察 

一次抗体は、マウス・モノクローナル抗 Ki67抗体(RM-9106、Lab Vision、Fremont、CA、USA)

を使用し、口蓋前方から後方にかけて細胞増殖の観察を行った。 

胎仔口蓋部前頭断切片を脱パラフィン後、沸騰したクエン酸緩衝液（pH7.0)の中でマイクロウ

ェーブを５分照射し、抗原賦活化処理を行った。５％ブロックエース（UKB80、DS Pharma 

Biomedical）で２時間ブロッキングを行い、予備実験により最適化した濃度に希釈した一次抗体

の混合溶液に浸漬して室温で１時間振盪し、さらに４℃で一晩反応させた。翌日、一次抗体に対

応した標識ポリマーを室温で 30分反応させ、ペルオキシダーゼ染色キット(Nova RED Substrate 

Kit、SK-4800、Vector)を用いて、室温で５-10分反応させて染色した。 

H-E染色、免疫組織染色を行ったすべての組織切片は、オールインワン蛍光顕微鏡(BZ-X710、

Keyence、大阪) を使用して検鏡、撮影を行った。 

  

Ⅲ．結果 

１）組織学的観察 

対照群において H-E染色を行ったところ、口蓋は前方から後方まで癒合しており、口蓋棚の正

中部には上皮索を認めた。 

TCDD投与群は、実体顕微鏡下に前方の口蓋の癒合および後方の口蓋の離開を認めた胎仔 38個

体のうち 15個体において口蓋前方の癒合および後方の離開が組織学的に確認され、代表的な H-E

染色像を示した。 

対照群では、前方の口蓋癒合部において口蓋棚全体に細胞を認めたが、TCDD 投与群では鼻腔

側粘膜下の細胞密度が疎になっていた。また、口蓋後方部において、口腔側からの口蓋の離開を

認めた。 

２）上皮および上皮細胞間接着因子、基底膜の観察 

 対照群の前方と後方の口蓋では、鼻腔側および口腔側粘膜、上皮索において、上皮細胞間接着

因子である E-cadherinは上皮細胞に陽性を示し、基底膜の構成成分である laminin は連続的な

染色像を認めた。 

TCDD 投与群の前方の口蓋癒合部では、鼻腔側および口腔側粘膜、上皮索において E-cadherin

は上皮細胞に陽性を示し、鼻腔側粘膜および上皮索において lamininは連続的な染色像を認めた
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が、口腔側粘膜では不連続な染色像を認めた。後方の口蓋離開部では、口腔側粘膜に離開を認め、

laminin は口腔側粘膜において不連続な染色像を認め、同部の上皮細胞は E-cadherin 陰性であ

った。また、口蓋離開部付近の上皮索において E-cadherin は上皮細胞に陽性を示し、laminin

の染色像を認めた。 

  また、E-cadherinと複合体を形成する上皮細胞間接着因子であるβ-catenin、 

α-catenin の局在を調べたところ、対照群について、前方および後方の口蓋部では、鼻腔側お

よび口腔側粘膜、上皮索においてβ-cateninおよびα-cateninは上皮細胞に陽性を示した。 

TCDD 投与群について、前方の口蓋癒合部では、対照群と同様に鼻腔側および口腔側粘膜にお

いてβ-catenin、α-catenin は上皮細胞に陽性を示したが、鼻腔側粘膜正中部では陰性であっ

た。口蓋正中部の上皮索においてβ-catenin、α-catenin は上皮細胞に陽性を示した。また、

後方の口蓋離開部では、鼻腔側および口腔側粘膜においてβ-catenin、α-catenin は上皮細胞

に陽性を示し、口蓋離開部付近の上皮索においてβ-catenin、α-catenin は上皮細胞に陽性を

示した。 

３）アポトーシスの観察 

対照群では、前方および後方の口蓋において、上皮索にアポトーシスが起きていることを示す

TUNEL陽性細胞を認めた。 

TCDD 投与群では、前方の口蓋癒合部においては対照群と同様に上皮索に TUNEL 陽性細胞を認

め、後方の口蓋離開部では、離開部周囲に TUNEL陽性細胞を認めた。 

４）細胞増殖の観察 

 対照群では、前方の口蓋では鼻腔側および口腔側粘膜、上皮索周囲に細胞増殖マーカーであ

る Ki67陽性細胞を認めた。後方の口蓋では鼻腔側および口腔側粘膜、口蓋棚全体に Ki67陽性細

胞を認めた。 

TCDD投与群では、前方の口蓋癒合部では鼻腔側および口腔側粘膜、上皮索周囲に Ki67陽性細

胞を認めた。後方の口蓋離開部では離開部周囲に Ki67陽性細胞を認めた。 

 

Ⅳ．考察 

 内分泌攪乱物質である TCDDは様々な生体毒性を生じることが知られており、急性毒性、免疫

毒性、生殖毒性、発生毒性、および発がん性を有することが報告されいる 26)。特に、組織に生

じる発生毒性として胎生期の TCDD暴露により水腎症や口蓋裂などがあり 19)、また、細胞に生じ

る発生毒性として上皮の異形成があるとされている 27)。ダイオキシン類の様々な毒性発現に共

通する機序として芳香族炭化水素受容体(AhR)への結合が指摘されており、TCDDの毒性の作用機

序に関する研究では、胎生 12.5 日に特定濃度の TCDD に暴露した胎仔は 100%口蓋裂を発症した

が、同濃度の TCDDを AhRノックアウトマウスに投与したところ口蓋裂の発症がなかったことか

ら、胎生期の TCDD暴露による口蓋裂の発症には AhR の存在が重要であると考えられている 28)。 

これまで報告されていた TCDDによる口蓋裂の発生機序は、口蓋突起の水平方向への伸長不全

によって口蓋突起が接触しないことにより口蓋裂を発生する機序 28)、あるいは、口蓋突起接触

後に上皮索の消失が起こらず接触した左右の口蓋突起が癒合しないことによって口蓋裂を発生

する機序 29)、口蓋癒合後の離開によって口蓋裂を発生する機序 30)が報告されている。本研究に

おいて、実体顕微鏡下に前方の口蓋の癒合および後方の口蓋の離開を認めた胎生 15 日のマウス
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胎仔 38個体のうち 15個体の TCDD投与マウス胎仔において組織学的に口蓋前方の癒合および後

方の離開を認め、口蓋癒合後の離開により口蓋裂を発生するという口蓋裂発生機序の再現性が確

認された。さらに、遺伝的要因による口蓋裂の研究においても本研究と同様の口蓋形成後の離開

による口蓋裂発生機序が報告されている。Jinら 31)は、MEOX2遺伝子ノックアウトマウスで口蓋

裂が 35.5%に発症し、口蓋裂を発症した胎生 15.5日の MEOX2 mutant mouse の口蓋突起は対照群

と同様に水平位であったが、口蓋突起の先端では上皮が欠落していたことから、口蓋突起が癒合

した後に、口蓋が何らかのメカニズムにより再び離開したことによって口蓋裂を発症した可能性

があることを報告している。この報告から、TCDD 以外の要因による口蓋裂においても口蓋癒合

後の離解現象により口蓋裂が発生する場合があると考えられる。 

左右の口蓋突起が接触後に癒合する際には、上皮索において上皮細胞が極性を失うことで細胞

骨格を再構築し間葉細胞の形質に転換する、いわゆる、上皮間葉転換（EMT）やアポトーシスを

生じているとされている 32-36)。本研究において、TCDD 投与群の前方の口蓋で正中部の上皮索に

E-cadherin、β-catenin、α-catenin 陽性細胞を認め、同部では TUNEL 陽性細胞が認められた

ことから、口蓋の癒合に伴うアポトーシスを生じていると考えられ、口蓋は癒合途中であるとい

える。また、後方の口蓋において離開部付近の上皮索に E-cadherin、β-catenin、α-catenin

陽性細胞を認め、口蓋離開部周囲に TUNEL陽性細胞が認められたことから、前方の口蓋と同様に

癒合途中であると考えられ、口蓋癒合中に離開に至っていることが確認された。 

Gao ら 37)は、TCDD 投与マウスにおいて、加速度的な細胞増殖が関与して上皮索の細胞の分化

を阻害することにより口蓋裂を発生する可能性を報告している。本研究において、TCDD 投与群

では後方の口蓋離開部周囲に Ki67 陽性細胞を認めたことから、異常な細胞増殖が生じることに

より口蓋癒合中に上皮索細胞の分化が阻害され、口蓋の離開が生じる可能性が示唆された。 

癒合している組織が断裂する現象としては、がんの浸潤・転移が知られている 38)。がん細胞

が他の組織へ移動する際には、最初のステップとして、基底膜を複数回にわたって破壊するとさ

れている 39, 40)。基底膜は上皮組織と間葉組織の間に介在しており、ラミニン、Ⅳ型コラーゲン、

ヘパラン硫酸プロテオグリカン、エンタクチン、パールカンなどから構成されている 41, 42)。特

にラミニンは細胞の接着に関与しており、細胞の転移能に関わっているとされている 43)。また、

ラミニンやコラーゲンは細胞外マトリックスと呼ばれ、細胞外の空間を充填し、細胞の付着およ

び組織の発達や構造の維持を担っている 44)。がんが転移に至る過程において、この細胞外マト

リックスがマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP)によって分解される。報告されているヒトの

MMP は 20 種類以上あり、特に MMP-2、MMP-9 が基底膜の断裂および消失に関与しており 45, 46）、

MMP-2や MMP-9によって基底膜が消失し、がん細胞の移動が促進されるとの報告がある 47)。 

本研究において、TCDD 投与群の口蓋離開部を含む口蓋粘膜で上皮および基底膜の断裂を認め

たことから、口蓋癒合後の離開による口蓋裂の発生原因の一つには基底膜構造の異常があると考

えられ、マトリックスプロテアーゼである MMP-2や MMP-9などの関与についても今後調べること

が重要であると考えられた。 

TCDDは上皮組織の脆弱性を生じることが報告されている 48-50)。TCDD投与群の前方の口蓋癒合

部において、鼻腔側粘膜で上皮細胞間接着因子であるβ-catenin、α-catenin の消失を認めた

ことから、口蓋癒合後の鼻腔側粘膜においても上皮組織の異常を生じている可能性が示唆された。

上皮細胞は細胞間接着によって上皮組織を構築しており、細胞膜上に発現している細胞間接着因
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子として E-cadherinがある。E-cadherinは細胞質内のβ-cateninと結合し、さらにβ-catenin

はα-catenin と結合しており、上皮細胞膜上でこのような三者複合体を形成して細胞間接着機

能が働いて上皮の強度を保っている 51)。また、がん細胞において E-cadherinの発現が低下する

と、細胞間接着因子や細胞外マトリックスの発現が消失するとの報告がある 52)。E-cadherin は

代表的な上皮マーカーとされており 53)、本研究において、TCDD 投与群の口腔側粘膜の基底膜の

断裂を認めた部位では、E-cadherin の消失を認めたことから、TCDD投与群では基底膜の断裂と

ともに上皮細胞間接着の低下を生じることにより上皮組織の強度が不足した結果、一度癒合した

口蓋が離開すると考えられた。TCDD 投与群の口蓋において確認された基底膜および上皮の消失

から、癒合後の口蓋が離開する機序は、がんの転移に似た機序である可能性が考えられた。 

従来、口蓋形成時に左右の口蓋突起が癒合に至らないことで口蓋裂を発症するという説が一般

的であり、口蓋が癒合しない原因について様々な研究が行われてきたものの 7-10, 28, 29)、疾患の

予防には至っていない。一方、本研究は一度癒合した口蓋が離開に転じることによって口蓋裂を

発症する場合があることを示しており、今後の口蓋裂研究において口蓋裂の発生機序の一つとし

て口蓋癒合後の離開による口蓋裂の発症機序を解明することにより、口蓋の離開を阻止する要素

が発見される可能性が考えられ、新たな口蓋裂発症の予防法の確立につながることが期待される。 

 

Ⅴ．まとめ 

 口蓋裂を 100％発症する濃度の TCDD に暴露された口蓋癒合期のマウス胎仔では、複数の個体

において口蓋癒合途中で離開に転じている場合があることが確認された。 

TCDD 投与マウスにおいて口蓋癒合後の離開による口蓋裂の発症機序として、がんの転移に類

似した機序がある可能性が考えられた。また、異常な細胞増殖が口蓋の離開を生じる要因の一つ

である可能性が示唆された。 

口蓋裂を発症するまでの段階において一度癒合した口蓋が離開に転じる機序を解明すること

により、離開を阻止する要素が発見される可能性が考えられ、新たな口蓋裂発症の予防法の確立

につながることが期待される。 
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