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研究成果の概要（和文）：非症候性多数歯欠損症を呈す家系の疾患関連遺伝子を探索したところ、既知原因遺伝
子であるMsx1の3’末端近傍にフレームシフト変異が検出された。そこで、CRISPR/Casシステムを利用してマウ
スでC末端領域を欠失させたところ、従来のノックアウトマウスで見られた歯の完全欠損や口蓋裂に起因する生
後すぐの致死とは異なる表現型、すなわち上顎第2臼歯の低形成ならびに第3臼歯欠損、下顎第2・第3臼歯、さら
には下顎切歯の欠損が認められた。本表現型は、検出変異が疾患関連変異であることの妥当性を裏付けるもので
あった。

研究成果の概要（英文）：Non-syndromic tooth agenesis has been associated with mutation in a variety 
of genes involved in tooth morphogenesis. We identified a novel frameshift mutation of the highly 
conserved C-terminal domain of MSX1, known as Msx homology domain 6 (MH6), in a Japanese family with
 non-syndromic tooth agenesis. To investigate the importance of MH6 in tooth development, Msx1 was 
targeted in mice with a CRISPR/Cas system. Although heterozygous MH6 disruption did not alter normal
 craniofacial development, homozygous mice exhibited agenesis of lower incisors with or without 
cleft palate at E16.5. In addition, agenesis of the upper third molars and the lower second and 
third molars were observed in 4-week-old mutant mice. Although the upper second molars were present,
 they were abnormally small. These results suggest that the C-terminal domain of MSX1 is important 
for tooth and palate development.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
頭蓋顎顔面領域における先天性疾患は、審
美・機能面の他、発達面でも精神的・社会的
問題を有することから、臨床的に治療法の改
良が試みられてきた。このような先天性疾患
の中でも非常に高頻度なものとして、口唇
裂・口蓋裂（0.1～0.2%）と歯牙欠損症（7～
8%）が挙げられる。前者の抱える様々な問題
点は言うに及ばないが、歯の先天欠如も、歯
科においては齲蝕・歯周病に次ぐ臨床上多く
遭遇する疾患の１つであり、欠損が６歯以上
に亘る場合には、口唇裂・口蓋裂同様、平成
24年 4月の健康保健改訂において、その矯正
治療に健康保険が適用されるなど重要な疾
患と位置付けられた。 
一方、近年の次世代シーケンサーを用いた
エクソームシーケンシングにより、従来の連
鎖解析～サンガー法といった解析では到底
困難であった原因遺伝子探索が一転、新規疾
患原因遺伝子が続々と同定されてきている。
ところが、上記疾患は高頻度であるにも関わ
らず、その原因の探索は未だ足踏みをしてい
る。 
歯牙欠損症は従来の解析法より、症候性も
含めた家族例の連鎖解析から Msx1、Pax9、
EDA 等いくつかの原因遺伝子が同定されて
きた。しかし、未だに原因遺伝子不明の歯牙
欠損症を有する家系あるいは散発例は非常
に多い。このため、未知の原因遺伝子の同定
と機能解析は、疾患の診断、クライアントに
よる受容や予後、次世代への伝達についての
理解の助けとなるのみならず、遺伝子機能を
修飾する分子標的治療の開発にもつながる
喫緊の課題である。 
我々は以前より徳島大学病院内における
観察研究として、歯牙欠損症を有する家系を
多数収集してきており、そのうち 10 家系に
おいて、非症候性で頻度の多いMsx1、Pax9、
Axin2、Wnt10a 遺伝子の全エクソン配列を
サンガー法にて解析したが、Msx1 と Pax9
に新規変異を各 2 家系ずつ検出したのみで、
他は依然原因不明であり、歯牙欠損パターン
の相同する他の責任遺伝子の報告も見当た
らない。近年、Zinc Finger Nuclease (ZFN)
や Transcriptional Activator-like Effector 
Nuclease (TALEN)といった人工ヌクレアー
ゼが開発されたことで、ゲノム DNA を任意
の部位で意のままに編集可能となりつつあ
り、遺伝子ノックアウトから１塩基置換ノッ
クインに至る網羅的 in vivo 機能解析にも光
明を投じていた。 

 
２．研究の目的 
本実験計画では、これまでの研究成果を発
展させることも含め、主として収集しやすい
口唇裂・口蓋裂ならびに歯牙欠損症の家系・
散発例に対して、次世代シーケンサーによる
解析を柱とした原因遺伝子探索により、新規

遺伝子異常を同定するとともに、人工ヌクレ
アーゼを用いた in vivo における機能解析か
ら病態形成機序を解明することを目的とす
る。 

 
３．研究の方法 
本研究計画では、頭蓋顎顔面領域の先天異
常の原因となる新規遺伝子異常とその機能
解析、さらに変異ごとのアノテーション付け
による診断を、以下のアプローチにより行う。
最終的に、変異ごとのアノテーション付けに
よる正しい診断の新体系を構築する。 
 
(1) 検体ならびに臨床情報収集 
 本研究において主な解析対象とする口唇
裂・口蓋裂、歯牙欠損症は家系例、散発例と
も口腔内所見から臨床症状を確認し、パノラ
マレントゲン撮影などにより詳細が把握さ
れ表現型の担保されたものを使用する。また、
ゲノム DNA は患者ならびに家族より唾液約
5mlを採取後、抽出する。    
本過程では、これまでの準備期間に既知遺
伝子異常の見つからない口唇裂・口蓋裂散発
例 8例ならびに 4家系の歯牙欠損症と 6例の
散発例の検体を収集しており、それらの解析
を先行させつつ随時検体数を増加させてい
く。年間見込み患者数は口唇裂・口蓋裂、歯
牙欠損症ともこれまでの傾向から 50 例ずつ
である。なお、各検体から抽出されるゲノム
DNA は速やかに凍結保存され、臨床情報と
ともに連結可能匿名化により管理される。 
 
(2) 次世代シーケンサーを用いた疾患関連変
異の検証 
① ターゲットシーケンスによるスクリー
ニング、エクソームシーケンス 
表現型を有する例（家系であれば発端者）
を対象に、既知ならびに過去の報告から候補
と推測される約 30 遺伝子のターゲットシー
ケンスを行い、これらに変異を持たない症例
をスクリーニング後、エクソーム解析の対象
とする。家系・散発例ともに両親、同胞を含
め、あらかじめタグを付け、まとめてエクソ
ンキャプチャーした後に、徳島大学内の
HiSeq1000 を用いてエクソーム解析を行い、
表現型に関連して検出され一般集団で認め
られない非同義変異、挿入・欠失、スプライ
シング acceptor/donor 領域の異常を同定す
る。 
② ターゲットゲノムシーケンスによる疾
患関連変異の検証 
①のエクソームシーケンスにて原因同定
されなかった検体に対しては、得られた
SNPs 情報から連鎖解析による染色体上での
候補領域を限定後、同領域をキャプチャーす
るターゲットゲノムシーケンスにより疾患
関連変異を検証する。 

 
(3) In vitro解析 

症例 1 
 

症例 2 
 

症例 4 



候補となる遺伝子の原因遺伝子としての
妥当性に関して、遺伝子クローニング後、in 
situ hybridization 法により発生過程におけ
る発現時期・部位を確認する。また、転写因
子の場合はデータベースから結合領域なら
びに標的遺伝子を予測後、それらの発現パタ
ーン解析を行う。 
一方、これまでに検出した既知遺伝子（Msx1、
Pax9）新規変異に関しては、関与する
Wnt/β-catenin 系との機能的関連をタンパク
間相互作用、標的遺伝子（Bmp4等）プロモ
ーターに対するリポーターアッセイ、強制発
現系による候補標的遺伝子の発現変化、核内
移行といった細胞内動態の変化、mRNAの安
定性など、従来の手法から検討する。 
 
(4) In vivo 機能解析‐人工ヌクレアーゼ

(TALEN)を利用したゲノム編集マウス
作製‐ 
検出変異について、マウス発生工学的手法
を駆使し、以下の手順に従い疾患原因遺伝子
であることの妥当性を検証する。 
① 新規遺伝子、または既知遺伝子であるが
過去にノックアウトマウスの報告が見られ
ない遺伝子の場合、当該遺伝子の TALEN 
RNA マイクロインジェクションにより、ノ
ックアウトマウスを作製する。 
② ヒト疾患原因遺伝子のほとんどは点突
然変異であるが、同遺伝子のヘテロマウスで
は表現型として現れない場合が大多数のた
め、病態解析には同様の変異のノックインマ
ウス作製が必要不可欠である。このため、ノ
ックアウトマウス表現型の確認後、検出変異
のノックインマウス作製を施行する。人工ヌ
クレアーゼを併用するノックインの場合、ベ
クターの相同領域は 500bp で十分であるた
め、ゲノム DNAライブラリーは不要となり、
PCR と通常の大腸菌を利用した遺伝子組換
えにてノックインベクターが構築可能であ
るため、ノックアウトマウス作製による表現
型確認後、速やかにノックインマウス作製に
移行できると予想される。 
これらにより獲得されたマウス胚の形態
学的・組織学的観察を行い野生型と比較する。 

 
４．研究成果 
検体ならびに臨床情報収集と次世代シー
ケンサーを用いた疾患関連変異の検証につ
いては、8例のエクソーム解析に加えて、16
例の孤発例（新生突然変異や X連鎖性劣性遺
伝などの遺伝形式を想定）に対する既知病原
性遺伝に特化したターゲットリシーケンス
を行い、計 24 症例から 5 例で、疾患に関連
すると考えられる責任遺伝子変異候補を検
出できた。 
また、多数歯欠損症を呈す家系の疾患関連
遺伝子を探索したところ、既知原因遺伝子で
あるMsx1にフレームシフト変異が検出され
た。しかし、転写因子であるMsx1遺伝子変
異の過去における報告は、全て DNA 結合領

域であるホメオドメイン内かその上流で、今
回検出されたフレームシフト変異は 3’末端近
傍であった。そこで、疾患関連変異を検証す
るため、それにより機能を失うMsx1タンパ
ク質中最も C 末端に存在する機能領域であ
るMH6に影響を及ぼすよう gRNAを設定し、
CRISPR/Cas システムをマウス１細胞期に
て適用した。結果、Msx1 ノックアウトマウ
ス同様、口蓋裂ならびに歯の発生異常を認め、
シーケンスにより MH6 領域に影響を及ぼす
変異が導入されていることも確認され、患者
より検出された変異は疾患関連変異である
ことが示唆された。これは、疾患関連変異で
あることの証明のみならず、CRISPR/Casシ
ステムを用いることで、in vitro での機能解
析が困難な場合、in vivoにて検証可能である
ことを示している。 
非症候性多数歯欠損症家系の唾液サンプ
ルからゲノム DNA を抽出し、歯牙欠損症の
原因遺伝子の全てのエクソンのシーケンス
をサンガー法にて行ったところ、Msx1 遺伝
子のエクソン 2にフレームシフト変異を検出
した。マウスMsx1遺伝子配列中、変異検出
部位近傍に標的配列を設定し、マウス１細胞
期胚においてマイクロインジェクションに
て CRISPR/Cas システムを適用した。胎生
16.5日に胚を摘出し、Msx1ノックインマウ
ス様表現型の確認、ならびにゲノム DNA を
抽出し、標的配列のシーケンスを行った結果、
歯牙欠損症を有する家系に、過去に報告のな
いフレームシフト変異がMsx1の 3’末端領域
に検出された。本変異はMsx1遺伝子最下流
の MH6 領域に影響を与えるため、同領域の
5’側に gRNA標的配列を設定し、マイクロイ
ンジェクション法による CRISPR/Cas シス
テムを適用し、胎生 16.5日に胚を摘出したと
ころ、12胚中 6胚で口蓋裂ならびに歯の発生
異常を認めた。 
さらに、多数歯欠損症患者より検出した、
既知遺伝子（Msx1 遺伝子）内の新規フレー
ムシフト変異の疾患原因変異としての妥当
性の検証実験を行った。当科における多数歯
欠損症患者から検出された新規変異の原因
変異としての真偽を検証するため、同変異に
より欠失する C 末端領域を CRISPR/Cas シ
ステムを利用してマウスで欠失させたとこ
ろ、従来のノックアウトマウスで見られた歯
の完全欠損や口蓋裂に起因する生後すぐの
致死とは異なる表現型が得られた。すなわち、
上顎第 2臼歯の低形成ならびに第 3臼歯欠損、
下顎第 2・第 3臼歯、さらには下顎切歯の欠
損が認められた（Mitsui et al., 2016 in 
Scientific Reports）。本表現型は、検出変異
が疾患関連変異であることの妥当性を裏付
けるばかりでなく、従来、in vitro の系でし
か検討されてこなかった DNA deletion 
assayの in vivoへの発展性が示唆された。 
 また一方で、脊椎動物におけるヒト疾患モ
デル動物の作製については、CRISPR/Cas切
断領域前後の相同配列と疾患関連変異を含



む一本鎖オリゴヌクレオチドの共導入によ
り、ノックインマウス作製の系を構築した。 
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