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研究成果の概要（和文）：最も発生頻度の高い先天奇形である口蓋裂について、遺伝子改変動物を用いた研究から近年
、飛躍的にその発症に至る分子機構が明らかになっている。本研究では、Runxファミリー遺伝子を経由する口蓋裂発症
機構について新たなシグナル分子を同定する目的で、上皮特異的にCbfbあるいはRunx1を不活化したノックアウトマウ
スの解析を行った。その結果、いずれのノックアウトマウスも、一次口蓋と二次口蓋の癒合に異常をきたす特徴的な口
蓋裂がみられた。Runx1/Cbfbシグナルは正常な口蓋形成に必須な系路であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Cleft palate is one of the most frequent congenital malformation. Recent years, 
the molecular mechanism has been revealed dramatically from studies which used mutant animals. In this 
study, we analyzed the functional role of Cbfb and Runx1 in the palate formation, using a conditional 
knockout mice in which Cbfb or Runx1 gene was inactivated in epithelial cells specifically 
(K14Cre;Cbfbfl/fl, K14Cre;Runx1fl/fl). We found that both conditional knockout mice exhibited cleft 
palate which results into abnormal fusion between the primary palate and secondary palate. These results 
strongly suggest that Runx1/Cbfb signaling is essential for normal palate formation.

研究分野：歯科矯正学
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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
る発生頻度の高い先天異常である。本疾患は
哺乳障害、鼻咽腔閉鎖不全、歯牙の欠損を来
たし、発音障害、顎顔面発育異常をまねく。
古くから歯科領域との関わりが深い疾患で
あるが、中でも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。 
 核内転写因子である Runx 遺伝子ファミリ
ー(Runx)は、Runx 1〜3 とその共役因子であ
る Cbfb からなる。造血、骨形成、発癌など
重要な役割を持つことが知られている。そし
て近年 Runx が口蓋裂発症に関わるあらゆる
因子のマスター遺伝子である可能性を示唆
する報告もあり、Runx を介したシグナル経路
の解明は極めて重要であると言える。 
 
２．研究の目的 
 口唇口蓋裂は最も頻度の高い先天奇形の
一つであり、歯科矯正学はその治療の主軸と
なる分野である。本疾患の分子診断および分
子治療の基盤を確立することは極めて重要
である。口蓋裂の発症原因は環境因子、遺伝
因子と多岐に渡る。中でも Runx 遺伝子ファ
ミリーは、単一の遺伝因子としてだけではな
く、あらゆる遺伝因子、さらには環境因子の
集約点である可能性に着目した。申請者のグ
ループでは、Runx が口腔上皮において上皮間
葉相互作用に関与し、器官形成を制御するこ
とを見出している。そこで、この Runx 関連
遺伝子を介して口蓋裂発症に至る、下流のシ
グナル経路を新たに同定する。これにより口
蓋裂の新たな発症分子メカニズムを解明し、
分子診断および分子治療へ繋げていく。 
 
３．研究の方法 
(1) 既存の上皮特異的 Cbfb ノックアウトマ
ウス（K14Cre;Cbfbfl/fl）に加えて、上皮
特異的 Runx1 ノックアウトマウス
（K14Cre;Runx1fl/fl）を作成した。 
 
(2) (1)のコロニー作成期間を利用して、口蓋
の解析に先立ち、上皮特異的 Cbfb ノック
アウトマウスにみられる下顎切歯の形成
異常について、サービカルループ部で発
現変動がみられるシグナル分子をマイク
ロダイセクション法およびマイクロアレ
イ法を用いて探索した。ここで得られる
因子は口蓋形成にも関与している可能性
が十分に高いと考えられた。 
 
(3) 上皮特異的 Runx1 ノックアウトマウスの
頭蓋部骨格形成についてマイクロ CT を
用いて形態学的解析を行った。 

 
(4) 上皮特異的 Runx1 ノックアウトマウスの
臼歯エナメル質の小柱構造の違いについ
て高分解能観察を行った。 
 
(5) Cbfb、Runx1 ノックアウトマウス両者の
口蓋形成について形態的解析および組織
学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 上皮特異的 Cbfb ノックアウトマウスの
下顎切歯サービカルループにおける遺
伝子発現変動の網羅的解析 

 
 
 

 出生直後の Cbfb ノックアウトマウスと同
腹の野生型マウスの下顎切歯からそれぞれ
凍結切片を作成し、マイクロダイセクション
法を用いて、サービカルループ部を回収した
（上図）。RNA を精製後マイクロアレイ解析を
行い、両群で発現変動のある因子を抽出した。
結果、TGFβおよびWnt系路に関与する因子、
エナメル質および象牙質形成に関わる因子
等、有意に発現の差を認める因子を同定でき
た。口蓋形成における上皮間葉相互作用にも
TGFβおよび Wnt 系路が関与している可能性
は高いと考えられた。 
 
(2) 上皮特異的Runx1ノックアウトマウスの
頭蓋部骨格の形態学的解析 

 生後 4週齢の上皮特異的 Runx1 ノックアウ
トマウス（K14Cre;Runx1fl/fl）頭蓋のマイク
ロ CT を撮影した。野生型と比較して、上下
顎前歯の著明な形成不全を認めた。頭蓋冠の
骨化度も変異マウスでは明らかに低下して
いた。 
口蓋の骨も同様に、変異マウスの骨化度が低
かった。 
 



 
 
(3) 上皮特異的Runx1ノックアウトマウスの
臼歯エナメル質の小柱結晶構造の相違 

 
 上顎臼歯のエナメル小柱構造を反射電子
高分解能で観察したところ、変異マウスの小
柱結晶構造は野生型よりも不均一であり、コ
ントラストの弱い部分が多くみられた。この
ことは変異マウスのエナメル質には有機物
の残存が多いことが予測された。 
 
(4) 上皮特異的 Cbfb ノックアウトマウスお
よび上皮特異的 Runx1 ノックアウトマ
ウスに生じた口蓋裂についての解析 

 4 週齢の野生型マウスの口蓋では、正常な
二次口蓋が形成されており、一次口蓋と二次
口蓋が癒合し、完全な口蓋の形成が確認でき
る。一方で 4 週齢の上皮特異的 Cbfb ノック
アウトマウス（K14Cre;Cbfbfl/fl）の口蓋では、
口蓋棚は正常に癒合して二次口蓋が形成さ
れているが、一次口蓋と二次口蓋の間に癒合
不全が生じていた（上図矢頭）。上皮特異的
Runx1 ノックアウトマウスも同様に一次口蓋
と二次口蓋の間に癒合不全を認めた。 
 
(5) 一次口蓋と二次口蓋の間に生じた口蓋
裂の組織学的解析 
 
 野生型マウスでは、正常に形成された二次
口蓋の骨形成領域（下図矢印）に、ノックア
ウトマウスでは、ケラチンの集合した構造が
みられた（下図矢頭）。このことから上皮間
葉転換の異常が生じている可能性が示唆さ
れた。 

 

 
  以上をまとめると、本研究で解析した上
皮特異的に Cbfb を不活化したノックアウト
マウス、および Runx1 を不活化したノックア
ウトマウスは、両者ともに切歯の形成不全を
生じていた。切歯の伸張が阻害されるだけで
なく、エナメル質の物性の低下もみられた。
また、口蓋形成においては、両者ともに一次
口蓋と二次口蓋の境界にのみ限局した口蓋
裂がみられ、Runx 遺伝子ファミリーが歯牙の
形成のみならず、口蓋形成においても重要な
シグナル分子であることが示された。そして、
その下流に繋がる新たなシグナル分子につ
いては現在も解析を進めているところであ
る。 
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