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研究成果の概要（和文）：本研究は、矯正歯科分野で従来行われている検査から得られる表現型の定量的評価と
網羅的ゲノムスクリーニングを組み合わせることで、表現型とゲノム構造の関連性を解明し、顎顔面領域の先天
異常疾患の病因遺伝子を同定と新規の顎顔面領域の臨床診断アルゴリズムを構築することを目的とした。
原因遺伝子の同定に至ったのは全体の30％で、候補遺伝子の有る場合無い場合とも遺伝的異質性からか全てに変
異遺伝子が得られるわけではないこともわかり、疾患のリクルートに対して有用な情報の積み重ねが行えた。一
方、表現型に対する遺伝子の機能的な影響とその評価は対象変異をモデル動物での再現が困難など、さらに症例
の蓄積を進める必要があった。

研究成果の概要（英文）：In this research have been proposed to combine quantitative evaluation of 
phenotype obtained from examination which has been conventionally done in the field of orthodontics,
 and comprehensive genome screening. We aimed to identify the pathogenic genes of congenital 
anomalies of maxillofacial and to construct a novel clinical diagnostic algorithm. We worked out to 
clarify the phenotype and genotype correlation used by the patients related to congenital anomalies 
in maxillofacial area. We identified some causative genes. The coverage was about 30% of the total 
analyses. We also found that the mutations were not always the pathogenic genes which were obtained 
from genetic heterogeneity in the absence or presence of the candidate gene. These conclusions has 
been useful for recruitment of disease to accumulate information. On the other hand, we could not 
find out the correlation both functional influences and evaluations of gene related on the birth 
defects were difficult to define.

研究分野： 矯正歯科
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムプロジェクトの進行に伴い分

子レベルでの病態解明を目指した網羅的解

析が精力的に推進され、膨大なオミックス情

報が蓄積されてきている。2004 年に、1 kb

以上のサイズのゲノムコピー数変化として

定義される copy number variation (CNV)が、

先天異常疾患のみならず健常者でもヒトゲ

ノムの30 %以上の領域に存在することが明ら

かにされ、一般集団における表現型の多様性

や疾患感受性などとの関連が報告されてき

ている。また、 2002 年からは Single 

Nucleotide Polymorphism（SNP）をマーカー

にした網羅的ゲノム関連解析（GWAS)が進

められて多大な成果が得られ、2007 年には

次世代型高速シーケンサー（NGS)が登場し

たことで、個人ゲノム時代到来とともに疾患

ゲノム研究のビッグバンが起こっている。こ

のような状況の中で、先天疾患の病態に関わ

る遺伝的背景（ゲノム一次構造異常）を解明

し病態発生機構を理解するためには、単一遺

伝子異常から複雑で大きな CNV 内に含まれ

る多くの遺伝子のコピー数変化ならびにそ

れらの複合（Multi-hit）まで、あらゆる遺伝

子変異に関して検討を行うことが必要にな

っている。さらに、候補遺伝子の病因として

の妥当性やその病態発生機序を解明するに

は、遺伝子機能を実験的に検証し、あるいは

変異の疾患特異性を詳細に評価する必要が

あるが、機能的な検証は遅れている。 

本研究で着目する顎顔面領域の奇形は、先

天異常疾患の 1/3 に付随して出現する表現型

である。先天異常疾患の臨床診断では顔貌な

どの外表所見が有用であるが、その判断は臨

床医の経験に頼り、奇形に対する明確で定量

的な評価基準に乏しいため、疾患との関連を

客観的に検証することが困難である。申請者

は、矯正歯科分野で従来から顎顔面領域の硬

組織と軟組織の計測からの定量的評価を治

療に取り入れていることに着目し、原因不明

の多発奇形を伴う複数症例における顎顔面

領域の表現型の定量的評価と検出された

CNV 領域との関連性（Genotype-phenotype 

relationship）を明らかにすることで新規症候

群を提唱した（J Hum Genet. 2012）。この成

果は本領域では初の試みである。一方で、600

症例以上の多発奇形(MCA)/精神発達遅滞

(MR)症例や顎顔面領域奇形症例の網羅的ゲ

ノムコピー数解析では、70%については未だ

異常が検出されず、また異常領域を検出でき

た例の多くも領域内に複数見出された候補

遺伝子から病態に直結する遺伝子を絞り込

むことが困難な背景がある。 
 
２．研究の目的 
新生児の 3-5％に何らかの先天異常を生じ、

その約 1/3 に顎顔面領域の奇形を認め、機能

面だけでなく社会生活や精神面に大きく影

響するが、病因となる異常が未同定のものが

多い。本研究は、矯正歯科分野で従来行われ

ている検査から得られる表現型の定量的評

価と網羅的ゲノムスクリーニングを組み合

わせることで、表現型とゲノム構造の関連性

を解明し、顎顔面領域の先天異常疾患の病因

遺伝子を同定と新規の顎顔面領域の臨床診

断アルゴリズムを構築することを目的とす

る。そのために、①硬・軟組織の画像診断手

法を用いた顎顔面領域奇形の定量評価の指

標構築と②効率的・段階的ゲノム一次構造解

析とを行い、③結果を統合解析することで病

態関連遺伝子候補をリスト化し、④候補遺伝

子に対して、モデル動物等を用いた発現・機

能解析を行って病因遺伝子を絞り込む体系

的なアプローチを施行する。 

 
３．研究の方法 
顎顔面領域の奇形を伴う疾患を対象に、以下

のように病因遺伝子探索と診断アルゴリズ

ム構築を進める。 

① 顎顔面領域の硬組織・軟組織に対して各種

診断技術を用いた表現型の定量評価を行

う。 

② 臨床診断から、既知疾患は既報の病因遺伝

子の検索・同定と表現型との関連性の再評

価を行う。 



③ 本態不明の疾患は SNP アレイ解析を施行

し、CNV、ヘテロ接合性消失や片親性イ

ソダイソミーを検出する。検出された異常

を検証し、異常領域を決定して病因関連遺

伝子候補を得る。 

④ アレイ解析で異常が検出されなかった症

例は、表現型ごとに細分化し NGS を用い

たエクソーム解析を行い、検出された異常

を検証し病因関連遺伝子候補を得る。 

⑤ 候補遺伝子に対して、表現型との関連性か

ら絞り込みを行い、さらにモデル動物を用

いた発現・機能解析（ゼブラフィッシュを

用いた形態機能解析、胎児期マウス標本を

用いた発現解析）を行う。 

以上の結果を統合し、データベースを構築し、

それぞれの過程にフィードバックする。 

 
４．研究成果 

研究期間において合計 27 名（共同研究機関：

徳島大学人類遺伝学分野症例を含む）を収集

した。男女比は、男性：10 名、女性：17 名

であった。3 年間のうち、最初の 2 年間にお

いて症例収集を行った。解析結果の内訳とし

て、原因遺伝子の同定に至った症例が 9 名

（33.3％）、疾患と関連する要因が特定できな

かった症例が 14 名（51.9％）、候補遺伝子の

絞り込みには至ったものの、原因遺伝子の同

定には至らなかった症例が 2 名（7.4％）であ

った。残りの 2 名は保因者であった。本研究

の変異検出率に対する診断同定率は、既報の

結果と概ね一致する約 3 割であった。 

候補遺伝子のある場合ない場合とも、遺伝的

異質性からか、全てに病因と考えうるような

変異遺伝子が得られるわけではないことも

わかり、初年度には今後の疾患のリクルート

に対して有用な情報の積み重ねが行えた。一

方、これに伴う表現型に対する遺伝子の機能

的な影響に関しては、各疾患に対する症例が

少ないこと、得られた変異を用いモデル動物

作製を試みるも顎顔面形態の評価を正確に

再現するほどの再現性がとれないなど困難

な点が多く、さらに症例収集を進め、各疾患

ごとの表現型データの蓄積を進める必要と

短期間で結果を得るためのモデル動物の選

考が今後の課題である。 

① 顎顔面領域の硬組織・軟組織に対して各

種診断技術を用いた表現型の定量評

価：顎顔面領域の硬組織に対して側面セ

ファロ規格写真を用いたポリゴン分析

を行い、日本人を基準としたモデルを用

い、性別および年齢別の評価を施行した。

疾患に顕著な硬組織変化として定量評

価できる部位を検出するために健常者

との比較を行った。症例数が少ないこと、

軽度の変化では健常との差が表出され

ないことが問題点として挙げられた。一

方、軟組織は 3D 画像および 2D のデジ

タル写真画像を用いて検討を試みた。研

究期間の年数では経年変化が十分追え

ないため、成長発育による変化を反映す

ることは困難と判断し、2D デジタル画

像と既報の報告等（Kochel et al., 2010）

を参考に基準点の選定を行うことから

検討した。健常者の設定と患者とを有用

に鑑別できる点を検討したが明確な結

果を得ることができなかった。また、一

地点での定量性評価は可能であったが、

症例数の問題から、定量性の再現がどこ

まで取れるのかを判断するだけのデー

タ数をそろえることができなかった。さ

らに、使用した機種の特性上、毛髪や眉

毛などの黒い部分が描出できないこと

は先天異常疾患の顔貌的特徴を正確に

表現できないことから、本アルゴリズム

の構築で目的としている診断への応用

は現状では困難と判断した。 

② 臨床診断から、既知疾患は既報の病因遺伝

子の検索・同定と表現型との関連性の再評

価：当該研究機関において既に他科受診が

あり、それに伴い複数名の医師が診察して

いる疾患は、各科で臨床診断がついている



ため全身検索も十分進められている状態

であった。そのため、診断がつかない理由

としては、これまでの遺伝子検索手法では

見いだせなかった症例、あるいは十分な検

索を施行されていなかった症例、およびそ

もそも遺伝学的診断の機会がなかった症

例が主であった。そのため、既知疾患の原

因遺伝子としてすでに報告のある遺伝子

をターゲットとして、解析を進めた。結果、

基底細胞母斑症候群の 1 例、Stickler 症候

群の 2 例、大理石骨病の 1 例、先天性眼

振の兄弟例３例において、臨床診断と一致

する原因遺伝子変異を認めた。また、

Mesomelia-synostoses 症候群の 1 例につ

いては染色体構造異常による欠失を検出

し、疾患と関連するゲノム構造異常を同定

した。少ない症例数ではあるものの、正確

で詳細な臨床所見が専門科の医師により

規定され、複数の所見を認める場合は、遺

伝子解析結果においても臨床診断と矛盾

しない結果が得られることが示唆された。

一方で、新規変異として検出した症例も臨

床所見による十分な裏付けがあることか

ら妥当性を維持できると考えられるが、モ

デル動物等の機能解析まで追いつかず、デ

ータベース上の蓄積が主体になっている

現状がある。本研究に関わらず、遺伝子変

異症例においては④で検討したような機

能解析への着手が早期に求められると考

えられた。新規変異を認めた基底細胞母斑

症候群、先天性眼振の兄弟例、および既報

の報告と一致する変異を認めた Stickler

症候群は、結果として論文報告している。

また、新規変異を認めた大理石骨病につい

ては、現在投稿準備中である。また、

Mesomelia-synostoses 症候群の 1 例につ

いても論文報告済みである。 

③ 本態不明の疾患に対する遺伝子解析お

よびアレイ解析で異常が検出されなか

った症例：本体不明の疾患で、MCA/MR

（ multiple congenital anomalies / 

mental retadation）を伴う 1 例につい

て、これまでの遺伝子解析手法では原因

を特定できていなかった症例であった。

それに対して、ゲノムリアレンジメント

によって生じたと考えうる複雑な染色

体構造異常を同定し、報告した。本疾患

の詳細な遺伝子解析は本邦初であり、複

雑な染色体構造異常のメカニズム解明

の一助となると考えられた結果である。 

④ モデル動物を用いた発現・機能解析：得

られた疾患原因遺伝子に対して、モデル

動物での発現解析を検討した。モデル動

物として、研究期間を考慮し、短期間で

結果を確認できるゼブラフィッシュを

選定した。Pilot study として、野生型ゼ

ブラフィッシュの頭部の表現型評価を

行うために計測ポイントをオリジナル

で規定した。硬組織をアリザリンレッド

により染色することで、明瞭化した。そ

れを基に、距離計測による頭部骨格の計

測を行った。さらに、野生型に対して、

モルフォリノオリゴ注射による刺激に

よって表現型に与える影響に関して検

証した。結果、野生型の頭部の距離計測

において個体差が大きくでてしまい、

SD 値の規定が困難であった。また、注

射の刺激による表現型への影響につい

ては、成長発育に伴い、キャッチアップ

を認める個体も認めたものの、手技・操

作によるバラツキや個体差が大きく出

てしまう結果となり、今後の検討が必要

であった。 
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