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研究成果の概要（和文）：　唇顎口蓋裂は、先天異常の中で最も多い確率で起きる異常の一つである。また、唇
顎口蓋裂や下顎の形態異常などの顎顔面領域の形態異常は症候群の一症状としても認められる。申請者は、本課
題で「口蓋の初期発生に関わる転写制御ネットワーク」の研究をおこなった。
　申請者は、本研究計画をもとに、 T-box型転写因子Tbxl 、 bHLH型転写因子Hand2およびHandlなどの転写因子
の解析を行った結果、口蓋裂の病因、口蓋の発生、顎顔面の形態形成について研究成果を報告した。あわせて、
口蓋裂をもつ遺伝子改変マウスについて包括的に総説し、ヒトの口蓋裂の疾患疫学や表現型に疾患遺伝子を融合
させた。

研究成果の概要（英文）： Oral clefts, the most frequent congenital birth defects in humans, are 
multifactorial disorders caused by genetic and environmental factors. Although genes related to 
genetic disorders associated with oral cleft phenotypes are known, a gap between detecting these 
associations and interpretation of their biological importance has remained. We grouped the 
candidate genes on the basis of different functional categories to gain insight into the genetic 
etiology of oral clefts.
 In addition, we provided evidence that transcription factor TBX1 maintains normal growth and 
development of palatal shelves, mediated through the regulation of genes involved in muscle cell 
differentiation, nervous system development, and biomineral tissue development. We also reported 
that transcription factor HAND2 is sufficient for upper jaw (maxilla)-to-mandible transformation by 
regulating the expression of homeobox transcription factors in mice. 

研究分野：形態系基礎歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
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) の疾患遺伝子候補の一つである (OMIM #188400)。本研究により、22q11.2欠失症候
群と他の症候群とが口蓋裂の発生において関わりがあることが明らかになった。一方、口蓋および下顎の獲得は
脊椎動物の進化において最も重要なステップであるが、bHLH型転写因子Hand2の遺伝子改変マウスを用いた解析
により、遺伝子レベルで顎の進化の一端を解明した。これらは、動物形態進化学的にも意義があるといえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 唇顎口蓋裂は、出産 1000 人中 1~3 人の割合でみられると言われ、先天異常の中で最も多い確
率で起きる異常の一つである。また、唇顎口蓋裂や下顎の形態異常などの顎顔面領域の形態異
常は症候群の一症状としても認められる。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、頭蓋冠、頭蓋底、顔面骨、顎骨、口蓋の発生機構に関わる転写因子を分子生物学
および発生生物学の両面から解明することで、顎頭蓋顔面骨の形態異常や口蓋裂の治療へと研
究を展開するのが目標とし、本課題で「口蓋の初期発生に関わる転写制御ネットワーク」の研
究をおこなった。 
 
３．研究の方法 
(1)  T-box 型転写因子 Tbx1、bHLH 型転写因子 Hand1、Hand2 の口蓋および上下顎発生における
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。 

      動物実験にあたっては、開始前に、実験動物運営規定に基づき「動物実験計画書」
を動物実験委員会に提出し、承認を受けた。また、「動物の愛護及び管理に関する法
律の一部を改正する法律」（平成 17 年法律第 68 号）および、「動物実験の適正な実施
に向けたガイドライン」（日本学術会議、平成 18年 6月 1 日）、「National Institute 
of Health and Nutrition Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals」
を遵守し、実験動物の適正な管理と倫理面に配慮した実験を行った。 
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 Hand2 コンディショナルトランスジェニックマウス 
④ Hand1 コンディショナルトランスジェニックマウス 
⑤ R26 レポーターマウス 
⑥ KRT14-Cre リコンビナーゼ トランスジェニックマウス 
⑦ Wnt1-Cre リコンビナーゼ トランスジェニックマウス 
⑧ Twist2-Cre リコンビナーゼ ノックインマウス 
 

(2) 形態学的観察 
上記遺伝子改変マウスを交配した上で、得られたマウスにお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、Hand1、Hand2、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。 

(5) (4)より得られた遺伝子について、リアルタイム PCR により発現解析を行った。 
(6) (4)より得られた遺伝子群、あるいは、口蓋裂の疾患遺伝子について、オントロジー解析
を適用した。 

 
４．研究成果 
 申請者は、本研究計画をもとに、 T-box型転写因子Tbxl、 bHLH型転写因子Hand2およびHandl
などの転写因子の解析を行った結果、口蓋裂の病因、口蓋の発生、口蓋を含む顎骨の形態形成
について、以下の研究成果を報告した。 
 
(1) それぞれの遺伝子改変マウスについて、口蓋裂に関わる遺伝子群、また、口蓋（上顎）お
よび下顎の初期発生に関わる遺伝子群について網羅的解析を行い、遺伝子情報データベー
ス NCBI GEO (Gene Expression Omnibus)を通じて公開した (GEO 登録番号: GSE75805. 
GSE79514) 。  
(2) T-box 型転写因子 Tbxl が口蓋の発生で制御する遺伝子群について報告した（Funato et al., 
Arch Oral Biol, 2018）。 
(3) 転写因子 Hand2 は、ホメオボックス型転写因子群の発現調節 を伴って上顎を下顎へ形質転
換することを報告した (Funato et al., Sci Rep, 2016; Funato et al., Genom Data, 2016)。 
(4) 口蓋裂の病因について広く理解するために、これまで報告されてきた遺伝子改変マウスに
ついて包括的に総説し、発表した（Funato et al., World J Biol Chem, 2015）。 



(5) ヒトの口蓋裂の疾患疫学や表現型に疾患遺伝子を融合させるため、口蓋裂の疾患遺伝子群
に遺伝子オントロジー解析を適用し、報告した（Funato et al., Int J Oral Sci, 2017）。 
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