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緒緒  言言  

 
グリコサミノグリカン糖鎖（以下、GAG 糖鎖）であるヒアルロン酸は機能性糖鎖と呼ばれ、特に胚発生時において
羊水や胎児組織で豊富に存在しているため、ヒアルロン酸を介した細胞機能、特に細胞移動（遊走）の制御が器官形成

には極めて重要であると考えられているが、その詳細については明らかになっていない。近年、ヒアルロン酸の合成・

分解異常により口蓋裂や小顎症といった頭蓋顎顔面の先天異常が引き起こされることが明らかになってきており［1］、 
ヒアルロン酸が頭蓋顎顔面の形態形成に深く関わっていることは疑いがないが、その分子機構については国内外におい

て未だ明らかにされていない。本研究では、ヒアルロン酸合成酵素 2（HAS2）の頭蓋顎顔面特異的 （Wnt1-Cre）       
コンディショナルノックアウトマウス（以下、ホモ変異体; Has2f/f:Wnt1-Cre、ヘテロ変異体; Has2f/w:Wnt1-Cre）の    
胎児を作製し用いた。対照群には同腹兄弟（Has2f/f、Has2f/w）を用いた。摘出した胎児は実体顕微鏡下での観察に加え、

造影剤を用いたマイクロCT撮影により形態学的解析を行った。 
 

方方  法法  

 
11．．ココンンデディィシショョナナルルノノッッククアアウウトトママウウスス作作製製とと形形態態学学的的解解析析    
これまでに Matsumoto らは、ヒアルロン酸合成酵素2（以下、Has2） の四肢特異的コンディショナルノックアウ
トマウスを作製し、関節軟骨の形成異常による四肢の著しい短小化が認められることを報告している［2］。そこで、本
実験では、HAS2（Sanford Burnham Prebys Medical Discovery Institute、山口祐先生より供与）の頭蓋顎顔面特異
的（Wnt1-Cre、東京医科歯科大学, 井関先生から供与）コンディショナルノックアウトマウス（以下、ホモ変異体; 
Has2f/f:Wnt1-Cre、ヘテロ変異体; Has2f/w:Wnt1-Cre）の胎児を作製し用いた。対照群には同腹兄弟（Has2f/f、Has2f/w）

を用いた。摘出した胎児は実体顕微鏡下での観察に加え、造影剤を用いたマイクロCT撮影により形態学的解析を行っ
た。 

 
結結  果果  

 
11．．HHaass22  遺遺伝伝子子はは胎胎生生  99..55、、1100..55  日日齢齢ににおおいいてて顔顔面面領領域域にに発発現現すするる  
胎生 9.5日（E9.5）、10.5日（E10.5）齢の野生型マウス胎児におけるHas2遺伝子の発現を In situ hybridyzation
法にて解析した結果、E9.5では顔面突起（FP）、第一鰓弓（PA1）、第二鰓弓（PA2）、後根神経節（DRG）において発
現が見られた。 E10.5ではE9.5に比べて発現は強くなっており、顔面突起（FP）、第一鰓弓（PA1）、第二鰓弓（PA2）
などで強発現が認められた（図1）。  
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図1．Has2 遺伝子は胎生9.5、10.5日齢において顔面領域に発現する 

In situ hybridyzation法によるHas2 mRNA発現パターン。上段は側面観、
下段は正面観。 

 
22．．顎顎顔顔面面特特異異的的（（WWnntt11--CCrree））HHaass22  CCKKOO  ママウウススはは小小顎顎症症をを含含むむ種種々々のの顔顔面面奇奇形形をを呈呈すするる 
面特異的 Has2 CKOマウス（CKO）は、出生後すぐに死亡することが分かった。E18.5においては、上下顎の著し
い劣成長が認められた（図2A）。その他、眼の異常、外脳症などといった種々の顔面奇形を認めた。E16.5においても
CKOでは、既に著明な上下顎骨の低形成（矢頭）を認めた（図 2B）。一部では目の形成不全（矢印）や外脳症（デー
タ示さず）を認めた。図2CにはE18.5にて取り出した遺伝子型（Genotype）の 一覧を示した。ホモノックアウトマ
ウス（Homozygote）はメンデルの法則での予測値より低い出生率を示し、一部は胎生初期において致死であると考え
られた。  

  
図2．顎顔面特異的（Wnt1-Cre）Has2 CKOマウスは小顎症を含む種々の顔面奇形を呈する 

A） E18.5の野生型（WT）ならびに顎顔面特異的 Has2 コンディショナルノックアウトマウス
（CKO）の正面観ならびに側面観。 

B） E16.5の野生型（WT）ならびに顎顔面特異的 Has2 コンディショナルノックアウトマウス
（CKO）の正面観ならびに側面観。 

C） 遺伝子形と出生個体数の表。 
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33．．顎顎顔顔面面特特異異的的  HHaass22  CCKKOO  ママウウススはは完完全全口口蓋蓋裂裂をを発発症症すするる 
E15.0においてもCKOにおいて上下顎の劣成長が認められた（図3A）。 野生型マウス（WT）ではE14.5からE15.0
にかけて 2次口蓋の癒合が起こるが、CKOでは癒合が起こらず、全例において完全口蓋裂を発症することが明らかと
なった（図3B）。下段にはDAPI染色を行ったE15.0の上顎を示している。 

 

図3．顎顔面特異的 Has2 CKO マウスは完全口蓋裂を発症する 
A） E15.0 の野生型（WT）ならびに顎顔面特異的 Has2 コンディショナルノックアウト
マウス（CKO）の側面観。上下顎の劣成長を認める（矢印）。  

B） E15.0 の野生型（WT）ならびに顎顔面特異的 Has2 コンディショナルノックアウト
マウス（CKO）の上顎の咬合面観。上段は実態顕微鏡像。下段はDAPI染色像。CKO
は完全口蓋裂を示す。 

 

44..  顎顎顔顔面面特特異異的的  HHaass22  CCKKOOママウウススはは歯歯のの形形成成異異常常をを伴伴うう  
出生直後におけるWTと CKOマウスをマイクロ CTにて撮影し、全身の表現形をスクリーニングした（図 4A）。 

その結果、腸管に液体の貯留を認めた（矢印）。矢状断面から、上下顎臼歯や上下顎切歯の形成について解析した      
（図4B）。その結果、上下顎臼歯や上下顎切歯はいずれもCKOにおいて小さく、上下顎臼歯の咬頭の形態異常を認め
た。前頭断面から、CKOでは口蓋裂（Asterisk）、舌の形態異常ならびに上下顎臼歯の形態異常が確認できた（図4C）。 

図4．顎顔面特異的 Has2 CKOマウスは歯の形成異常を伴う 
マイクロCTによる全身スクリーニングの結果。 
A） E18.5 の野生型（WT）ならびに顎顔面特異的 Has2 コンディショナルノックアウトマウス

（CKO）の側面観。腸管に液体の貯留を認めた。 
B、C）E18.5 の野生型（WT）ならびに顎顔面特異的 Has2 コンディショナルノックアウトマウス

（CKO）の側面観（B）ならびに正面観（C）。CKOは完全口蓋裂を示す。 
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考考  察察  

 
本研究では、顎顔面形成を担う神経堤細胞において Cre を発現する Wnt1-Cre マウスを用いて、Has2 をノック   

アウトした。結果として、胎生致死、上下顎の形成異常、眼の形成不全、外脳症、腸管神経系の異常を疑う所見や口蓋

裂を認めた。これらの異常は神経堤細胞の遊走能の異常を示唆するものであり、さらに、ヒアルロン酸は胎生初期に  

細胞外基質として胎児組織に大量に存在していることから、ヒアルロン酸が胚発生において神経堤細胞の遊走や増殖に

重要な働きをしていることを示している。 
口蓋裂や小顎症といった頭蓋顎顔面形成異常は多因子性の疾患であり、ヒアルロン酸の合成・分解の異常は口蓋裂や

小顎症といった頭蓋顎顔面形成異常の原因の一つとなっている可能性がある。今後、さらなる詳細な解析により   

ヒアルロン酸の合成・分解異常を標的にした新規治療法の開発が期待される。 
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