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研究成果の概要（和文）： 
永久歯先天欠如は、顎顔面領域に見られる最も頻度の高い疾患の一つである。その原因に
複数の転写因子の変異によって優性遺伝形式を呈する家族性に引き起こされることが知ら
れている。一方、近年“Exome sequencing（全エクソンシーケンス）”により、家族性稀
少疾患の原因遺伝子同定の成功例が報告されている。“Exome”とはヒトゲノムにおける
すべてのエクソン領域を示し、その配列に含まれる変異が疾患原因の約 85％を説明すると
推定されている。本申請課題において、次世代シーケンサーによる全エクソンシーケンス
により下顎前歯先天性欠如の原因と考えられる興味深い候補 3 遺伝子変異を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：  
Permanent tooth agenesis is among the most common developmental anomalies. 
Molecular studies have shown that many genes are involved in tooth morphogenesis, 
and many transcription factors and signaling molecules are regulating gene expression. 
Dominant loss-of-function mutations in MSX1, PAX9, and AXIN2 have been implicated 
in familial forms of non-syndromic tooth agenesis. On the other hand, Exome 
sequencing has proven to be an elegant genetic tool for dissecting the molecular basis 
of diseases and traits. Using whole-exome sequencing, we identified novel mutations in 
patients with tooth agenesis of lower incisors. 
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１．研究開始当初の背景 
永久歯先天欠如は、顎顔面領域に見られる最
も頻度の高い疾患の一つである。今年の日本
小児歯科学会の全国調査によれば約 10%の児
童に認められるとされる。すべての原因が明
らかになっているわけではないが、優性遺伝
形式を呈する家系では転写因子である msh 
homeobox 1 gene（MSX1）や paired box gene 
9（PAX9）の変異によるものが存在すること
が知られている（Nature Genet, 2000: Nature 

Genet, 2000）。また、TGFβ binding protein 
3をコードする遺伝子 LTBP3の 突然変異が原
因とする家系が報告されている（Am J Hum 
Genet, 2009 ）。 一 方 、 近 年  “ Exome 
sequencing（全エクソンシーケンス）”によ
り、家族性稀少疾患の原因遺伝子の同定にお
よ ぶ 成 功 例 が 報 告 さ れ て い る 。
Freeman-Sheldon 症候群を対象として手法の
有効性が始めて実証された（Nature, 2009）。
さらに、Miller症候群の罹患者 4名について
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全エクソンシーケンスとフィルタリング法
を用い、エクソンにおける非同義置換、スプ
ライス部位および挿入欠失をリスト化し、健
常人 8 名との比較、dbSNP 情報に基づく
commonな変異の除去、といったフィルターを
かけることで候補遺伝子を絞り込みに成功
している（Nature Genet, 2010）。申請者ら
は永久歯萌出不全を優性遺伝形式に有する
わずか 2 家系から、その原因因子が
parathyroid hormone 1 receptor gene であ
ることを明らかにした（J Bone Miner Res, 
26:1655-61, 2011）。エクソンのみをシーケ
ンスすることは形質に関与する多様性（多
型）を網羅的に解析する手法のなかでは安価
であり、情報解析の負荷も小さい。 
 
２．研究の目的 
永久歯先天欠如は、顎顔面領域に見られる最
も頻度の高い疾患の一つである。その原因に
複数の転写因子の変異によって優性遺伝形
式を呈する家族性に引き起こされることが
知られている。一方、近年“Exome sequencing
（全エクソンシーケンス）”により、家族性
稀少疾患の原因遺伝子同定の成功例が報告
されている。“Exome”とはヒトゲノムにおけ
るすべてのエクソン領域を示し、その配列に
含まれる変異が疾患原因の約 85％を説明す
ると推定されている。本申請課題の目的は次
世代シーケンサーによる全エクソンシーケ
ンスにより永久歯先天性欠如、特に日本人に
多い下顎前歯先天性欠如家族性症例におい
てその原因遺伝子を同定するとともに臨床
的多様性について考察を加えることにある。 
 
３．研究の方法 
本申請課題は既に関連倫理委員会の承認を
得ている。対象者は日本人成人から収集する。
平成 24年 3 月末までに本申請課題が実施し
うる検体収集が完了する。平成 24年度にお
いて対象者の臨床情報の収集、解析と並行し
てゲノム解析を行う。ゲノム解析は検体から
の DNA抽出 → エクソンキャプチャー（Sure 
Select Huamn All Exon Kit）→ シーケンス
（Genome Analyzer IIx）→ シーケンスデー
タ解析（bwa および samtools）→ 変異リス
トの抽出 → 変異リストのフィルタリング
（条件 ①高 LOD領域 ②変異アリルの出現
頻度（0.4～0.6）③新規かつアミノ酸置換）
→ 変異同定。変異同定を経た後、弧発例に
ついても疾患遺伝子のリシーケンスを実施
した。 
 
家族性疾患や表現型を規定する遺伝子を同
定する手法（ポジショナルクローニング）は
これまでゲノムを網羅する多型マーカー（以
前はマイクロサテライト、近年では Single 
nucleotide polymorphism; SNPが用いられ

る）を用い多型タイピング情報から、Mendel
疾患遺伝子同定の方法であるパラメトリッ
ク連鎖解析、非メンデル疾患に対応するノン
パラメトリック連鎖解析により試みられて
きた。ポジショナルクローニングにおける候
補領域の絞込みにおいては候補領域が複数
かつ広いことや、検出力が弱いこと、家系収
集が困難であることなどによって原因変異
の同定にまで至らないこともしばしばであ
った。全エクソンシーケンスは、これらの問
題点を解決する SNPアレイでは検出できなか
ったまれな原因となる変異を検出すること
が可能な最も有効な方法である。 
 
①DNA の調整：先天性欠如罹患者を含む家系
のうち罹患者および非罹患者の DNAを厳密に
測定した。 
②エクソンキャプチャー：DNAから DNA ライ
ブラリーを作成し、エクソン配列の DNA断片
のみを濃縮する。エクソンキャプチャーには
Sure Select Huamn All Exon Kit（Agilent）
を用いた。エクソンキャプチャー法はヒトゲ
ノムの全エクソン領域を選択的に濃縮する
技術であり、本申請課題で使用する
SureSelect Human All Exon Kit（Agilent）
の場合、ベイトとよばれる 120bp のビオチン
化 RNAオリゴを DNAライブラリーとハイブリ
ダイズし、結合した RNA-DNA をストレプトア
ビジン結合マグネットビーズで回収、RNAベ
イトを消化することで、シーケンスするため
のターゲット DNAを濃縮した。 
③シーケンス：Genome Analyzer IIx
（Illumina）にて 100bpのペアエンドにて行
った。 
④シーケンスデータの解析：得られたシーケ
ンスデータ（read）は UCSC hg19 を標準ゲノ
ム配列として、bwaおよび samtoolsによって
マッピングおよび変異リスト化した。Readの
信頼性となる coverage depth、変異のコール
は samtoolsによる pileupファイルを独自に
研究協力者らが開発したプログラムにより
解析し、信頼性も評価した変異リストを DNA
プールのアリル頻度ともに出力し、この変異
リストをフィルタリングすることで、候補と
なる変異を絞り込んだ。 
⑤フィルタリング： １）連鎖解析の高 LOD
領域に存在する ２）変異アリルの出現頻度
（0.4～0.6） ３）新規かつアミノ酸置換を
伴う ことにより行った。申請者の有する候
補家系は優性遺伝が想定されることから、プ
ールした検体すべてがヘテロ接合となるこ
とが予測されることから、頻度が 0.4～0.6
となるものを選択した。 
⑥原因変異の同定から、他の罹患家系、弧発
例について疾患遺伝子のリシーケンスを行
う。候補遺伝子についてすべてのエクソンと
プロモーター領域（1kb）を PCR増幅し、次



 

 

世代シーケンサー(GA II)でリシーケンシン
グを行った。 
 
４．研究成果 
永久歯先天欠如は、顎顔面領域に見られる最
も頻度の高い疾患の一つである。昨年の日本
小児歯科学会の全国調査によれば約 10%の児
童に認められるとされる。その内、下顎前歯
先天性欠如は 1～2％で、日本人に多く認めら
れる（Orthodontic Waves-Japanese Edition, 
2011)。その原因の一部に遺伝的関与が知ら
れている。これまでに MSX1（Nat Genet, 1996）、
PAX9（Nat Genet, 2000）および LTBP3（Am J 
Hum Genet, 2009）の変異が罹患家系内で同
定されている。注目すべきはこれまで報告さ
れている原因変異は臼歯、特に第二小臼歯に
欠損をもたらすものであることである。一方、
近年、“Exome sequencing（全エクソンシー
ケンス）”により、家族性稀少疾患の原因遺
伝子の同定におよぶ成功例が報告されてい
る（Nature, 2009）。申請者らは全エクソン
シーケンスにより永久歯萌出不全のわずか 2
家系から、その原因因子が parathyroid 
hormone 1 receptor gene（PTH1R）であるこ
とを発見した（研究業績：J Bone Miner Res, 
2011）（研究業績：2010 年日本矯正歯科学会
大会優秀発表賞）。また、申請者らは歯科矯
正治療を受診する外来患者 3683 名について
永久歯先天性欠如と家族性について検討し
た。永久歯先天性欠如を有する数家系を見出
すとともに、下顎前歯のみに限局した先天欠
如を有する家系の存在を確認（研究業績：Eur 
J Orthodont, 2008）（研究業績：2008年日本
矯正歯科学会大会優秀発表賞）、リストアッ
プした。そして、下顎前歯に限局する先天性
欠如 2家系について全エクソンシーケンスに
より原因遺伝子を探索した結果、候補 3 遺伝
子変異を同定した。興味深いことにその内の
ひとつはエナメル質形成不全を伴う先天異
常の原因遺伝子の一つであった。 
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