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研究成果の概要（和文）： T-box型転写因子をコードするTBX1は、新生児4000人に1人に認められる22q11.2欠失症候群
 (DiGeorge/Velo-cardio-facial症候群) の疾患遺伝子である。同症候群では、胸腺形成不全、心血管奇形の他、顎顔
面部において、両眼隔離、小顎症、低耳介、耳介変形、口蓋裂を認める。申請者らは、Tbx1遺伝子欠損マウスに口蓋裂
を認め、口蓋粘膜上皮と下顎との病的癒着がおきること、上皮細胞の増殖や分化に異常があることを報告している。加
えて、歯の数や表現型にも異常を認めた。また、顎顔面部の骨の表現型解析から、Tbx1が骨軟骨細胞の増殖や分化の調
節に必須であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：T-box transcription factor, Tbx1, is the major candidate gene for 22q11.2 
deletion syndrome (DiGeorge syndrome/Velo-cardio-facial syndrome) characterized by facial defects, thymus 
hypoplasia, cardiovascular anomalies, and cleft palates. Genetic disruption of Tbx1 leads to abnormal 
epithelial adhesion between the palate and mandible in mouse. Tbx1 is also essential for development of 
tooth and craniofacial bones. Our current studies reveal that Tbx1 is required for mesoderm- and neural 
crest-derived osteoblast differentiation and normal craniofacial development.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景	 

(1)	 T-box型転写因子をコードする TBX1は、

新生児4000人に1人に認められる22q11.2

欠 失 症 候 群 	 (DiGeorge 症 候 群 、

velo-cardio-facial 症候群)	 の疾患遺伝

子である。同症候群では、胸腺形成不全に

よる細胞性免疫異常、心血管奇形、両眼隔

離、小顎症、低耳介、耳介変形を認める。

また、口腔内所見として認められる歯のエ

ナメル質欠損や口蓋裂と一致して、口腔内

での Tbx1 の発現は、歯胚上皮、口蓋粘膜

に認められる。申請者らは、Tbx1 遺伝子欠

損マウスには、口蓋粘膜上皮と下顎粘膜上

皮との病的癒着、上皮細胞の増殖分化異常

が認められ、口蓋裂の病因となっているこ

とを報告した。	 

	 

(2)	 	 マウス切歯形成端部の上皮細胞塊で

は上皮幹細胞が維持されており、エナメル

質形成に関与するエナメル芽細胞を供給

する。切歯形成端部には、上皮幹細胞を含

む上皮細胞塊の他に、上皮に接する間葉組

織があり、歯の器官形成は上皮間葉相互作

用によって維持される。Tbx1 が切歯形成端

部上皮に発現していることから、Tbx1 が上

皮幹細胞の維持にも関わっていると推察

される。しかし、Tbx1 ノックアウトマウス

は出生時致死であり、上皮において Tbx1

を欠損させたコンディショナルノックア

ウトマウス	 (Tbx1loxP/-;	 KRT14-Cre)	 は口

蓋裂のため生存不可能であった。そのため、

現在のところ Tbx1 がどのように出生後の

歯や口腔粘膜の機能維持に関わるかは不

明であった。	 

	 
２．研究の目的	 

	 	 T-box型転写因子Tbx1が口腔上皮幹細

胞の機能維持に関わるという仮説のもと、

切歯や口蓋粘膜の発生および再生におけ

る Tbx1 の関与を個体レベルで解明する。

さらに、口腔周囲組織の発生において Tbx1

が標的とする新規分子機構を網羅的に探

索する。	 

	 

	 
３．研究の方法	 

(1)	 	 Tbx1 の機能を個体レベルで明らかにす

るために、以下に示す遺伝子改変マウスを

交配した上で実験に用いた。	 

① Tbx1-Cre リコンビナーゼ	 トランス

ジェニックマウス	 

② Tbx1 コンディショナルノックアウト

マウス	 (Tbx1loxP/loxP)	 	 

③ Tbx1 コンディショナルトランスジェ

ニックマウス	 

④ R26 レポーターマウス	 	 	 

⑤ KRT14-Creリコンビナーゼ	 トランス

ジェニックマウス	 

⑥ Wnt1-Cre リコンビナーゼ	 トランス

ジェニックマウス	 

⑦ Twist2-Cre リコンビナーゼ	 ノック

インマウス	 

⑧ Mox2-Cre リコンビナーゼ	 トランス

ジェニックマウス	 	 

⑨ Mesp1-Cre	 リコンビナーゼ	 トラン

スジェニックマウス	 

	 	 

(2)	 形態学的観察	 

上記遺伝子改変マウスを用いて、以下

の解析を行った。	 

① 骨軟骨染色	 

② 一般組織染色	 

③ Section	 in	 situ	 hybridization	 	 

④ Whole-mount	 in	 situ	 hybridization	 

⑤ ベータガラクトシダーゼ染色	 

⑥ 免疫染色	 

	 

(3)	 分子生物学的解析	 

Tbx1 遺伝子を発現するアデノウィル

スあるいは、ベクターを用いて培養細胞に

て分子生物学的解析を行った。	 
	 
(4)	 口蓋における Tbx1 の標的遺伝子および
microRNA の網羅的探索を行うために、上記の
遺伝子改変マウスの組織を用いて、マイクロ
アレイ解析を行った。	 
	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 まず、上皮幹細胞特異的に Tbx1 を欠失
させた Tbx1 の Loss-of-function 型遺伝子改
変マウスの解析を行った。その結果、Tbx1 ノ
ックアウトマウスの 30%において、上顎切歯
の先天欠如を認めた	 (表 1)。	 
	 
表１：Tbx1 遺伝子改変マウスの上顎前歯	 

	 
正常	 欠失	 低形成	 

野生型マウス	 100%	 	 0%	 	 0%	 	 

Tbx1+/-マウス	 100%	 	 0%	 	 0%	 	 

Tbx1-/-マウス	 56.4%	 30.8%	 15.3%	 	 

	 
	 	 	 次に歯の組織学的解析を行った。生後 1
日の Tbx1 の Loss-of-function 型遺伝子改変
マウスでは、組織学的にエナメル質の低形成
が認められた。生後 4 週、3 ヶ月、10 ヶ月齢
マウスのドライスカルを作製し、上下顎の切
歯、臼歯の数・大きさ・形態を、実体顕微鏡
にて観察したところ、3 ヶ月までは差が見ら
れなかったものの生後 10 ヶ月齢以降の Tbx1
の Loss-of-function 型遺伝子改変マウスに
おいて、上顎切歯のわずかな短小化が認めら



 

 

れた。	 
	 	 	 一方、組織特異的に Tbx1 を強制発現さ
せて表現型を観察するため、新規に Tbx1 の
Gain-of-function 型遺伝子改変マウスの作
製を行った。同マウスを用いて上皮幹細胞特
異的に Tbx1 を強制発現させ、歯および口腔
粘膜の表現型について観察した。生後 24 ヶ
月マ	 ウスまで野生型と比較したが、顕著な
差は認められなかった。	 	 
	 
(2)	 	 Tbx1−/−	 マウスには、低身長、泉門の開
存、鎖骨の低形成、頬骨弓・舌骨の低形成、
胸骨剣状突起の癒合不全を認める。一方、
Tbx1	 遺伝子欠損マウス	 (Tbx1−/−	 マウス)	 
の骨格形態異常が、RUNX2 遺伝子の常染色体
優性遺伝疾患であるヒト鎖骨頭蓋異骨症	 
(CCD)	 および Runx2	 遺伝子ヘテロ欠損マウ
スの骨格と酷似していた	 (図１、論文④)。
Tbx1	 の Lineage	 analysis から、頭蓋骨の骨
軟骨原基にも Tbx1	 の発現が確認された。in	 
situ	 hybridization	 により、Tbx1−/−	 マウス
の頭蓋骨において Runx2	 の発現領域が狭小
化していることがわかった。さらに in	 vitro
において、細胞の種類によっては Tbx1	 の強
制発現により Runx2	 の発現が誘導され、マイ
ルドながら Tbx1	 が Runx2 のプロモーターを
活性化することが分かった（論文④）。	 
	 	 組織特異的に Tbx1	 遺伝子を欠損させた
ところ、骨軟骨幹細胞特異的に	 Tbx1	 遺伝子
を欠損したマウス、および、中胚葉特異的に	 
Tbx1	 遺伝子を欠損したマウスは、部分的に	 
Tbx1−/−	 マウスと似た骨格所見を示した。これ
まで神経堤において	 Tbx1	 の発現は報告さ
れていなかったが、神経堤特異的に	 Tbx1	 遺
伝子を欠損したマウスにおいて、舌骨体の形
態異常および出生後の死亡が認められた。ま
た、Tbx1	 の発現が神経堤由来舌骨において
認められたことから、Tbx1 が神経堤由来組織
の発生においても機能していることが明ら
かとなった（論文④）。	 

	 
図 1:	 Tbx1 遺伝子改変マウスの骨の表現型	 
	 
	 	 	 
(3)	 マウス口蓋を採取し、口腔上皮幹細胞に
おける Tbx1 標的遺伝子および microRNA の網
羅的探索を行ったところ、野生型と異なるプ
ロファイルを示した（一部のデータについて
論文投稿中）。	 
	 
(4)	 マウスの口蓋の発生および口蓋裂につ
いて Invited	 	 Review として出版した（論文
⑤）。	 

	 
(5)	 ヒトとマウスそれぞれにおいて口蓋裂
に関与する遺伝子群について多角的にオン
トロジー解析を行った（論文投稿中）。	 
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