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研究成果の概要（和文）：非症候群性永久歯先天性欠如は、顎口腔領域に見られる最も頻度の高い疾患の一つであるが
、日本人に多く認められる下顎前歯先天欠如など少数歯欠損例の原因は不明である。第3大臼歯を除く下顎前歯のみに
先天欠如を有する1家系32孤発例を対象者として全エクソンシーケンスを実施した。アミノ酸変異がタンパク質の機能
にあたえる影響を予測するプログラムPolyPhen2による検索から12候補変異が抽出された。6例にカルシウム依存性の細
胞接着分子をコードするこれまで先天欠如に関与することが知られていない新規遺伝子内変異が同定された。

研究成果の概要（英文）：Tooth agenesis is one of the most common human developmental anomalies. Molecular 
analyses have previously successfully elucidated the genetic background of severe forms of selective 
tooth agenesis. Here, we report on the genomic analysis of the selective agenesis of one or two 
mandibular incisors using exome sequencing. Patients with nonsyndromic mandibular incisor(s) agenesis 
were found to harbor mutations in cadherin-related 23 (CDH23) after excluding genetic mutations 
previously associated with the nonsyndromic agenesis of multiple teeth, including those in MSX1, PAX9, 
AXIN2, EDA, EDAR, EDARADD, and WNT10A. Mutations in CDH23 are known to cause both Usher syndrome type 1D 
(USH1D) and nonsyndromic hearing loss (DFNB12). The present data indicate that dominant CDH23 mutations 
cause a nonsyndromic phenotype affecting tooth development.

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 
①歯科矯正治療を受診する外来患者 3683 名
について永久歯先天性欠如と全身疾患、なら
びにその家族性について検討した（Eur J 
Orthodont, 30:641-4, 2008）。その結果、ア
レルギーが先天欠如の発現に関与する可能
性を明らかにした。また、家族性についても
調査した結果、永久歯先天性欠如を有する数
家系を見出すとともに、下顎前歯のみに限局
した先天欠如を有する家系の存在を確認し
た。 
歯は骨や軟組織と異なり、環境の影響を受け
にくく、きわめて遺伝的に安定した形質であ
る。ectodysplasin A receptor gene (EDAR)
は毛髪、歯、爪、汗腺、皮脂腺に形成異常を
呈する Ectodermal dysplasia の原因遺伝子
の一つとして知られている。EDAR遺伝子多
型と健常日本人における歯の形態との関連
を検討し、EDAR多型が上顎切歯におけるシ
ャベル型の切歯の程度、上顎中切歯近遠心幅
径に関与することを明らかにした（Am J 
Hum Genet, 85:528-35, 2009）。 
一方、近年 “Exome sequencing（全エク
ソンシーケンス）”により、家族性稀少疾患
の原因遺伝子同定の成功例が報告されてい
る。“Exome”とはヒトゲノムにおけるすべ
てのエクソン領域を示し、その配列に含まれ
る変異が疾患原因の約 85％を説明すると推
定されている。エクソンのみをシーケンスす
ることは形質に関与する多様性（多型）を網
羅的に解析する手法のなかでは安価で、情報
解析の負荷も小さい。永久歯萌出不全は罹患
した歯牙が臼歯部開咬を呈し咀嚼機能に障
害をきたす極めて稀な疾患である。申請者と
研究協力者は優性遺伝形式を呈するわずか 2
家系から、家系内プールを用いた Exome 
sequencing により、その原因因子が
parathyroid hormone 1 receptor geneであ
ることを発見した（J Bone Miner Res, 
26:1655-61, 2011）。興味深いことに、本申請
課題対象疾患である下顎前歯に限局する先
天欠如は日本人に多く、欧米人に少ないとす
る人種差が存在する可能性が示唆されてい
るとともに、今現在、その原因遺伝子探索結
果の報告はなされていない。 
本申請は次世代シーケンサーによる全エク
ソンシーケンスにより永久歯先天性欠如、特
に日本人に多い下顎前歯先天性欠如家族性
症例においてその原因遺伝子を同定すると
ともに臨床的多様性について考察を加える
ことにある。 
 
②これまでの永久歯先天欠如の原因遺伝子
同定に関する最初の報告はすべて欧米の研
究グループからである。これは技術的な優位
性のみならず、発現頻度でも人種差の小さい
病態に対する解析であったためと考えられ
る。これまでの原因因子同定というポジショ
ナルクローニングにおいて最も重要な点は
家系収集にあった。しかし、“ Exome 

sequencing（全エクソンシーケンス）”は、
エクソンのみをシーケンスすることにより
形質に関与する多様性（多型）を網羅的に解
析する手法のなかでは安価であり、情報解析
の負荷も小さく、決して大きくない家系から
原因遺伝子変異同定の可能性を高めること
ができる。 
 
本申請課題は日本人に多いとされる下顎前
歯先天欠如の原因遺伝子について、次世代シ
ーケンサーによる全エクソンシーケンスと
いう先進的手法により世界で始めて挑戦す
るものである。下顎前歯に限局する先天欠如
は日本人に多く、欧米人に少ないとする人種
差が存在する可能性が示唆されているとと
もに、今現在、その原因遺伝子探索結果の報
告はなされていない。日本人における発症
率・出現頻度が高いことは、本研究成果が国
民に還元できるところが大きく、その解明は
急務と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
永久歯先天欠如は、顎顔面領域に見られる
最も頻度の高い疾患の一つである。その原
因に複数の転写因子の変異によって優性遺
伝形式を呈する家族性に引き起こされるこ
とが知られている。一方、近年“Exome 
sequencing（全エクソンシーケンス）”に
より、家族性稀少疾患の原因遺伝子同定の
成功例が報告されている。“Exome”とは
ヒトゲノムにおけるすべてのエクソン領域
を示し、その配列に含まれる変異が疾患原
因の約 85％を説明すると推定されている。
本申請課題の目的は次世代シーケンサーに
よる全エクソンシーケンスにより永久歯先
天性欠如、特に日本人に多い下顎前歯先天
性欠如家族性症例においてその原因遺伝子
を同定するとともに臨床的多様性について
考察を加えることにある。 
３．研究の方法 
本申請課題は既に関連倫理委員会の承認を
得ている。対象者は日本人成人から収集する。
平成 24 年 3 月末までに本申請課題が実施し
うる検体収集が完了する。平成 24 年度にお
いて対象者の臨床情報の収集、解析と並行し
てゲノム解析を行う。ゲノム解析は検体から
の DNA 抽出 → エクソンキャプチャー（Sure 
Select Huamn All Exon Kit）→ シーケンス
（Genome Analyzer IIx）→ シーケンスデー
タ解析（bwa および samtools）→ 変異リス
トの抽出 → 変異リストのフィルタリング
（条件 ①高 LOD領域 ②変異アリルの出現
頻度（0.4～0.6）③新規かつアミノ酸置換）
→ 変異同定。変異同定を経た後、弧発例に
ついても疾患遺伝子のリシーケンスを実施
する。 
このような工程を経て、永久歯先天欠如の原
因遺伝子変異を同定する。 
 



家族性疾患や表現型を規定する遺伝子を同
定する手法（ポジショナルクローニング）は
これまでゲノムを網羅する多型マーカー（以
前はマイクロサテライト、近年では Single 
nucleotide polymorphism; SNP が用いられ
る）を用い多型タイピング情報から、Mendel
疾患遺伝子同定の方法であるパラメトリッ
ク連鎖解析、非メンデル疾患に対応するノン
パラメトリック連鎖解析により試みられて
きた。ポジショナルクローニングにおける候
補領域の絞込みにおいては候補領域が複数
かつ広いことや、検出力が弱いこと、家系収
集が困難であることなどによって原因変異
の同定にまで至らないこともしばしばであ
った。全エクソンシーケンスは、これらの問
題点を解決するSNPアレイでは検出できなか
ったまれな原因となる変異を検出すること
が可能な最も有効な方法である。 
 
①DNA の調整：先天性欠如罹患者を含む家系
のうち罹患者および非罹患者のDNAを厳密に
測定する。 
②エクソンキャプチャー：DNA から DNA ライ
ブラリーを作成し、エクソン配列の DNA 断片
のみを濃縮する。エクソンキャプチャーには
Sure Select Huamn All Exon Kit（Agilent）
を用いる。エクソンキャプチャー法はヒトゲ
ノムの全エクソン領域を選択的に濃縮する
技術であり、本申請課題で使用する
SureSelect Human All Exon Kit（Agilent）
の場合、ベイトとよばれる 120bp のビオチン
化 RNAオリゴを DNAライブラリーとハイブリ
ダイズし、結合した RNA-DNA をストレプトア
ビジン結合マグネットビーズで回収、RNA ベ
イトを消化することで、シーケンスするため
のターゲット DNA を濃縮する。この方法の利
点は安価で、サンプル DNA 必要量も少なくす
むことにある。この手法の採用によりわずか
数日で全エクソン領域のDNAを得ることがで
きる。また、この手法は全エクソンのみなら
ず、カスタムデザインの特定ゲノム領域を回
収するための手法としても利用可能となる。 
③ シ ー ケ ン ス ： Genome Analyzer IIx
（Illumina）にて 100bp のペアエンドにて行
う。 
④シーケンスデータの解析：得られたシーケ
ンスデータ（read）は UCSC hg19 を標準ゲノ
ム配列として、bwa および samtools によって
マッピングおよび変異リスト化する。Read の
信頼性となる coverage depth、変異のコール
は samtools による pileup ファイルを独自に
研究協力者らが開発したプログラムにより
解析し、信頼性も評価した変異リストを DNA
プールのアリル頻度ともに出力し、この変異
リストをフィルタリングすることで、候補と
なる変異を絞り込む。 
⑤フィルタリング： １）連鎖解析の高 LOD
領域に存在する ２）変異アリルの出現頻度
（0.4～0.6） ３）新規かつアミノ酸置換を
伴う ことにより行う。申請者の有する候補

家系は優性遺伝が想定されることから、プー
ルした検体すべてがヘテロ接合となること
が予測されることから、頻度が 0.4～0.6 と
なるものを選択する。 
⑥原因変異の同定から、他の罹患家系、弧発
例について疾患遺伝子のリシーケンスを行
う。候補遺伝子についてすべてのエクソンと
プロモーター領域（1kb）を PCR 増幅し、次
世代シーケンサー(GA II)でリシーケンシン
グを行う。 
⑦各々の症例における変異と臨床的多様性
について考察する。 
 
４．研究成果 
アミノ酸変異がタンパク質の機能にあたえ
る影響を予測するプログラム SIFT 、
PolyPhen2による検索から12候補変異が抽出
された。これまで永久歯先天欠如を惹起する
ことが既に知られている候補遺伝子内変異
の有無を確認した。32 例中 5例が AXIN2 に変
異を認めた。 一方、6例にカルシウム依存性
の細胞接着分子をコードするこれまで先天
欠如に関与することが知られていない新規
遺伝子内変異が同定された。 
これまで非症候群永久歯先天欠如の罹患
に関与することが知られていない新規の遺
伝子は、先天欠如の歯数、部位多様性を部分
的に説明する可能性が示唆される。 
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