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研究成果の概要（和文）：Msx1は歯の発生初期に非常に重要で、古くから多数歯欠損症の原因遺伝子として知ら
れている遺伝子であり、その各機能ドメインもよく研究されてきた。しかし、それらはすべて培養細胞レベルで
あり、生体における解析は技術ならびに費用の問題も大きく立ちはだかっていたこともあり、ほぼ全くなされて
こなかった。しかし、近年開発され発展著しいゲノム編集技術により、我々はマウスを対象に、生体レベルにお
けるMsx1遺伝子各ドメインの機能解析を行ってきた。その結果、ホメオドメインより下流のMH5、MH6ドメインが
歯牙ならびに骨形成に重要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Msx1 is known as a causative gene for tooth agenesis and is also important 
for tooth development in mice. Its functional domains have been well studied using cultured cells, 
on the other hand, the analysis using mice has not been performed because the problem of the gene 
disruption technology and the cost. Then, we have tried functional analysis of each domain of the 
Msx1 gene in mice using the genome editing technology that has been developed in recent years. We 
found that the MH5 and MH6 domains downstream of the homeodomain are important for tooth and bone 
formation.

研究分野： 歯の発生

キーワード： 歯の発生　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織・器官の発生過程における遺伝子機能の解析は、培養細胞系では困難な場合が多く、特に発生学研究の主役
である転写因子の生体での解析には一定の歯止めがかかって来たのが現状である。これに伴い、ヒトで遺伝子変
異が検出された場合も、本当に疾患責任変異かどうかの判定も困難な場合が多い。しかし、今回、動物を用いて
検出変異の疾患責任性を検証することが可能とわかり、正しい遺伝子診断への展開も期待できるようになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

歯や毛、乳腺、肺、四肢といった、形態形成を上皮・間葉相互作用に依存する組織・器官の発
生過程における遺伝子機能の解析は、単一細胞成分で通常検討される培養細胞系では困難で、特
に、発生学研究の主役である転写因子の in vivo での解析には一定の歯止めがかかって来たのが
現状であった。 

一方、我々は、歯牙欠損症家系の疾患原因遺伝子探索において、歯の発生過程初期の間葉で発
現する転写因子 MSX1 の C 末端領域の高度に保存された Msx Homology 6 (MH6)ドメインに
frameshift（FS）を生じる変異を検出し、CRISPR/Cas システムで同領域を破壊したホモ接合
体マウスを作製したところ、上顎第 3 臼歯、下顎第 2・第 3 臼歯ならびに下顎切歯を欠失するも
のの口蓋裂を発症せずに生存するという、従来のノックアウトマウスとは異なる表現型を得た。
このことは、既知の疾患原因遺伝子の変異が、変異の種類により、機能獲得・変化・喪失や局在
変化など様々な機能変化を介して多彩な表現型を示し得ることを示し、遺伝疾患の病態から表
現型を理解し病歴を予測していくには、各原因遺伝子について KO マウスのような遺伝子無効
化ではなく、in vivo での各ドメインレベルの変異による機能変化と表現型との関連の詳細な解
明が必要であることを強く示唆した。 

 

２．研究の目的 

以上のような背景から、本課題では、歯の発生初期に発現しその変異が顎顔面疾患形成に関与
する転写因子を中心に、各機能ドメインや isoform 別のプロモーター領域などの重要構造領域
の網羅的 in vivo deletion 変異マウスを作製し、表現型を確認するとともに、経時的に摘出歯胚
など生理的発生組織より RNA を抽出し次世代シーケンサーを用いた RNA-seq で解析すること
で中間表現型としての遺伝子発現の経時的変化パターンを検出して比較し、今後機能ゲノミク
スでの重要課題となる in vivo での遺伝子内構造毎の機能アノーテーション付けを行うことを目
的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) ゲノム編集技術を用い、機能領域欠失変異体を網羅的に作製する。交配による様々な組合わ
せのホモ・ヘテロ接合体も作製する。 

(2) 表現型の詳細な評価を行い、比較検討する。 
(3) 網羅的遺伝子発現を対象遺伝子の発現組織から発現時期にあわせて継時的に解析し、パタ

ーンを確認すると共に、in vitro へのフィードバックも含め validation を行い、比較検討
する。 

(4) 上記結果を統合し歯の発生過程における重要転写因子分子機能のアノテーション付けを行
う。 

 
４．研究成果 
多数歯欠損症の原因遺伝子で変異の報告も多く、また機能ドメインも複数あり、in vitro 系

で古くより良く研究されている Msx1 遺伝子を対象とし、CRISPR/Cas システムを利用し、ホメオ
ドメインである MH4 より下流のドメインを標的として、配列破壊を行った結果、【図 1】に示す
ような変異型を得た。 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

そこで、これらのホモ接合体を作製したところ、一例ではあるが、【図 2】に示すよう

な非常に多岐にわたる歯数や歯牙形態における表現型が得られた。 

 

 

 

図 1. 野生型ならびに変異型 Msx1 タンパクの模式図 

 



 

また、【図 3】に示すよう、Msx1 遺伝子 C 末端領域欠失のホモ接合体において、歯への影響だけ

でなく、頭蓋骨前後径の短縮や鼻彎曲、頭蓋骨の部分的な閉鎖不全等、骨形成における影響が認

められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 各 Msx1 変異型のホモ接合体における歯数・歯冠形態変化 

a: wt/wt: 野生型。上下顎それぞれに切歯ならびに第一・第二・第三臼歯が存在する。 

b: MH5/MH5：上下顎第三臼歯の欠損。 

c: MH5’/MH5’：歯牙欠損を認めない。 

d: MH6/MH6：上顎第三臼歯、下顎切歯・第二・第三臼歯の欠損（上顎第二臼歯の矮小化）。約 3 割
に口蓋癒合不全。 

e: MH5-6/MH5-6：上顎第三臼歯、下顎切歯・第二・第三臼歯の欠損（上顎第二臼歯の矮小化）。約 7

割に口蓋癒合不全。 

f: MH4-6/MH4-6：従来のホメオドメインを破壊した KO マウス同様、蕾状期での歯の発生停止なら
びに口蓋の癒合不全が認められる。 

図 3. Msx1 C 末端領域のホモ接合体の頭蓋骨 

a: MH6/MH6 の頭蓋骨は、野生型と比較し前後径が短縮している。 

b: MH6/MH6 では頭蓋骨の一部閉鎖不全が認められる。 

c: MH6/MH6 における鼻彎曲の例。 
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さらに、【図 4】に示すよう、Msx1 遺伝子 C 末端領域欠失のホモ接合体では、大腿骨長が野生型

と比較し短小かつ骨密度も低下していた。さらに、骨形成関連マーカーも全体的に発現低下を見

せるだけでなく、Msx1 自体の発現も低下していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果より、Msx1 遺伝子 C 末端領域は歯ならびに骨形成に重要であることが示唆された

だけでなく、ゲノム編集技術を用いることで、in vivo DNA deletion を行うことが可能である

ことが示された。 

 

図 4. Msx1 C 末端領域のホモ接合体の大腿骨 

a: MH6/MH6 の大腿骨長は、野生型と比較し短縮している。 

b: MH6/MH6 では大腿骨頭における骨密度低下が認められる。 

c: 野生型と比較し、MH6/MH6 では大腿骨頭における各骨分化マーカーの発現低下が認め
られる。 

d: Msx1 遺伝子発現自体もMH6/MH6 において、野生型と比較し発現低下している。 
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