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Abstract：We　have　examined　about　the　relationship　between　cleft　lip　with　or　without　cleft　paiate　and　three

genetic　loci◎f　F13A1（6p253－p24．3），　Dl6S539σ6q24）and　BCL3（19q13．2）．　At　first，　we　extracted　genome

DNA　frorn　the　77　patients　and　their　parents　that　were　obtained　written　and　oral　informed　consent．　Secon．dly，

w，amplifi・d・a・h　DNA　u・i・霧th・mi・r・・at・11it・m・rk…fg・n・tl・1・・i・Th・・w・d・亡ect・d　a11・1es　by　8％

P。1y。，・yl・mid・g・1・1ect・・ph・resi・．　Finally，　w・p・・f・rm・d・t・a・・mi・si・・di・eq・ilib・i・m　t・・t（TDT）・・d・・

association　test．　The　resu正ts　of　the　TDT　were　P＝α995（X　L’＝O．067）at　F13A1，α167（λ÷黛124》at　D16S539　and　O．679

（X・－1．512）、t　BCL3．　The　empi・ical　P　values・f　three　g…ti・エ・d　wereα379，0・798・nd　O・82＆・espectiv・1y・　W・

could　not　find　a　statistical　significance　either　in　each　1ocus　or　ally　speci痘c　allele，　so　transmission　disequilibrium

was　not　approved．　However，　the　P　value　in　D16S539　was　com、paratively　low，　and　we　got　comparatively

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りhigh。mpi，ical　P・・1ues　i・D16S539・・d　BCL3．　The　re・ult・・f　the　ass・・i・ti・・t・・t　were　P＝O・062（ズ＝7・33）・t

F13A1，α088（κ2躍10．99）at　D16S539　andα061α2瓢7．36）at　BCL3．　The　P　values　were　approximate　to　statistical

significance　althougll　we　could　not　f三nd　a　significant　difference　between　patients　and　control　subjects　These　lines

of　evidence　do　not　suggest　a　significant　result，　but　are　not　the　results　that　denied　actively　F王3A1，　D王6S539　and

BCL3　as　candidate　genes．　We　need　to　accumulate　the　case　and　analysis　further　more　ln　the　future．

抄録：唇裂・唇顎口蓋裂（CL／P）におけるF13Al　（6p25．3－p24．3），　D16S539（16q24），　BCL3（19q132）の3つの

遺伝子座と本疾患の関連について検討を行った。インフォームドコンセントの得られたCL／P　77家系の患者および

両親231名からゲノムDNAを抽出し，各遺伝子座のマイクロサテライトマーカーを用いてPCR増幅後8％ポリア

クリルアミドゲル電気泳動にてアリルを検出した。TDTの結果F13AlにおいてP＝O．995（X　2＝O．067），　D16S539

においてP・O．167（κ2＝9124），BCL3においてP＝O．679（，X　2＝：1．512）であり，検出力はそれぞれO，379，0．798，0．828

であり，各遺伝子座および特定のアリルにおいても統計学的有意差は得られず，伝達不平衡は成立しなかった。し

かし，D16S539におけるP値は比較的小さく，検出力はD16S539とBCL3はともに比較的高い値が得られた。相

関解析における結果は，F13AlにおいてP＝O．062（X2　：7．33），　D16S539においてP＝O．088（X　L＝10．99），　BCL3にお

いてP　・O，061（X　L’＝7．36）であった。各遺伝子座においてt健常入と患者およびその両親の問に相関を見いだすに

は及ばなかったが，P値は有意確率に近い結果が得られた。以上から有意な結果は得られなかったものの・F13A1・

一11－一
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D16S539,BCL3を候補遺伝子として積極的に否IJLiする結果でもなく,今後,症例の蓄積と更なる分析の必要性が考

えられた｡

緒 言

口唇 ･口蓋裂 (CL±P)の発生原因には,環境的要

因と遺伝的要因が考えられておりい,候補遺伝子に関す

る分子遺伝学的分析はこれまでにも国内外で多数報告

されてきた 2-矧l｡しかし確定的な報告はなく,未だに

原因遺伝子の同定には至っていない｡私たちも,これま

でにBCL3および近傍の遺伝子座 (19q13.2)について,

唇裂 ･唇顎口蓋裂 (CL/P)多発家系の連鎖解析を行い,

左側および両側裂を示す家系においてこ庄連鎖解析で最

大LOD (logarithmofodds)スコア1.70,多点連鎖解

析で1.91と比較的高い値を得たものの明らかな連鎖を

示すには至らなかったと報告し2',今後の再検討が必要
であると考えた｡

疾患多発家系を対象として行う連鎖解析は,相対危

険度の高い疾患遺伝子座については極めて有効な手段

である30)とされているが, 日本人集団の中ではCL/P

多発家系が少ないこと,本疾患はcommondiseaseと

同線に相対危険度が低いと予想されることなどの問題

がある｡ これに対 し,伝達不平衡解析 (transmission

disequilibriumtest:TDT)31'や相関解析などの連鎖不平

衡解析は,多数の小家系を収集することにより,相対危

険度の低い遺伝子座でも分析が可能である32･'という利

点を有しており,今後は以上のような対象および遺伝統

計学的手法にて分析を行っていく必要があるO

近年,ハイスループット解析技術の進歩により,杏

疾患のゲノムワイド分析に関する報告がなされるよう

になってきた02000年prescottら3Jは,英国人92家系

について鳳患同胞対分析を行い,8個の染色体上で関連

を認めたと報告した｡また2002年Marazitaら4才は,中

国人36家系について多点連鎖解析およびTDTを行い,

それぞれ7個,10個の染色体上で関連を認めたと報告

したO そこで私たちは,これらの報告で関連の認められ

た染色体蘭域の中から,高い多型性を有するF13Alお

よびD16S539を選定し,BCL3と合わせた3つの遺伝

子座について,日本人家系における本疾患との関連につ

いて検討を行った｡

対象および方法

1.患者および両親

新潟大学医歯学総合病院口腔外科顎顔面外科診療室を

受診したCL/P患者のうち,インフォームドコンセント

の得 られた患者およびその両親を含む77家系231名を

対象としたCなお,合併奇形を有する,症候群あるいは

その疑いと診断される.従来からCL/'Pとは遺伝系統が

異なるニi3)と考えられている口蓋裂単独の患者を含む家

系は除外した｡ 本研究を施行するにあたっては,新潟大

学歯学部倫理委員会の審査と承認を受け,対象家系には

研究の主旨を十分に説明して同意書に署名をいただいた

上で末梢血採血を行ったO患者の裂型の詳細は,唇顎口

蓋裂63名.唇顎裂12名,唇裂2名で,孤発例が71家系.

片親もしくは同胞に同種疾患を有するものがそれぞれ2

家系,4家系であった (衷 lL)｡

表 1‥患者裂型と家系について

患者裂型 唇顎口蓋裂 63

左側

両側

右側

唇顎裂

左側

両側

右側

唇裂

左側

2

9

1

2

家系 孤発例 71

家系内発現例 6

片親

同胞

計 77

2.マイクロサテライトマーカー

遺伝子マーカーには,F13Al(6p25.3-p24.3).D16S539

(16q2軋 BCL3(19q13.2)の3つのマイクロサテライ

トを用いた｡F13AlとD16S539は4塩基繰 り返 しの

tetranucleotiderepeatmarker,BCL3は2塩基繰り返

しのdinucleotiderepeatmarkerであり,これらの各

遺伝子座について,既報告3卜36)またはTheGenome

Database(GDB)に登録されているゲノム情報をオン

ライン検索 (http://www.gab.org/)し プライマーを

設定した (表2)O

- 12 -
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表 2.遺伝子マーカー

遺伝子座 染色体領域 プライマー塩基配列 (51-3■)

F13Al34)6p25.3-p24.3 F:-GAGGTTGCACTCCAGCCTTTGCAA-

R:-TTCCTGAATCATCCCAGAGCCACA-

6S53935)16q24 トGATCCCAAGCTCTTCCTCTT-

R:-ACGTTTGTGTGTGCATCTGT-

BCL336) 19q13.2 F:TGGCATAAATGTTGAGTAAG-

R:一丁AAGGGCGAGTATTGTTTCA-

3.PCR増幅およびアリルの検出 2)

EDTA添加末梢血を10倍量の0.2%NaClを加えて溶

血後,遠心分離により有核細胞を採取し,TNEbuffer

(20mM Tris-HCl,100mM NaCl,1mM EDTA,pH7.5)

と0.50/.SDSおよびProteinaseK (Merck社)100pg/

mlを加えて58℃で一晩消化し,phenol/chloroform抽

出後,ethanol沈殿でゲノムDNAを回収した｡

PCR反応溶液の組成は,ゲノムDNA50ng,10mM

Tris-HCl(pH8.3),50mMKCl,1.5mMMgC12,dNTP

i200FLM,AmpliTaqGoldTM (AppliedBiosystems

社)1単位,プライマー各0.2pMで,25plの反応系

とした｡PCR条件は,denature94℃1分,annealing

57℃1分,extension72℃1分を40回繰り返し,DNA

を増幅した｡

上記のPCR産物8JJlに等量のform amideloading

bufferを加えて95℃にて熱変性させ,8%ポリアクリ

ルアミド変性ゲル (8M尿素,アクリルアミド:ビス

-29:1)で電気泳動を行った｡その後,銀染色 (Bio-Rad

社)にて各アリルを検出し,遺伝子型を判定した｡

4.遺伝統計学的手法

連鎖不平衡解析として,TDTおよび相関解析を行っ

た｡TDTに関しては,multi-allelicな場合に使えるよう

に拡張されたextendedTDT(ETDT)packageVer.2.5

(http://www.gene.ucl.ac.uk/users/dcurtis/software.

html)37･38)を用い,TDTの有意確率をモンテカルロ法

で求めるMCETDTprogramにて検出力を算出した｡

相関解析に関しては,患者77名と健常日本人のアリ

ル頻度について統計解析ソフトSPSSforWindowsVer.

12.OJを用いて分析を行った｡なお,各遺伝子座におけ

る健常 日本人のアリル頻度については既報告2,39,40)の

データを用いた｡

13

結 果

1.遺伝子多型

患者および両親の試料から,各遺伝子座のアリルはF13Al

では283-295bpの4種類,D16S539では131-137bpの4

種類,BCL3では157-181bpの7種類のアリルが検出さ

れ,多型が認められた (図1)｡

父子母父子母父子母
295291283 169173173 137137137
291283283 169173173 131131131

1)F13A1 2)D16S539 3)BCL3

図1.遺伝子多型 (8%ポリアクリルアミド変
性ゲル電気泳動像)

各電気泳動像の横および下の数字は

各々のアリルの塩基数を示す｡

2.TDT

各遺伝子座 におけるTDTの結果,F13Alにおい

てp-0.995(x2-0.067),D16S539に お い て p-0.167

(x2-9.124),BCL3においてp-0.679(x2-1.512)であ

り,検出力はそれぞれ0.379,0.798,0.828であった (慕

3)｡ なお,各アリルにおけるTDTの結果を表4に示

す｡いずれの遺伝子座および特定のアリルにおいても

統計学的有意差は得られず伝達不平衡は成立しなかっ

たが,D16S539におけるP値は比較的小さく,D16S539

とBCL3においてともに比較的高い検出力を得た｡

3.相関解析

F13Alにおいてp-0.062(x2-7.33),D16S539におい

てp-0.088(x2-10.99),BCL3においてp-0.061(x2-7.36)

であった｡各遺伝子座において,健常人と患者およびそ

の両親の間に相関を兄いだすには及ばなかったが,有意

確率に近いP値を得たO

表3.各遺伝子座におけるTDT

遺伝子座 自由度 x2値 P値 検出力

F13A1 3 0.067 0.995 0.379

D16S539 6 9.124 0.167 0.798

BCL3 3 1.512 0.679 0.828

- 13 -
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表4.各アリJ吊こおけるTDT

遺伝子座 アリル

F13Al

伝達 非伝達 x2億 p値

283 56

287 23

291 0

295 75

55 0_286

20 0.231

4

75 0.176

D16S539 157 1

161 27

165 42

169 41

173 33

177 9

181 1

0.593

0.631

0.675

2

51 1.058

23 4.550

31 0.472

34 0.620

12 1.484

1

0.304

0.033

0.492

0.431

0.223

BCL3 131 27

133 15

135 82

137 30

22 0.074 0.786

14 0.681 0.409

82 0.400 0.527

36 0.862 0.353

表5.相関解析

遺伝子座 アリル
アリル頻度

患者 対照 2･39･40)
x2億 P侶

F13Al 283 0.503

287 0.009

291 0.089

295 0.398

0.596 7.33

0.032

0.092

0.280

0.062

D16S539 157 0.013

161 0.163

165 0.317

169 0.255

173 0.092

177 0.157

181 0.003

0.008 10.99

0.099

0.192

0.243

0.172

0.280

0.006

0.088

BCL3 131 0.258

133 0.544

135 0.050

137 0.148

0.027 7.36

0.818

0.007

0.149

考 察

CL±Pの候 補 遺 伝 子 に 関す る研 究 は,1987年

Eibergら5)により報告された血液凝固第13因子F13A

が最初であるO 彼 らはデンマーク人のCL±P多発58

家系についてF13Aの血清蛋白型を分析してこ点連鎖

解析を行い,最大LODスコア3.66を得たと報告した｡

一万,本疾患に関して初めて分子遺伝学的分析を行っ

たのは1989年のArdingerら6)で,米国人のCL/P孤
発例80名とα型形質転換増殖因子 TGFA (2p13)の

制限酵素 TaqI断片長多型 (restrictionfragmentlength

polymorphism:RFLP)について解析を行い,連鎖不平

衡解を認めたと報告した｡その後,多数の研究機関で

検索T～15''が行われるようになり,本邦でも日本人集団

について小薄ら8',佐藤13',Tanabeら141の報告がみら

れるが,一致した見解は得られていない｡これに対して

F13Aは,後にF13Al(6p25.3-p24.3)や近傍の領域に

-14-
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ついて分子遺伝学的分析が行われるようになった16-lLq一

がTGFAに比べて報告は少なく.特に日本人集団では

検討されておらず今後の分析が待たれていたo

l995年Steinら19-は,顔面形成に関連が推測される

22の遺伝子について,米国人のCL!/P多発39家系につ

いでマイクロサテライト多型を分析したDこのうち遺伝

的同質性試験で選定した17家系において,癌原遺伝子

BCL3(19q13.2)の遺伝子座において多点連鎖解析で最

大LODスコア7.00,伝達不平衡解析 (TDT)でも連鎖

不平衡が認められたと報告した｡BCL3遺伝子は,B細

胞型慢性リンパ性白血病 (B-CLL)の転座点近傍に位置

する遺伝子41Jで後にWyszynskiら20}が米国人45家慕,

メキシコ人22家系について,Martinelliら31'がイタリ

ア人40家系について,Gasparら22)がブラジル人98家

系について検索を行い,関連性を認めたと報告した｡私

たちも,日本人CL/P多発14家系の連銀解析を行い,

左側および両側裂を示した9家系において,明らかな

連鎖を認めるには至らなかったが,二点連鎖解析で最大

LODスコア1.70,多点連鎖解析で最大LODスコア1.91

と比較的高い値を得たと報告2-し,有力な候補遺伝子の

一つとして今後も詳細を検索する必要があると考えたo

その他のCL±P候補遺伝子については,5,10-メ

チレンテ トラヒドロ葉酸還元酵素MTHFR(1p36.3)23･

L'li.β型形質転換増殖因子TGFB2(lq4押 目),TGFB3

(14q24)9-1日3-15･25-,ホメオティック遺伝子 MSXl

(4p16.3-16.1)8･9･11･13･15･25㌧ ヒト白血球抗原HLA(6p21.3)

l脚 ,レチノイン酸受容体遺伝子RARA (17q12)7･2ト 29'

などが報告されている｡それらの遺伝統計学的手法は連

鎖解析,雁患同胞対分析,TDT,相関解析など様々な

手法が用いられているが,未だに原因遺伝子の同定には

至っていない11㌔ 私たちは,既報告2)においではCL/P

多発家系を収集し,パラメトリック連鎖解析法によって

分析を行ったが,日本人集団にはCL/P患者を含む大家

系は少なく,有周な結果を得にくい点を指摘し,今後は

多数の小家系についてノンパラメトリック連鎖解析法や

TDTを用いて分析することが有用であると考えた｡

近年,感受性遺伝子を同定することが困難な多因子

遺伝疾患に対し 全染色体上に配置した遺伝的多型マ-

か-を用いてゲノムマッピングを行うことにより,疾患

の遺伝的基盤情報を得る試みがなされできた｡2000年

Prescottら3)は,CL/Pの雁息同胞対を含む英国人92家

系に対し,第一段階で400個,第二段階では118個のマ

イクロサテライトを用いてゲノムワイドに多型解析を行

い,GENEHUNTER43)等によるノンパラメいノック連

鎖解析の結果,1p36,2p13,6p弘23,6p25,8q23124,

11p12-14,12pll-q24,16q22-24,Ⅹcen-q21において関

連を認めたと報告したOまた2002年Marazitaら4､は,

中国人CL/P多発36家系を用いて387個のマイクロサ
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テライト多型を検出し 多点連鎖解析で第1,乱3,孔6.

18,21染色体,TDTで第3,5,6,7,9,ll,12,16,

20,21染色体に関連を認めたと報告した｡ そこで私た

ちは,この両報告において関連が認められた遺伝子範域

内あるいは近傍にある遺伝子座のうち,これまでCL±

Pの候補遺伝子として報告されたものの日本人集団では

検討されていないF13Alt6p25.3-p24.3).F13Alととも

に高い多型性を有し.法医学の分野において個人識別な

どに有用なマイクロサテライトマーカーとされている3L･'･

-1O'D16S539(16q24)に注目し これらに加えて有力な

候補遺伝子の一つと考えられるBCL3(19q13.2)の3遺

伝子座について.多数の小家系を収集して,TDTと相

関解析によって分析を行うこととした｡

本研究の結果,TDTによって各遺伝子座および特定

のアリルでの統計学的有意差は得られず,伝達不平衡は

成立しなかったc LかLD16S539におけるP値は比較

的小さく,D16S539とBCL3においでともに比較的高い

検出力を得た｡また相関解析においでは,各遺伝子座で

健常人と患者およびその両親の間に相関を兄いだすには

及ばなかったが,有意確率に近いP値を得た｡ これらは,

有意な結果は得られなかったもののF13Al,D16S539

およびBCL3を候補遺伝子として積極的に否定する結果

でもなく,更なる検釦 こよって有意な結果を得られる可

能性が考えられる｡ 本疾患のように相好危険度が低い

と考えられる疾患では症例数が大変重要であり,本研究

で検索を行った77家系では十分な結果を得るには不十

分であると考えられるO 今後更に症例を蓄積して再検討

を行う必要があるが,現実的に1つの施設だけでは症例

数にも限界があり,将来的には多施設共同研究の形態で

1.000例以上の親椀で検索を行っていくことが望ましい

であろうD

本研究では,マイクロサテライト遺伝子多型を用い

て解析を行ったが,マイクロサテライトは多型性が高

く,時として10種類以上アリルを有 し,少な くとも

100kb以上にわたって連鎖不平衡を維持することが知

られているWoしたがって30億塩基対からなるヒトゲ

ノムの全染色体領域にわたり100kbに1個の間隔で計

3万個のマイクロサテライトマーカーを設定 ･配置すれ

ば,ゲノムワイドに連鎖不平衡マッピングを行うことが

可能になると試算される45)Oこれに対し,SNP(single

nucleotidepolymorphism)は2種類の多型しかないが,

ゲノム上の300-500bpに1つの割合で存在し,マイ

クロサテライトの出現頻度 (数十～数百kbに1つ)の

数百倍の高頻度を示すため,ゲノム全体での多型性は高

い1̀67という利点があるO 今後あらゆる疾患の感受性遺

伝子を同意する際,このようなゲノムワイド分析が関

連を示唆する遺伝子領域を100kb程度に絞 り込んだ後.

各感受性候補領域内に存在するSNPマーカーを聞いて

-15-
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case-controlstudyを行うことが有効である矧 と考えら

れているが.この手法を本格的に行うためには大規模で

多額の予算による研究が必要となってくる｡ そのために

本研究では,ゲノムワイド分析を行った既報告で関連が

示唆きれる遺伝子領域内のうち,特にF13Al,D16S539

にマーカーを絞って検討を行ったC今後はこれらの遺伝

子座近傍のSNPについても詳細な分析を行って再検討

する必要があると考えている｡

ところでCL±Pの病因解析については.1970-80

年代のマウス系統を用いた研究から1990年代から現在

に至るヒトゲノムに対する研究を経て,遺伝子解析技術

の飛躍的な進歩により再度動物モデルの有用性が認識

されつつある｡動物モデルはヒトのように検体数で制限

を受けず,交配が自由で遺伝様式の理解が容易で任意に

コンジェニックマウス等を制作することができるため.

多因子遺伝疾患の解析には最適と考えられる｡2001年

Juriloffら471は,口蓋裂感受性マウスと正常マウスを用

いて第11,13染色体に候補遺伝子 (lLlr1,EluP)を見出し,

ヒトにおいでは17q,5q′′9qに相当すると報告した｡今

後は動物モデルにおいでも様々な研究が行われ,CLAP

の発癌機構についての仮説や新たな候補遺伝子について

探求がなされ,ヒトゲノム研究にフィードバックしてい

くことも重要と考える｡

結 章玉
口lコ

今回私たちは,合併奇形を認めないCL/P患者および

その両親について,TDTおよび相関解析によって本疾

患とF13Al,D16S539,BCL3との関連を検討した｡ い

ずれの遺伝子座についても統計学的有意差は得られな

かったが,TDTにおいて高い検出力を認め,比較的小

さなP億を示す遺伝子座もあること,相関解析において

有意確率に近い値を示したことから.今後の症例の蓄積

と更なる分析の必要性が考えられたO
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