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 頭蓋顔⾯の発⽣には多数の遺伝⼦及びその転写産物が関与しており, これらの発現は時

間・空間的に精妙に制御されている. 様々な外的ストレスや遺伝⼦変異, 外来性の催奇形

因⼦により, この遺伝⼦発現の調和が破綻すると, 先天性奇形を引き起こす. なかでも唇顎

⼝蓋裂は, 頭蓋顔⾯における先天性奇形の中でも⾼頻度に発症する事が知られている 1).  

⼝蓋は, 左右の⼝蓋突起の垂直的な成⻑, ⾆上での挙上, 正中⽅向への伸展, 正中部での

癒合, 癒合後の三次元的な成⻑により形成される組織であり 2), ⼝蓋突起の癒合不全により

⼝蓋裂が引き起こされることが報告されている 3). ⼝蓋の形成は複雑な⼀連のシグナル伝

達によって制御されており, ⼝蓋突起の癒合には transforming growth factor beta (Tgfβ) 

が密接に関与している事が古くから報告されている 4). 中でも Tgfβ3 は⼝蓋突起癒合部の

上⽪消失に関与しているとの報告 5)があり, 細胞増殖に関与していることで知られるβ-

catenin は, この Tgfβ3 の発現を制御することにより⼝蓋突起の癒合に関与していること

が報告されている 6). また, ⼝蓋突起の伸⻑には sonic hedgehog (Shh) が正のフィードバ

ックを介して fibroblast growth factor 10 (Fgf10) の発現を制御し, 細胞増殖を制御してい

ることも報告されている 7).  

⼝蓋突起の癒合不全は遺伝⼦発現の変異以外に, 環境要因の関与が指摘されている 8). 重

度⾝体障害者の妊婦では, 低出⽣体重児が出⽣する頻度が⾼く 9), 低出⽣体重児では唇顎⼝

蓋裂の発症率が⾼いことが報告されている 10). 重度⾝体障害者の妊婦では, 妊娠中に胎児

に与えるメカニカルストレスが⼩さいと考えられることから, これらの点を総合すると, 

⺟体の運動により⽣じる適度なメカニカルストレスは, 全⾝の臓器組織の発育に密接に関

与しており, 正常な⼝蓋形成においても重要な役割を果たす可能性があると考えられる.  

メカニカルストレスの伝達経路は, その 1つにHippo経路が挙げられる. Hippo経路は

yes-associated protein/transcriptional co-activator with PDZ-binding motif (YAP/TAZ)が

核内移⾏することにより, 細胞の分化や器官サイズの制御, 再⽣などの多くの⽣物学的プ

ロセスを制御する, 組織発⽣に重要な制御機構である 11). この核内移⾏には YAP/TAZの



脱リン酸化が必要であり, YAP/TAZのリン酸化が進んだ場合, ユビキチン化され, 分解さ

れることによりその量は制限される 12). また, 細胞外マトリックスの 1つであるインテグ

リンは, 細胞接着機構からメカニカルストレスを受容することより, YAP/TAZの活性化を

調節し, メカニカルストレスの細胞内部への伝達に関与している事が報告されている 13).  

メカニカルストレスは, 組織の形成に関与することが数多く報告されている. ⼝蓋と関

わりの深い頭蓋顔⾯の形成では, ⻭胚形成において, 細胞増殖速度の差により⽣じるメカ

ニカルストレスが⻭胚の形態を制御すること 14), 頭蓋⾻の成⻑において, 脳の成⻑により

頭蓋⾻に与えるメカニカルストレスが, 頭蓋⾻縫合部の⾻形成を促進することなどが報告

されている 15). ⼝蓋においては, ヒアルロン酸の蓄積や YAP/TAZによる細胞外マトリッ

クスのリモデリング, アクトミオシンの収縮により⽣じる内因性のメカニカルストレスが

⼝蓋突起の垂直的な伸展に関与している事が⽰唆されている 16). また, 左右の⼝蓋突起の

癒合においては, アクトミオシンの収縮や, Piezoイオンチャネルの調節により⽣じる内因

性のメカニカルストレスが関与する可能性についても報告されている 17). しかし, これら

は胎児の⼝蓋組織内部で発⽣する内因性のメカニカルストレスに関する報告であり, ⺟体

の運動により⽣じる外因性のメカニカルストレスが⼝蓋形成において, どのような影響を

与えるのか, その詳細は明らかになっていない. そこで, 本研究では⼝蓋の発⽣段階におけ

る⼀連の流れのうち, ⼝蓋突起の挙上後の⽔平⽅向への成⻑に注⽬し, ⺟体の運動に起因

する外因性のメカニカルストレスを実験的に再現し, メカニカルストレスが⼝蓋形成に与

える影響について解明する事を⽬的とした. 

 

 

材料ならびに⽅法 

 

1. ⼝蓋組織の器官培養およびメカニカルストレスの計測 

本研究は, 岡⼭⼤学動物実験委員会承認 (OKU-2020705) のもと実施した. 妊娠 ICR マウ

ス (CLEA, Tokyo, Japan) を⼆酸化炭素及び断頭法にて安楽死させた後, 13.5 及び 14.5 ⽇齢

のマウス胎児を断頭法にて安楽死させ, 胎児の⼝蓋組織を取り出し, 組織培養, 及び組織学

的解析に供した. 13.5⽇齢は 17匹, 14.5⽇齢は 18匹のマウス胎児を⽤いた. 回収した組織を

既報の論⽂ 18)を参考に, 加温加湿の環境下 (37 ℃, 酸素 95 % , ⼆酸化炭素 5 % の混合

気体) で, メカニカルストレスを負荷しない unload 群と負荷する load 群に分け, 24 時間器

官培養を⾏い, 外因性メカニカルストレスの⼝蓋形成への影響を観察することとした. 培



養に使⽤した組織は, 器官培養時に組織内部まで酸素を⾏き渡らせるため, マウス胎児の

頭蓋底から上顎までの範囲を含む組織を⼀塊として摘出した. 通常の培養では培養液への

空気の循環及び培養組織の浮遊のため , 培養時に回転培養器を⽤いるが , 本研究では

unload 群は通常通り回転培養器 (Rotary mixer NRC-200, Nissin, Shinonome, Hiroshima, 

Japan), load 群では振盪器 (振動数: 1 回/秒, Sunflower mini-shaker, Funakoshi, Hongo, 

Tokyo, Japan) を⽤いて培養した (図 1A) . 培養は組織培養⽤ 25 mL フラスコ (Tissue 

Culture Flask Canted Neck Blue Vented Cap; Corning Incorporated, Corning, NY, USA) 中に⼝蓋

組織及び 10 mL の BGJb メディウム (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) を⼊れて

⾏った. また, 振盪の強度に関しては, 培養液⽔⾯に⽣じる, 波の⾼さと 1 分間に計測され

る波の回数を測定し, 算出された波の⼤きさと波の周期から, 波エネルギーとして組織に

加えられたメカニカルストレスを算出した (図 1B) . 波エネルギー (P) は P=pg2H2T/32π 

(P: 波エネルギー (W/s) , p: ⽐重, g: 重⼒加速度, H: 波の⾼さ (m) , T: 周期 (秒) )で求め, 

p=1, g＝9.8 (m/s2) として算出した 19). さらに W=1/4.184s (cal) が成り⽴つことから, 波エネ

ルギーをカロリーに換算し, 1 分間のウォーキングにより消費されるエネルギーを 3.0 kcal

としてヒトで消費されるエネルギーに換算し, メカニカルストレスの⼤きさを評価した.  

 

2. Micro CT撮影 

14.5⽇齢のマウス胎児を 24 時間器官培養後, Micro CT撮影を⾏い, unload群と load群にて

⼝蓋の体積を⽐較することとした. 本研究の観察組織は軟組織であることから, Micro CT撮

影画像の明瞭化のため, 組織を製造元のプロトコルに従って造影剤にて染⾊し, 撮影を⾏

った. すなわち，15 mLチューブに, 精製⽔にて希釈した 1 % リンタングステン酸溶液 

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) , 7 %エタノールを⼊れ, リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔ 

(PBS, Thermo) で希釈した 4 ％パラホルムアルデヒド溶液 (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) に

て固定した組織を 24 時間常温で染⾊した. 染⾊後は流⽔にて洗浄の後, 7 %エタノール中で

保管し, Micro CT (Skyscan 1174, Brucker, Kontich, Belgium) を⽤いて撮影を⾏った. 撮影は

1pixel=12.9μm, ピーク電圧 50 kV, ピーク電流 800 mA で, 0.5 mm のアルミニウムフィルタ

ーを使⽤し, 撮影した. SkyScanソフトウェア (NRecon, CTAn, Dataviewer, Belgium) を使⽤

し, unload群, load群共に, 0.1 mm2 の⻑⽅形を関⼼領域と設定し, 前頭断にて⼆次⼝蓋が確

認された地点から後⽅に 1.1 mm, 撮影された 88 枚の画像を解析し, 関⼼領域に対するエ

ックス線不透過像を⽰す, ⼝蓋突起部の体積の割合を計測し, ⽐較解析した.  

 



3.免疫組織化学的解析 

⼝蓋組織へのメカニカルストレス負荷が, 細胞増殖および, 古典的Wnt/β-catenin経路

との関与が⽰唆される⾻芽細胞マーカー20)の発現に与える影響を⽐較するため, phospho-

histone H3 及び Osterix に対する免疫組織化学的解析を⾏った. 器官培養後の組織は河本ら

の⽅法 21)に準じて, リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔で希釈した 4 ％パラホルムアルデヒド溶液にて

固定後, スクロース置換し, Tissue-Tek O.C.T compound (Sakura Finetek, Torrance, California, 

USA) を⽤いて凍結包埋した. さらに, クライオスタット(CM3050S, Leica, Tokyo )を⽤いて

フィルム法 22)にて厚さ 6.0 μm の切⽚を作製した. 観察⾯は前頭断⾯とし, 切⻭孔から後

⽅へ 500 μm の領域の連続切⽚を作製した. 作成した切⽚をランダムに選出し (選出枚数

は各図説に記載) , リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔で希釈した 0.3%triton X にて活性後, PBS で希釈

した 4 ％パラホルムアルデヒド溶液にて後固定し, Blocking One histo (Nacalai Tesque) を⽤

いて 10分間ブロッキングした. ⼀次抗体を 4 ℃にて⼀晩反応させ, ⼆次抗体を室温で 1 時

間反応させた. 加えて, 核染⾊のため, Hoechst○R (Thermo Scientific, #33342) を 10分間反応さ

せ, フィルムをスライドガラス (Matsunami, Osaka, Japan) に回収し, Dako Fluorescence 

Mounting Medium (Agilent, LA, USA) にて封⼊し, カバーガラス (Matsunami) にて固定し

た. 撮影は共焦点レーザー顕微鏡 LSM780 (Carl-Zeiss-Promenade, Jena, Germany) にて⾏い, 

蛍光画像は, Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) を使⽤して⽐較範囲の総細胞数を計測した. 

陽性細胞数は著明な染⾊細胞を⽬視にて確認し, 計測した. また, ⽐較範囲は, ⼝蓋突起⿐

腔側の隅⾓及び唇溝堤を結んだ直線から突起末端部までとした (図１C) . 抗体に関しては, 

⼀次抗体として E-cadherin (Invitrogen, Waltham, MA , USA, #14-3249-82) , phospho-histone H3 

(Abcam, Cambridge, U.K. , #ab1791) , Osterix (Abcam, #ab209484) , ⼆次抗体として Alexa 

Fluor○R  488 goat anti-rabbit IgG ( Invitrogen, #A11008) , 594 goat anti-mouse IgG (Invitrogen , 

#A11005) を⽤いた. 

 

4.TUNELアッセイ 

免疫組織化学的解析と同様に作成した同範囲の凍結切⽚をランダムに選出し, PBS で希

釈した 4 ％パラホルムアルデヒド溶液にて室温で 20分間後固定した後, TUNEL In Situ 細

胞死検出キット, フルオレセイン (Roche Applied Bioscience, Basel, Switzerland) を使⽤し, 

製造元の指⽰に従って細胞死を測定した. 核染⾊のために細胞を Hoechst○R にて室温で 10分

間反応させた. 撮影は共焦点レーザー顕微鏡 LSM780 にて⾏い, 免疫組織化学的解析と同



様の範囲を⽐較領域に設定した. 蛍光画像は Image J を使⽤し, ⽐較範囲 (図 C) における

陽性細胞数を計測した.  

 

5.定量 RT-PCR法 

RNeasy Miniキット (Qiagen, Hilden, Germany) を製造元のプロトコルに従って使⽤し, 

Total RNA を抽出した. 逆転写反応は ReverTra Ace○R  qPCR RT Kit (TOYOBO, Osaka, Japan) 

を⽤いて⾏った. 得られた complementary DNA (cDNA) は遺伝⼦特異的プライマーと

SYBR Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO) を使⽤した quantitative real-time 

polymerase chain reaction (qPCR) 分析により解析した. PCR 産物の相対レベルは, 

LightCycler○R System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) を使⽤して評価した. この実験

で使⽤した遺伝⼦特異的プライマーを表 1 に⽰す.  

 

6.Western blot解析 

⼝蓋組織へのメカニカルストレス負荷による YAP の発現及び, ⼝蓋形成への関与が報

告されているβ-catenin 23)の発現への影響を検討することとした. Western blot解析にて

load群, unload群での YAP, β-catenin, phospho-β-catenin 発現を⽐較することとし, サン

プルは両群それぞれ, 細胞質と核に分けて検討を⾏った. 培養後の⼝蓋組織を PBS で洗浄

し, NE-PERTM Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific) を⽤い

てタンパクを回収した. タンパク質量は BCAタンパク質アッセイキット (Thermo Fisher 

Scientific) で定量し, 細胞質を 1.0 μg/μL, 核 0.5 μg/μL となるように調整した. 各サン

プルを SDS-PAGE によって分離し, フッ化ポリビニリデン（PVDF）膜に転写した. 転写

されたメンブレンを TBS-T に溶解した 4 °C の 5 ％スキムミルクで 60 分間ブロッキング

し, ⼀次抗体; β-catenin (Cell Signaling Technology, #D10A8) 及び phospho-β-catenin 

Ser552 (Cell Signaling Technology, #D8E11) , YAP (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA, sc-271134, #B2720 ) と⼀晩反応させた. ローディングコントロールとして, GAPDH 

(Cell Signaling Technology , #2118) 及び Lamin B1 (Santa Cruz Biotechnology, #K1720) を使

⽤した. ⼀晩のインキュベーション後, 膜を⼗分に洗浄し, ⼆次抗体である Anti-rabbit 

IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology, #7074) と常温で 1 時間反応させた. 結

合した抗体を 20X LumiGLO○R化学発光システム (ChemiDoc TM XRS +; Bio-Rad, Berkeley, 

CA, USA, 20×LumiGLO○R  Reagent and 20× Peroxide; Cell Signaling Technology, #7003) によ

って検出した.  



 

7.統計解析 

各実験系におけるデータは平均±標準偏差 (SD) として表した. 2群間の⽐較は Unpaired 

t-test で⾏った. 差は p < 0.05 の場合に有意であるとみなした.  

 

 

結果 

 

メカニカルストレスの負荷と定量 

器官培養時の振盪により培養液⽔⾯に⽣じる, 波の⾼さと 1分あたりの波の回数を測定し

た. その結果, unload群では波の⾼さが 1.0 mm, 波の回数が 150回/分であり, カロリーに換

算したところ, 13.8 kcal のメカニカルストレスが負荷されていた. ⼀⽅, load群では波の⾼

さが 4.0 mm, 波の回数が 67回/分であり, 496.0 kcal のメカニカルストレスが負荷されてい

た (図 2 A,B, 表 2) . また, load群においてこれ以上のメカニカルストレスを負荷した場合, 

全てのサンプルで⼝蓋突起の癒合が妨げられることが確認された.  

 

メカニカルストレス負荷による⼝蓋組織の YAP発現の変化 

24時間の器官培養を⾏った, 13.5 ⽇齢のマウス胎児の⼝蓋において, Western blot法にて

YAPの発現を⽐較した. その結果, 核内における YAPの発現は unload群に対し load群に

て有意に増加していることが⽰された. (図 3A, B) .  

 

メカニカルストレス負荷が⼝蓋組織の成⻑に及ぼす影響 

24時間の器官培養を⾏った, 14.5 ⽇齢のマウス胎児の⼝蓋の, unload群, load群での垂直

的な⼝蓋突起の厚みの⽐較を⾏った . その結果, unload群に対し load群の厚みはいずれの

計測部位でも有意に⼤きいことが確認された (図 4B) .  

また, Micro CT撮影を⽤いた⼝蓋体積の⽐較を⾏った結果, unload群に対し load群での⼝

蓋突起の体積は有意に⼤きいことが確認された (図 4C) .  

 

メカニカルストレス負荷による⼝蓋の細胞増殖, 細胞死への影響 

24 時間の器官培養を⾏った, 13.5 ⽇齢のマウス胎児の⼝蓋を TUNEL 染⾊し, 陽性細胞

の割合を⽐較した. その結果, unload 群と load 群にて細胞死を⽰す細胞の割合に有意差は



認められなかった (図 5A) .  

次に, phospho-histone H3 に対する陽性細胞の割合を⽐較したところ, unload 群に対し, 

load群にて有意な増加を認めた (図 5B) .  

 

メカニカルストレス負荷によるβ-catenin の発現への影響 

器官培養を⾏った, 13.5 ⽇齢のマウス胎児の⼝蓋における, β-catenin の発現をWestern 

blot法にて確認した. その結果, load群にてβ-catenin の核内移⾏を認めた (図 6A) .  

さらに, phospho-β-catenin の発現をWestern blot法にて確認した結果, β-catenin と同

様に, load群において phospho-β-catenin の有意な核内移⾏の増加を認めた (図 6B) .  

 

メカニカルストレス負荷の⾻分化能への影響 

 24時間の器官培養を⾏った, 14.5 ⽇齢のマウス胎児の⼝蓋に対し, Osterixの産⽣を免疫

染⾊にて確認した. その結果, Osterix の産⽣は unload 群に対し load 群にて増加していた 

(図 7A) .  

また, 24時間の器官培養を⾏った, 14.5 ⽇齢のマウス胎児の⼝蓋に対し, 定量 RT-PCR法

を⽤いてOsteocalcin の発現を⽐較した. その結果, unload群に対し load群での有意な発

現増加を認めた (図 7B) .  

 

 

考察 

 

 ⼝蓋は, 左右の⼝蓋突起の垂直的な成⻑, ⾆上での挙上, 正中⽅向への伸展, 正中部で

の癒合, 癒合後の三次元的な成⻑により形成される組織である. これまでに, ⼝蓋の形成に

ついて様々な研究がなされているが, ⼀連の形成の流れの中でも, ⼝蓋突起癒合後の三次

元的な成⻑についての報告は少ない. また, 内因性に⽣じるメカニカルストレスの影響に

ついては報告されているが 16,17), 外因性のメカニカルストレスが⼝蓋突起の形成にどのよ

うな影響を与えるのか, その詳細は明らかになっていない. さらに, 外因性メカニカルスト

レスを⽤いた研究としては伸⻑刺激や圧縮刺激を⽤いたものが多く報告されているが 24, 25), 

器官培養時の振動によるストレス負荷の報告はない. そこで本研究では, 波エネルギーを

利⽤して外因性にメカニカルストレスを負荷し, マウス胎児の⼝蓋を 24時間器官培養した

際の, ⼝蓋の形成について検討を⾏った. また, 本研究では実際の⽣体内で胎児にかかるメ



カニカルストレスを想定し, 浮遊培養の条件下で⼝蓋組織に外因性メカニカルストレスを

与えることに成功した. さらに, 波の⼤きさと単位時間あたりの波の回数から波エネルギ

ーを算出し, unload群にて 13.8 kcal, load群にて 496.0 kcal のメカニカルストレスが負荷さ

れている事が確認できた (図 2) . この⼤きさは, ヒトの運動により消費されるエネルギー

に換算した場合, 24 時間あたり unload群が 4.6分, load群が 2.8 時間のウォーキングにあた

り, 負荷されたメカニカルストレスの⼤きさが過剰ではない事が確認された.  

 

 本研究では, 外因性のメカニカルストレスが⼝蓋突起の成⻑に与える影響を検討するた

め, load 群と unload群にて⼝蓋突起の三箇所の垂直的な厚みと体積を⽐較したところ, 

load群にて⼝蓋突起の厚みはどの部位においても増加を⽰し, その体積も優位に⼤きい事

が確認された (図 4) . この結果から, メカニカルストレスは⼝蓋の部位に関わらず, ⼝蓋

の成⻑を促す可能性が⽰唆され, unload群に対して load群では細胞死の減少, あるいは細

胞増殖の増加が起こっている事が予想された. この仮説を検討するために, 細胞増殖およ

び細胞死を⽰す細胞数を⽐較したところ, load群では有意に細胞増殖が促進されているこ

とが確認され (図 5) , メカニカルストレスは細胞増殖を促進させることにより, ⼝蓋突起

の成⻑を促す可能性が⽰唆された.  

 

 組織内の細胞がメカニカルストレスの影響を受けていることを確認するためYapの発現

を確認したところ, load群にて核内移⾏が確認された (図 3) . このことから, メカニカル

ストレスの影響でHippo経路が活性化され, YAPが核内移⾏していることが⽰唆された. 

しかし, 本研究では細胞質内での YAPの発現量は概ね変化しなかった. Hippo経路が活性

化された場合, 細胞質内の YAPの発現量は核内移⾏により減少を⽰すと考えられるが, メ

カニカルストレスにより細胞全体での YAP の発現が増加したことにより, 細胞質内の

YAP の発現は⼤きく変化しなかった可能性が考えられる.  

 

メカニカルストレスによる細胞増殖の機序を解明するため, β-catenin の発現とメカニカ

ルストレスの関与についても検討した. その結果, load群にてβ-catenin の核内移⾏が確認

された. β-catenin は古典的Wnt/β-catenin経路における主要なメディエーターであり, 

その核内移⾏は本シグナル伝達系の活性化を⽰す主要な特徴の 1つである. よって, メカ

ニカルストレスによってWnt/β-catenin経路が活性化される可能性が⽰唆される. これま

でに, ヒト⼈⼯多能性幹細胞 (hiPSC) へのメカニカルストレス負荷により, β-catenin の



発現が増加することや 26), 核内移⾏した YAPが核内におけるβ-catenin の安定化に関与し

ており, β-catenin による標的遺伝⼦の転写を活性化させることが報告されている 27). こ

れらのことから, 本研究において, メカニカルストレスの影響で核内移⾏した YAPが, β-

catenin による転写を活性化させることにより, 細胞増殖が活性化された可能性が⽰唆され

た.  

 

また, 別の報告ではβ-catenin が⼝蓋突起の被覆上⽪にも発現しており, これが抑制され

た場合, 左右の突起同⼠が癒合出来ず, ⼝蓋裂を発症することが報告されている 6). このこ

とから, 被覆上⽪におけるβ-catenin の発現低下を原因とする⼝蓋裂症例においては, メカ

ニカルストレスによりβ-catenin の発現を促進させることで, ⼝蓋の癒合不全を改善でき

る可能性が推察される. 本研究では上⽪特異的なβ-catenin の発現には注⽬していないが, 

外因性メカニカルストレスはβ-catenin の発現を調節する可能性が⽰唆されたため, 今後

は上⽪におけるβ-catenin の発現に着⽬し, メカニカルストレスと⼝蓋突起の癒合への関

連についてもさらに検討することで, ⼝蓋の形成や⼝蓋裂の発現への理解を深めることが

できると考えられる.  

 

β-catenin は細胞増殖以外に, ⾻分化にも関与している可能性が報告されている 28). そこ

で, メカニカルストレスによる⾻芽細胞分化への影響についても検討したところ, unload

群に対して load群でのOsterixの発現は有意に増加しており, メカニカルストレスは⾻芽

細胞の分化にも影響を与える可能性が⽰された. これまでに, Wnt7b が inidian hedgehog  

(Ihh) の下流にて⾻芽細胞の分化に関与していること 29)や, 古典的Wnt/β-catenin経路に

おけるWntリガンドは, ⾻芽細胞の分化に必須とされる Runt-related transcription factor2 

(Runx2) の発現を誘導すること 30)が報告されている. β-catenin はHippo経路と古典的

Wnt/β-catenin経路の共通するエフェクターであり, これら経路の関わりが⼝蓋形成にも

重要な役割を持つ可能性も考えられ, 今後検討を要する.  

 

 

結論 

 

外因性のメカニカルストレスは Hippo 経路の活性化及びβ-catenin の核内移⾏促進によ

り細胞増殖を促し, ⼝蓋の形成を促進させる可能性が⽰唆された. また, ⼝蓋においてメカ



ニカルストレスは, ⾻分化能にも影響を与える可能性が⽰された.  
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図表の説明 

 

 

図 1. 器官培養及び計測⽅法 

A: 器官培養装置. メカニカルストレスを負荷しない unload群 (回転培養器, 左図) と振動

によりメカニカルストレスを負荷する load群 (振盪器, 右図) にてそれぞれ 24時間器官

培養を⾏った.  

B: 負荷したメカニカルストレスの評価⽅法. 培養液に現れる波の⾼さと単位時間あたりの

波の回数から, 計測を⾏った.  

C: 13.5 ⽇齢, マウス胎児の⼝蓋の前頭断 (H-E染⾊) . 図の点線で⽰す範囲を⽐較領域と

し, 反応を⽰した細胞数の⽐較を⾏った.  (NS: ⿐中隔, PS: ⼝蓋突起) 

 

図 2.  メカニカルストレスの計測 

波エネルギー (P) は P =pg2H2T/32πにて算出できる(p=⽐重, g=重⼒加速度[m/s2], H=波の

⾼さ[m], T＝周期[秒]) . メディウムの⽐重 (p) を 1.0, 重⼒加速度(g)を 9.8 m/s2 とした時, 

それぞれの波エネルギーは unload群で, load群でと算出できる. W=1/4.184s (cal) 

A: 振盪により unload群にて計測された波の⼤きさ.  

B: 振盪により load群にて計測された波の⼤きさ.  



 

図 3.  メカニカルストレス負荷によるマウス胎児⼝蓋の YAP発現の⽐較 

24時間器官培養後の 13.5 ⽇齢マウス胎児の⼝蓋において, Western blot法を⽤いて YAP

の発現を⽐較した. (*p<0.05, エラーバーは SD, 各 n=5) 

 

図 4.  メカニカルストレス負荷によるマウス胎児⼝蓋の厚み及び体積の⽐較 

A: 24時間器官培養後の 14.5 ⽇齢マウス胎児の前頭断. 左図に unload群, 右図に load群

を⽰す. それぞれ⽩⽮印で⽰す, 左側最狭窄部 (L) , 癒合部 (C) , 右側最狭窄部 (R) の三

箇所の垂直的な⼝蓋突起の厚みを計測した.  

B: 各計測部位での⼝蓋突起の垂直的な厚みの計測結果. ( *p<0.05, エラーバーは標準偏

差, 各 n=4) 

C: Micro CT画像における, 24時間器官培養後の胎⽣ 14.5 ⽇マウス胎児の前頭断. ⽩線の

範囲を⽐較領域とし,領域の中でエックス線不透過像性を⽰した, ⼝蓋突起体積の⽐率 (%) 

を計測し, ⽐較した. (NS: ⿐中隔, PS: ⼝蓋突起, *p<0.05, エラーバーは SD, 各 n=3) 

 

図 5.  メカニカルストレス負荷によるマウス胎児⼝蓋組織の蛍光免疫染⾊結果の⽐較 

A: 24時間器官培養後の 13.5 ⽇齢マウス胎児の⼝蓋組織前頭断における, TUNEL染⾊の蛍

光免疫染⾊画像. 左図に unload群, 右図に load群を⽰す. ( *p<0.05, エラーバーは標準偏

差, 各 n=4) 

B:  24時間器官培養後の 13.5 ⽇齢マウス胎児の⼝蓋組織前頭断における, phospho-

histone H3 の蛍光免疫染⾊画像. 左図に unload群, 右図に load群を⽰す. ( *p<0.05, エラ

ーバーは SD, 各 n=5) 

 

図 6. メカニカルストレス負荷によるマウス胎児⼝蓋組織のβ-catenin の発現の変化 

A: 24時間器官培養後の 13.5 ⽇齢マウス胎児の⼝蓋における, β-catenin の発現の⽐較.  

(*p<0.05, エラーバーは標準偏差, 各 n=5) 

B: 24時間器官培養後の 13.5 ⽇齢マウス胎児の⼝蓋における, phospho-β-catenin の発現

の⽐較. (*p<0.05,エラーバーは SD, n=7) 

 

図 7. メカニカルストレス負荷によるマウス胎児⼝蓋組織の⾻分化能の⽐較.  

A: 24時間器官培養後の 14.5 ⽇齢マウス胎児の前頭断における, Osterixの蛍光免疫染⾊画



像. 左図に unload群, 右図に load群を⽰す.  

B: 24時間器官培養後の 14.5⽇齢マウス胎児の⼝蓋における, Osteocalcinの定量 RT-PCR法

による結果. (*p<0.05,エラーバーは SD, 各 n=6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



表 1. 本研究で⽤いたプライマーの塩基配列 

Primer Direction Sequence 

Gapdh 
forward 5’-CATCACTGCCACCCAGAAGACT -3’ 

reverse 5’-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCA-3’ 

Osteocalcin  
forward 5’-GCAATAAGGTAGTGAACAGACT-3’ 

reverse 5’-CCATAGATGCGTTTGTAGGCGG-3’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

表 2. メカニカルストレスの計測結果 

 

 

Unload Load

wave hight 0.01 0.04
(m)

wave frequency
150 67

(/min)

wave cycle
0.4 0.9

(sec)

wave energy
0.03823 1.372

(W/min)

wave energy
13.8 496

(kcal)
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