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研究成果の概要（和文）：MSM 系統 p53 ノックアウトマウス製作に難渋し、引き続いて研究を継

続し目的を達成する考えである。一方で、マイクロサテライトマーカーによる p53 タイピング

における PCR の条件設定はほぼ定まり、順次条件を調整して安定したタイピングを目指して

いる。新規口唇口蓋裂感受遺伝子の同定には至っていないが、今後、本研究を継続することに

より、該当遺伝子群の同定、解析、臨床面への寄与の可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）：We suffer from MSM p53 knockout mouse production. We continue 

a study continuously and are planning to achieve a purpose. Whereas the condition 

establishment of p53 typing and the PCR which we used microsatellite marker for was 

almost decided. We aim at the stable typing by adjusting a condition sequentially.It have 

not lead to the identification of new susceptibility gene for cleft lip and palate promotion 

yet, but the identification of the applicable gene cluster, analysis of function, likelihood of 

the contribution to a clinical were shown in future by continuing this study. 
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１．研究開始当初の背景 

顎顔面領域において口唇口蓋裂は最も発生率の高

い外表奇形である。さらに本邦発症率は欧米の２

倍(500 人に 1 人)で、我々にはその治療学や病因論

を完結させる急務がある。本疾患に対する研究の

多くは顎顔面発育・言語発育などの臨床研究で、

少しずつではあるが治療効果の向上が報告されて

いる。しかし、治療技術が向上したとしても、手

術瘢痕は残遺し、それに伴う障害が消失すること

はない。したがって、その複雑な病因の一部でも

解明し、発生率を下げることができれば、その恩
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恵は計り知れない。現段階では、病因を論ずる基

礎研究は少なく分子遺伝学的研究は皆無といって

良い。基礎的実験に頻用される CL/Fr 系統マウス

は、高い確率で口唇口蓋裂を自然発生する近交系

マウスであるが、マウスの系統によっては口唇口

蓋裂発症率に系統差が存在することが知られてい

る。一方で p53 遺伝子は癌抑制遺伝子として知ら

れる反面、発生初期の胎児ではアポトーシスを誘

導し奇形の発生を防いでいる。過去に Sah や

Armstrong は p53 ノックアウトマウスにおける脳

ヘルニア自然発生について報告し、また、Nicol

は口唇口蓋裂と benzopyrene 投与との関連性につ

いて、Norimura は放射線照射との関連性について

報告をしている。しかし、口唇口蓋裂には言及し

ておらず、分子遺伝学的な考察はされていない。

Zhang は Msx1 ノックアウトマウス、Rice は

Fgf10/Frfr2b ノックアウトマウスにおいて、口蓋裂

発生原因は口蓋突起での細胞分化増殖の減少によ

るものであると報告しているが、p53 遺伝子の影

響については言及していない。そこで平成 18～19

年若手研究(B)(43340548)の科学研究費補助金を使

用し口唇口蓋裂発生と p53 遺伝子の関連性につい

て注目し研究を進めた結果、我々は CL/Fr 系統 p53

ノックアウトマウスを用いた放射線照射実験から

p53 遺伝子が口蓋裂発症関連遺伝子であることを

証明し、病因解明の糸口に辿り着いた。 
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                              両側唇顎口蓋裂 
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２．研究の目的 

本研究の目的は、上に示した先天奇形誘発マウ

スにおける p53遺伝子欠損口唇口蓋裂感受性マ

ウスを使用して、口唇口蓋裂発症における p53

遺伝子依存性アポトーシスの影響を考察し、口

唇口蓋裂感受性遺伝子の検索をすることであ

る。 

 

３．研究の方法 

人工受精は本学脳研動物資源開発研究分野の協力の

もとで行う。具体的には得られた凍結受精卵を母

マウスに移植(移植日を妊娠 2 日目と規定する)し、

妊娠 8 日、9 日、10 日、11 日、12 日、13 日目に

本学アイソトープセンターにて γ 線照射を行う。

照射後の妊娠マウスは、適切な麻酔処置後、妊娠

19 日目で安楽死させ開腹にて仔胎を摘出し、裂奇

形の有無、体重、他の外表奇形について精査する。

γ 線照射は、0.5Gy、1.0Gy、1.5Gy、2.0Gy、2.5Gy、

3.0Gy とし、照射量および照射時期によって生じ

る裂奇形の傾向を記録する。この時、マイクロサ

テライトマーカーを用いてp53遺伝子欠失型を同

定する。この実験により、最も効率よく表現形を

同定できる条件確認し、この結果を元に他の系統

における照射実験をより効率的かつ円滑に行う。

各系統マウスにおける裂奇形発生頻度と CL/Fr系

統 p53ノックアウトマウスの結果とを比較検討す

し、各系統間での差異を明らかにする。 

（研究の順序） 

(1) MSM 系統 p53 ノックアウトマウス 

野生型マウスであり他の系統より発生頻度は下

がることが予想される。その一方で、照射時期、

照射量を変えることで特徴を考察することがで

きる。 

(2) MSM/B6 マウスの FI p53ノックアウトマウス 

F1 マウスにおける感受性/抵抗性を判定すること

により、口唇口蓋裂がどのような遺伝形式をとる

かが明らかになる。また、各系統で発症率に最も

開きのあった条件をコンソミックマウスでの照



 

 

射条件に設定する。これまでの文献から、FI p53

ノックアウトマウスの口唇口蓋裂発症頻度は、MSM

系統 p53ノックアウトマウスの発症頻度に近づくこ

とが予想される。 

(3) コンソミックマウス 

当初の予測通り MSM 系統は抵抗性、B6 系統は感

受性を示した場合、B6 バックグランドのコンソ

ミックマウスを購入し各染色体毎に照射実験を

行う。この作業を繰り返し感受性遺伝子の存在す

る染色体を検索する。本研究はここまでを最終目

標とする。 

（＊コンソミックマウス：ある１つまたはいくつ

かの染色体が、それ以外の染色体と異なる系統か

らなる固体。例えば、染色体 1 番が B6 系統由来

で、それ以外の染色体が全て MSM 系統由来のマ

ウスを用いて解析をした場合、もし、MSM 系統

マウスと結果が異なれば、異なる結果の原因は 1

番染色体に存在する B6 由来の遺伝子と言及する

ことができる） 

(4) 53 遺伝子の関連遺伝子群の検索 

最も細胞の増殖が盛んな胎生日前後の胎仔口蓋

突起の切片を作製し、形態学的に観察する。具体

的には、胎生 11.5 日から 12 時間毎に 13.5 日まで

の胎仔の口蓋突起部の前頭断連続切片を作製す

る。HE 染色で全体像・細胞核の状態を観察する

とともに TUNEL 法にてアポトーシスの評価、

Brd-U 法にて細胞増殖の評価を行う。そこで、p53

遺伝子型と口蓋突起部の細胞動態および口唇口

蓋裂発生率との関連性について評価・検討を行う。 

また、p53 遺伝子の活性化により発現量の上昇が

知られている p53 関連遺伝子として、p21（細胞周

期制御に関与）、GADD45（DNA 修復に関与）、Bax

（アポトーシスに関与）、MDM2（p53 機能制御に

関与）などがある。p53 遺伝子型や口唇口蓋裂の

有無の違いによるそれらの遺伝子の発現タンパク

量の差異をウェスタンブロット法を用いて解析す

ることで、放射線照射の影響と口唇口蓋裂発生と

の関連性についてさらに進んだ考察が可能になる。 

 

４．研究成果 

実験(1))の MSM 系統 p53 ノックアウトマウス製作

に難渋し、動物実験施設における予期せぬ肝炎ウイ

ルス蔓延なども加わって、実験途中でマウス製作を

やり直した経緯がある。計画が予定通り完遂してい

ないため引き続いて研究を継続し目的を達成する考

えである。一方で、マイクロサテライトマーカー

による p53 タイピングにおける PCR の条件設定

はほぼ定まり、順次条件を調整して安定したタイ

ピングを目指しているところである。 
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