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研究成果の概要（和文）：　口唇口蓋裂(CLP)の発症機序を解明すべく、患者家族から協力を得て、複数のCLP家
系からゲノムDNAのエクソーム解析を行った。異なる家族間で共通した変異を認めたDLC1遺伝子に着目した。
　上述の家族性CLPと同様の塩基配列を有するコンディショナルノックアウトマウスを作成した。同マウスの一
部に口蓋裂がみられ、口蓋骨の一部は欠如していた。DLC1は胎生11.5日齢の前頭鼻突起および神経管上皮に発現
しており、さらに顎顔面発生に必須の転写因子TFAP2Aが、神経管および上顎突起の神経堤由来細胞において共発
現していた。我々は顔面裂発症に関わる胚形成異常を引き起こす新たなDLC1の点突然変異を見出した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathogenic mechanism of cleft lip and palate (CLP), we 
carried out exome sequencing of genomic DNA from multiple CLP families with the cooperation of 
patient families. We focused on the DLC1 gene, which has a common mutation among different families.
We created a conditional knockout mouse with the same nucleotide sequence as the above-mentioned 
familial CLP. A cleft palate was observed in some of these mutant mice, and a part of the palatal 
bone was defected. DLC1 was expressed in the frontal nasal process and neural tube epithelium at 
embryonic day 11.5, and the transcriptional factor TFAP2A which is essential for maxillofacial 
development was co-expressed in neural crest-derived cells of the neural tube and maxillary process.
 We found a new DLC1 point mutation that causes embryogenesis abnormalities associated with facial 
cleft development.

研究分野：矯正・小児系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口唇口蓋裂は種々の遺伝子異常が関与する発生頻度の高い先天異常である。哺乳障害、鼻咽腔閉鎖不全、歯牙の
欠如をきたし、発音障害、顎顔面発育異常をまねく。口蓋裂の原因は多岐に及ぶが、近年遺伝子改変動物を利用
した研究の発展から、飛躍的に口蓋裂発症に関わる遺伝子が報告されている。今回、複数の家族性口蓋裂から新
規のDLC1遺伝子の変異を同定した。その変異を再現したコンディショナルノックアウトマウスを作成したとこ
ろ、一部のマウスに口蓋裂がみられた。顎顔面形成におけるDLC1の関与が示唆され、口蓋裂発症機序の解明に寄
与した。今後さらに解析を進めることで、口蓋裂の分子診断および分子治療開発の緒としたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
口唇口蓋裂は種々の遺伝子異常が関与する最も頻度の高い先天異常の一つである。本疾患は

哺乳障害、鼻咽腔閉鎖不全、歯牙の欠如を来たし、発音障害、顎顔面発育異常をまねく。歯科領
域との関わりが深い疾患であるが、歯科矯正学はその中心的役割を担う分野である。口蓋裂の原
因は多岐に及ぶが、近年遺伝子改変動物を利用した研究の発展から、飛躍的に口蓋裂発症に関わ
る遺伝子が報告されており、徐々に細かい分子病態の解明に迫りつつある。しかし、それぞれの
因子を繋ぐ分子機構は依然として未解明の部分も多い。 
 近年、次世代ゲノムシークエンス技術の普及に伴い、ヒトのゲノム単位での遺伝子解析が容易
となり、単一遺伝子疾患だけでなく多因子疾患へのアプローチが可能となった。これまで遺伝子
変異を同定するには非血族者により構成される多数のサンプルを用いた解析が主流であり、膨
大な予算と煩雑な解析が必要であった。2010 年には、エクソーム解析と呼ばれる新規アプロー
チが確立され、遺伝子疾患原因遺伝子の解明が進んでいる。エクソーム解析は全ゲノムの約 1.2%
を占めるエクソン領域と呼ばれるタンパク質をコードする領域全体を網羅的に解析する手法で
あり、比較的低コストでの解析が実現している。 
 
２．研究の目的 
申請者の属する機関は、口唇口蓋裂を含む顎口腔顔面部に形態異常をきたす先天性疾患を有

する患者の世界的な拠点病院である。本研究ではその強みを活かし、患者とその家族の協力を得
て遺伝子解析を行う。家族内に健常者がいる場合には、解析結果を照合することで、より効率的
に遺伝子変異や未知の SNPs を絞り込み、同定することが可能となる。顎口腔顔面領域の発生、
発育に関わる新たな遺伝子・遺伝子間のシグナルを探索し、データベースの構築と新たな分子診
断法の確立を図る。そして将来、臨床においては遺伝子発現に基づく、根本的でより有効な治療
法へと繋がる緒となることが期待される。 
 
３．研究の方法 
1）研究協力に同意が得られた被験者およびその家族からサンプルを採取する。DNA を抽出し、

シークエンス解析、次世代シークエンサーを用いたエクソーム解析を行うことで既知や未知
の遺伝子変異の同定を行う。 

 
2）同定された遺伝子変異についてゲノム編集を用いて細胞モデルによりスクリーニングを行い、
表現型が変化したものについては遺伝子改変マウスを作製する。 

 
3)遺伝子改変マウス用いて形態学的解析、分子生物学的解析を行い新たなシグナルカスケード

の詳細を明らかにする。 
 
４．研究成果 
1) 複数の口唇口蓋裂家系のエクソーム解析 
 我々の属する大阪大学歯学部附属病院を受診し
ている患者のうち、多数歯先天欠如を伴う口蓋裂
を有し、なおかつ家族性に症状がみられる症例を
抽出した。そのうち 2 つの家系に協力を得て、エ
クソーム解析を行った。 
 その結果、2 つの家系に共通してみられた DLC1 
(Deleted in Liver Cancer 1)の新規遺伝子変異を
見出した＜右図上＞。 
 
 
 更に今回患者に見つかった遺伝子変異は DLC1
の Isoform 5に特異的な exon 1に存在し、同塩
基変異は進化的にも高い保存性を示す場所におい
て、アミノ酸置換を起こすことを見出した。また、
近傍領域にはアクティブなエンハンサー領域のマ
ーカーである H3K27Acの免疫沈降で高いシグナル
を示していた＜右図下＞。 
 
 また CHIPシークエンスの結果、この変異部位は

多くの転写因子が結合する部位であるが、その中

でも神経堤由来細胞に高発現し、それらの分化成

長に大きく関与し、すなわち頭頚部形成に重要な

役 割 を も つ 転 写 因 子 で あ る TFAP2A 



(Transcription factor AP-2 alpha)のエンハン

サー領域としても働いている部位であることが

分かった＜右図上＞。 

 

 

2) 野生型マウス胚における DLC1の発現動態 

 胎生 13.5 日齢のマウス胚における DLC1 

isoform 5 の発現を解析するために in situ 

hybridizationを行った。 

 その結果、上図に示すとおり形成途中の口蓋突

起に強い発現がみられた。 

 また、胎生 11.5 日齢および 13.5 日齢のマウ

ス胚を用いて蛍光免疫染色による組織学的解析

を行った。その結果、胎生 11.5 日齢において、

前頭鼻突起および神経管の上皮に DLC1 が発現

していた。また胎生 13.5 日齢においては、上皮

の基底膜に沿った DLC 1の発現がみられた＜右

図下＞。 

 

3) DLC1と TFAP2Aの発現動態 

 先に述べたとおり、今回我々が見出した DLC1

の変異部位は、転写因子 TFAP2Aとの関連が深い

ことから、神経堤細胞におけるそれぞれの発現

動態を解析するため、胎生 9.5 日齢のマウス胚

を用いて組織学的解析を行った。 

その結果、DLC1と TFAP2Aは神経管ならびに上顎突起の周囲の神経堤細胞において共発現してい

ることが分かった＜下図＞。 

 

 

 

4) DLC1変異マウスにみられた頭頚部奇形 

 今回我々が見出した DLC1遺伝子の変異と同様の変異をもつコンディショナルノックアウトマ

ウスを CRISPR/Cas9のゲノム編集技術を用いて作成した。 



 その結果、一定の割合で口蓋裂を伴う頭頚部奇形を有するマウスが得られた。 

 マイクロ CT撮影により、口蓋裂がみられた変異マウスの口蓋骨は一部が欠如していた。 

 

 以上をまとめると、今回家族性の口蓋裂を有

する２つの家系から協力を得てエクソーム解

析を行い、DLC1 遺伝子の新規変異を同定した。

これと同様の変異を有する遺伝子改変マウス

を作成したところ、一定の割合で口蓋裂を有し

ていた。DLC1遺伝子の変異部位は、頭頚部発生

に重要である転写因子 TFAP2Aの Binding site

であったことから、その下流シグナルに影響を

及ぼすことで、頭蓋顔面形成異常が生じている

可能性が示唆された。 
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