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研究成果の概要：マウスに発症する先天欠如歯の原因となる遺伝子突然変異を解明するため、
マウスの交配実験と遺伝子解析実験を行った。その結果、遺伝子変異が存在する染色体領域を
第 3番染色体の中間領域に限定し、候補となる遺伝子を 5つに限定することができた。これら
5 つの遺伝子に突然変異があるかどうかを調べたところ、構造領域には変異はなく、このこと
より調節領域に変異が存在する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトにおいて先天欠如歯は最も一般的な
口腔異常の１つであり、歯列咬合の異常を引
き起こすことから、その原因を探求すること
は重要である。ヒトの先天欠如歯は遺伝性で
あることが多く報告されており、これまでに
MSX1 と PAX9 遺伝子変異が遺伝性の先天欠如
歯の原因として報告されている。しかし、こ
れらは多数歯の極めて特異的な欠損パター
ンを示しており、最もよく見られる側切歯、
小臼歯、第三大臼歯の欠損の原因は未知のま
まである。 
 

ELマウスは 100％の頻度で第三臼歯を先天
的に欠損しており、ヒト第三大臼歯の欠如の
最適なモデルである。EL マウスに発症する第
三臼歯の先天欠如の原因遺伝子が、マウス染
色体 3番に存在することを申請者はこれまで
に報告してきた。EL マウスにおける先天欠如
歯の原因解明に対する研究は、国内外におい
ても殆んど行なわれておらず、申請者らによ
る形態学的、遺伝学的研究の論文報告のみで
あった。EL マウス以外の先天欠如歯を有する
ミュータントマウス（Tabby、crinkled など）
に関しては原因遺伝子が解明されているが、
EL マウスとの関連は否定されている。 
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２．研究の目的 
本研究の目的は、EL マウスに発症する第三
臼歯の先天欠如の原因遺伝子の解明であり、
研究期間中にマウス欠如歯の原因遺伝子が
存在する染色体領域を１メガベース（全ゲノ
ムの約 1/3000 の範囲）まで限定し、候補遺
伝子を約 10 遺伝子に限定することを目的と
した。またそれらの候補遺伝子の変異解析を
行い、先天欠如歯の原因となる遺伝子変異を
同定することである。 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)先天欠如歯の候補遺伝子の選出 
申請者がすでに作成したコンジェニック

マウスに EL マウスを交配することにより、
am3 領域内で染色体組み換えを生じさせ、そ
の子孫に歯の欠如がみられるかどうかを観
察することにより、am3 領域をさらに狭い範
囲に限定することができる。しかしながら、
５メガベース内で染色体組み換えが起こる
確率は低く、1/20 程度であり、さらに 1メガ
ベースまで範囲を限定するとなると、1/100
であると考えられる。そのため、コンジェニ
ックマウスの交配により 100匹のマウスを作
成し、これらのすべてマウスを生かしたまま
尾から DNA を抽出した。am3 領域内で染色体
組み換えが生じたかどうかを調べるために、
PCR-電気泳動法を用いた。PCR のために用い
る DNA マーカーは、am3 領域の複数の遺伝子
内に設定し作成した（表１）。染色体組み換
えにより、ELマウスの欠如歯原因遺伝子が存
在する染色体領域を正常マウスと置換でき
たなら、EL マウスの先天欠如歯の発症を救済
できる、すなわち 100％先天欠如を持つ EL マ
ウスに歯を出現させることができると考え
られる。この結果より、am3 領域をより狭い
範囲に限定し、候補遺伝子の選出を行った。 
 
(2) 候補遺伝子の変異解析 
選出した候補遺伝子の変異解析は、ＥＬマ

ウスおよび対照のＤＮＡを用い、エクソン領
域の塩基配列の決定をシークエンス法にて
行った。各遺伝子の全てのエクソンを増幅す
るための PCR プライマーを設計した。PCR に
て五遺伝子の全てのエクソンを増幅後、ダイ
レクトシークエンス法にて、塩基配列を決定
し、対象と比較し遺伝子変異があるかどうか
を調べた。 
 
 
 

４．研究成果 
(1)先天欠如歯の候補遺伝子の選出 
染色体組み換えを生じた第１０世代のコ
ンジェニックマウス（N10）の歯の欠損状態
を観察した。図１に示すように、
Pseudogene49622 と Dkk2 の間の領域が EL ホ
モ型である N10c マウスでは、2歯以上の第三
臼歯の欠損率は 100％（16/16）であった。こ
れに対し、Pseudogene49622 と Dkk2 の間の領
域がヘテロ型である N10a マウスでは、2歯以
上の第三臼歯の欠損率は 44％(16/36)に低下
し、Pseudogene49622 と Dkk2 の間の領域が
MSM ホモ型である N10ｂマウスでは、2歯以上
の第三臼歯の欠損率は０％(0/13)であった。
この結果より、am3 が Pseudogene49622 と
Dkk2 の間の領域であることが明らかとなっ
た。すなわち、am3 領域をマウス第 3番染色
体のセントロメアより 130.7－131.7 メガベ
ースペア（Mb）の１Mb の領域に限定すること
ができた。この領域内には図２に示すように
Lef1, Hadh, Cyp2u1, Sgms2, Papss1 の 5 遺
伝子のみが存在していた。このため、こられ
の 5遺伝子のいずれかが、EL マウスの第三臼
歯の先天欠如発症に関与していることが明
らかとなった。これら 5 候補遺伝子の中で、
特に Lef1 は歯の発生において重要な役割を
演じていることが報告されており、Lef1 が
EL マウスの先天欠如歯の強力な候補遺伝子
であることが示唆された。 
また、Pseudogene49622 と Dkk2 の間の領域
がヘテロ型である N10a と Pseudogene49622
と Dkk2 の間の領域が MSM ホモ型である N10b
マウスに出現した第三臼歯欠損数は上顎の
方が下顎より優位に少なかった（表 1）。この
結果より、am3 は上下顎ともに影響するが、
上顎の第三臼歯に対する効果が高いことが
明らかとなった。左右差は認められなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 図１ N10マウスの第三臼歯２歯以上の欠如率
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（Ensembl Mouse Genome Server ）



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 候補遺伝子の変異解析 
EL マウスに生じる第三臼歯欠如の原因で

あるam3の候補となったLef1, Hadh, Cyp2u1, 
Sgms2, Papss1 の 5 遺伝子に遺伝子変異があ
るかどうかを検索した。表３～５に示すプラ
イマーを用いて行った。その結果、Lef1, 
Cyp2u1, Sgms2, Papss1 ではエクソン配列は

コントロールと完全に一致し、遺伝子変異は
なかった。Hadh のエクソン４に一塩基変異を
認めたが、アミノ酸に変化のない変異であっ
た（図３）。この結果より、EL マウスに生じ
る第三臼歯欠損は、これら５遺伝子のエクソ
ン内の変異が原因ではないことが明らかと
なった。また、このことより遺伝子調節領域
あるいはイントロンの多型が原因である可
能性が示唆された。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

gacctgcagcttgtgcagga

Exon

1

2

3

4

5

6

プライマーシークエンスForward(F)
Reverse(R)

F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

（5’-3’)

F
R

7

8 F
R

F
R

tctgggacactgaagcatgc
atgcttaggcccatgagcta
gtgaagccacacagacacac
tgttggctctgggtgtgttg
agagaggcaggcctactgtc
agtggtggtaggtctgcctc
aggacaattgtgacaaccga
gcgtagagcctttgattcag
cccaccttcatagttacctg
ggggtaagaaggagaggttc
tagaaggcagaagccccttc
ccttggaggttctagaggtg
gcaggactttagcaagtctc
tggcctgcatggattctgtg
tcagagagactgcaagggag

Hadh

Gene

Cyp2u1 1

2

3

4

F
R
F
R

F
R

F
R

aatcggaagggcgtgccttg
tcgcacactagaaagccacg
gcatctgaacattggcctag
atggaccaaaggggaggtag
ttcatgtcccgggggttgga
acctggacacatgggtgctc
tctgccaagcctgcatccag
ggtagaaacaacccaggacc

表４ HadhとCyp2u1のPCR プライマー

Exon

2

3

4

5

6

プライマーシークエンスForward(F)
Reverse(R)

F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

（5’-3’)

7

8 F
R

F
R

Lef1

Gene

9

10

11

12

F
R
F
R

F
R

F
R

ctcagtcttccaactccccca
tattccccacccagcccgcga
gaattaacagcagacccatc
ggttccaccctactcaaacag
ctgggctgtcttagcagcaga
tgccttgggcagtgcgtttg
gaggggactaggaagagtcag
tacccaagcccatgcgacacg
ctatccccaaaatcaccagtg
ctgcacagggagctaatctcc
tcctcggtcctgtcaccaaac
ctcctaagccagccagccca
tgtagctctgcctaggtttg
ctctgggacagcatcttcca
tcagcctcacacggaatctgg
gtgggcacacaacacacacg
cccatccattcttggagtgtg
tctgagacggacggggagca
ggccacctcgttctgtctgtg
gtgacagtcacagaatgcag
gcgagcaggtctacatggtg
tgggaaccatgctgagcgga
gtctaggtcagacattgctg
ctggaggatcgcacagagac

表３ Lef1のPCRプライマー
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（Ensembl Mouse Genome Server ）

図２ am3の候補遺伝子

am3

gaacgtgaaccaaggtgtgg tggcacccactgtaaacgcac
Egf gacccctaaagggtttttgc ggaggaggaacaggttgagg
Rrh ggactttccaccgagaagaa cccaggttagatccccattg
Agxt2l1 gtctgtgatggaaaggggca gatactgacagggttcttcc
Rpl34 tcctctgccttccacacgtgtg ccttggtttagcgcctcctctg

gtgaccgggatgggaataagca gcccatcagaatagatgtctcc
49622 ctgagcctttcgcctctctg catagtgggactagcccttg
Lef1 ggaggctgcatagattcactc ctcaacccctcccctcaagtc
Dkk2 gaggaacacacgctagtcta acagagggatagagactgag

acagctgggacatgctatca ttttggttgctattccctcc
3722359 tgggaagttgctgtggaaag actggagagatagcatggga

taagccatgtgtcatgtagc gaatctgagttggtgtcacg
Scye1 aggagaagcacccatgttct ccacgctccttcatatccag
Npnt ccagcttcctcagtcatgag cctcttccgatctctgaaag

遺伝子 ForwardPrimer ReversePrimer
Pitx2

表１ 遺伝子型判定に用いたDNAマーカー

表２ N10マウス第三臼歯欠如の上下顎，左右側の比較

右側：左側 25 : 31

8 : 48

第三臼歯欠如歯数 56 / 196

N10マウス（N10a＋N10b）

上顎：下顎
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Exon

1
2
3
4
5

プライマーシークエンス

F
R 
F
R 
F
R 
F
R 

（5’-3’)

F
R 

Gene

Papss1 1
2
3
4

F
R 
F
R 
F
R 
F
R 

Sgms2 ggagaaactggagaaagctg
tagtgtggtgcaggctagtc
tatggaagactgtgcgatgg
acacatcacagcctggtgac
cagcatgggggatctcatcc
agtctgtccgtccatccgtc
ggccatcgaagtgggtccca

gttgatctcgcaagtagaagg

ttcacctgctaagtgaccac
aaatataaagccgcacgtgc

5
6
7
8

F
R 
F
R 
F
R 
F
R 

9
10
11
12

F
R 
F
R 
F
R 
F
R 

cgaggcgatcactagctgga
ggttcccacagccacccacg
gcatcctataaggggtgctg
tgtttcaggctggccctgaa
ggtgctgagagtaacgaatg
tagcctcaaaacacaggcca
acatccatcctgatgtcagg
aggcacatcagatgaacacg
ctgaacttcagtgcaggttg
acacacacttctcagtcagg
cgaaagccccctttccatca
ccaaccccaccccattcatc
tccccattactttccagctg
ctacctttacgagacgtgac
ttctttgaggtgtgtcgctg
attcacaacccagaggagca
ccagctttcagaagctgtgg
gggcagtggttattatccag
tgaccatcaaccaggaaagc
ggtcagtaggtcagttggtg
tcagtgggacagttgacaga
accagacaatgtggcgaacc
gaagggacaaattccccttg
acaaccgcagagaagggctg

Forward(F)
Reverse(R)

表５ Sgms2とPapss1のPCR プライマー

EL/Sea

C57BL/6J
MSM/ms
C3H/He

図３ Hadh エクソン４に検出した変異
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