
新美らは口唇，口蓋裂自然発生A/J系マウスに葉酸を妊
娠前から妊娠期間中を通して経口投与し，口唇・口蓋裂
の発生が減少したことを8, 9），また，Tolarovaら，Shaw
らは妊娠前から器官形成期まで葉酸を含むビタミン剤を
母親が摂取することにより口唇口蓋裂の発症率が低下し
たことを報告し10, 11），口唇・口蓋裂の発症と葉酸との関
わりが知られるようになった．そのため，血清葉酸濃度
に影響を与えるとされている遺伝的要因として，葉酸の
代謝関連酵素である葉酸代謝還元酵素遺伝子5,10-meth-
ylentetrahydrofolate reductase （MTHFR） 遺伝子が注
目され，検討が行われているが，未だ一定の見解の一致
が得られていない． そこで， 著者はMTHFRの酵素活
性を低下させるMTHFR遺伝子の塩基677番目と1298
番目の多型が，口唇・口蓋裂発症と関連があると報告さ
れていることに着目し，日本人孤発性非症候群の口唇・
口蓋裂患者について検討を行った．

対象および方法

対象は，獨協医科大学病院口腔外科ならびに愛知学院
大学歯学部附属病院口唇口蓋裂センターにて治療中でイ
ンフォームド・コンセントが得られている孤発家系の非

緒　　言

口唇・ 口蓋裂は， 日本人では1,000人あたり1.82〜
2.06人の発症率を認め，顎顔面領域でもっとも頻度の高
い先天異常である1）．その発生は一般には遺伝的要因と
環境的要因が複数関わる，多因子しきいモデルで説明さ
れているが，未だその詳細は不明である2）．遺伝的要因
として，口唇・口蓋裂の候補遺伝子はTGFa，TGFb 3，
MSX1，GABRB3，RARA，BCL3などが報告され3, 4），
環境的要因としては妊娠期間中における喫煙，アルコー
ル，薬剤，ウィルス感染などとの関係が知られている5）．

近年，母体のビタミン欠乏は先天奇形を発症し，妊娠
期間中に葉酸を含むビタミン剤を投与すると，先天奇形
の発症を減じ5〜7），特に，妊娠初期における葉酸の予防
投与が神経管閉鎖障害 （Neural tube defects， NTDs）の
予防に有用であることが報告された6, 7）．さらに，瀧ら，
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日本人孤発性口唇・口蓋裂発症に関する
5,10-methylentetrahydrofolate reductase （MTHFR）  

遺伝子 C677T・A1298C多型の解析
獨協医科大学 口腔外科学

越路千佳子

要　旨　口唇・口蓋裂の発症は多因子遺伝と考えられ，未だ原因の詳細は不明である．著者は，葉酸の代謝
関連酵素であるMTHFR遺伝子のC677TならびにA1298Cの多型が日本人孤発性非症候群の口唇・口蓋裂の発
症と関連するのか検討を行った．対象は口唇・口蓋裂患児240症例，その父親103症例，ならびに母親153症例
で，健常人68名を対照とした．多型の検出は血液よりDNAを抽出し，PCR増幅と制限酵素処理により，C677T
多型とA1298C多型の発現について，1．ケース・コントロールスタディ症例群，2．伝達不平衡テスト，3．ハ
プロタイプ解析について分析した．その結果，MTHFR遺伝子 C677TおよびA1298C多型は，日本人の口唇・
口蓋裂発症と関連はないものと考えられた．その理由として，MTHFR 677 （C→T）変異，1298（A→C）変異
のホモ結合体の割合が低いこと，人種間の相違などが考えられたが，TT多型の頻度は比較的高い傾向を示し，
血清葉酸濃度や血清ホモシステイン濃度との関係について検討する必要があると思われた．
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2）PCR増幅
GeneAmp PCR System 9700 （Applied Biosystems）

を用いて行った．
C677T多型： プライマーの塩基配列はForward；5’-

TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3 ’， Re-
verse；5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’ 12）（増
幅フラグメント198 bp）とし，PCR反応液には0.5 mM
のDNA を鋳型として， 各プライマーを0.2 mM，Pre-
mix Taq （タカラバイオ株式会社）が含まれた全量10 ml
の反応液中で行った．PCRの条件はプレヒートを94℃
で5分間行い，その後，変性を94℃で1分間，アニーリ
ングを64℃で1分間，伸長を72℃で1分間とし，これを
1サイクルとして，30サイクルを行い，最後に72℃で5
分間追加伸長反応を行った．

A1298C多型： プライマーの塩基配列はForward；
5’-CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA CTA C-3’， 
Reverse；5’-CAC TTT GTG ACC ATT CCG GTT TG 
-3’ 13） （増幅フラグメント163 bp）とした．PCR反応液
には1 mMのDNAを鋳型として， 各プライマーを0.25 
mM，Premix Taq （タカラバイオ株式会社）が含まれた
全量10 mlの反応液中で行った．PCRの条件はプレヒー
トを94℃で5分間行い，その後，変性を94℃で1分間，
アニーリングを57℃で1分間，伸長を72℃で1分間とし，
これを1サイクルとして，35サイクルを行い，最後に72
℃で5分間追加伸長反応を行った．

3）制限酵素処理
制限酵素は，C677T 多型はHinf I（タカラバイオ株式

会社）を，A1298C多型にはMbo II（タカラバイオ株式
会社）を使用し，制限酵素断片は4％のアガロースゲル
を用い，電気泳動後，エチジウムロマイド溶液に浸し，
トランスイルミネーターよって多型の検出を行った．
C677T多型はMTHFR遺伝子の塩基677番目で野生型
をCC型（以下677CC），ヘテロ型をCT型（以下677CT），
劣性型をTT型（以下677TT）と，A1298C多型は野生
型をAA型（以下1298AA），ヘテロ型をAC型（以下
1298 AC），劣性型をCC型（以下1298CC）と遺伝子型を
分類した．

統計的検定はFisherの直接確率検定， TDTはMczne-
mar検定およびハプロタイプ解析はRabinowitzらのc 2

検定を用いた．

結　　果

1. ケース・コントロールスタディ
1）MTHFR C677T多型について

（1） 症例について （表1）

症候性口唇・ 口蓋裂患児240症例， その父親103症例，
母親153症例である．なお，対照は，本人および家系内
に口唇口蓋裂などの先天異常を有していないボランティ
ア68名とした．

方法は末梢血液からDNAを抽出し，PCRによる目的
領域の増幅と制限酵素処理により多型の検出を行い，
C677T多型とA1298C多型の発現について，以下の方法
を用いて検討した．

1. ケース・コントロールスタディ
患児（以下，症例群）とその父親（以下，症例の父親群）

および母親（以下，症例の母親群）に対し，それぞれ以
下の項目について比較検討した．

①症例と対照群との比較， ②裂型別（口唇裂単独群，
口唇口蓋裂群，口唇裂＋口唇口蓋裂群ならびに口蓋裂単
独群）による対照群との比較，③性別における比較，④
裂型間による比較を行った．

2. 伝達不平衡検定（Transmission Disequilibrium 
Test：以下，TDT）

C677T多型およびA1298C多型において，それぞれ遺
伝子型がヘテロ型である両親とその子供である患児に対
して，親から患児へ伝達される各対立遺伝子の頻度に不
平衡があるかどうかを検討した．

3. ハプロタイプ解析
親から患児に伝達される対立遺伝子の状況は家系によ

って異なるので， 両親と患児を一組とし，C677T多型
とA1298C多型の2つの多型の情報に対して家系情報を
考慮したソフトウェアFBAT （Harvard School of Pub-
lic Health）を用いてハプロタイプの連鎖不平衡を検討し
た．

4. C677TならびにA1298C多型の検出
1）DNA抽出法
DNA Blood Mini Kit （QIAGEN社製）を用いてDNA

抽出を行った． 末梢血液200 mlにProtease等を添加後，
15秒間混和し，56℃で10分間インキュベートし， エタ
ノールを添加，再度15秒間混和し，6,000×g， 1分間の
遠心分離を行った．1回目の洗浄バッファー 500 ml添加
後，6,000×g， 1分間の遠心分離し，2回目の洗浄バッフ
ァー 500 ml添加後，20,000×g，で3分間遠心分離を行い，
さらに20,000×gで1分間の遠心分離を行った．溶出は
5分間室温保温した後，6,000×g， 1分間の遠心分離を行
った．
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② 裂型別による比較
口唇裂，口唇口蓋裂症例は口蓋裂単独症例とその発生

機序が異なると考えられていることから，症例全体を口
唇裂単独群（以下，口唇裂群），口唇口蓋裂群，口唇裂
＋口唇口蓋裂群ならびに，口蓋裂単独群（以下，口蓋裂群）
に分類し，それぞれ対照群とMTHFR C677T多型の分
布について比較を行った．その結果，各裂型群における

① 症例群と対照群の比較
症例群と対照群におけるMTHFR C677T多型の分布

について比較を行った結果，CC，CTおよびTTの遺伝
子型頻度に有意差は認められなかった．また，Cおよび
Tアレル頻度に関しても両群間で有意な差は認められな
かった．
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表 1　症例におけるMTHFR C677T多型の比較

遺伝子型 アレル頻度

Total
CC

（％）
CT

（％）
TT

（％）
p

677C
（％）

677T
（％）

p

症例群 240
89

（37.1）
116

（48.3）
35

（14.6）
0.656

294
（61.2）

186
（38.8）

0.464

口唇裂群 73
32

（43.8）
32

（43.8）
9

（12.4）
0.757

95
（66.0）

49
（34.0）

0.824

口唇口蓋裂群 124
41

（33.1）
61

（49.2）
22

（17.7）
0.339

143
（57.7）

105
（42.3）

0.177

口唇裂群
 ＋口唇口蓋裂群

197
73

（37.1）
93

（47.2）
31

（15.7）
0.543

239
（60.7）

155
（39.3）

0.409

口蓋裂群 43
16

（37.2）
23

（53.5）
4

（9.3）
0.937

55
（64.0）

31
（36.0）

0.909

対照群 68
27

（39.7）
34

（50.0）
7

（10.3）
─

88
（64.7）

48
（35.3）

─

男性　症例群 129
45

（34.9）
63

（48.8）
21

（16.3）
0.935

153
（59.3）

105
（40.7）

0.884

男性　口唇裂群 42
18

（42.9）
19

（45.2）
5

（11.9）
0.777

55
（65.5）

29
（34.5）

0.533

男性　口唇口蓋裂群 73
21

（28.8）
37

（50.7）
15

（20.5）
0.692

79
（54.1）

67
（45.9）

0.418

男性　口唇裂群
　　　 ＋口唇口蓋裂群

115
39

（33.9）
56

（48.7）
20

（17.4）
0.894

134
（58.3）

96
（41.7）

0.773

男性　口蓋裂群 14
6

（42.9）
7

（50.0）
1

（7.1）
0.762

19
（67.9）

9
（32.1）

0.499

男性　対照群 29
10

（34.5）
15

（51.7）
4

（13.8）
─

35
（60.3）

23
（39.7）

─

女性　症例群 111
44

（39.6）
53

（47.8）
14

（12.6）
0.693

141
（63.5）

81
（36.5）

0.493

女性　口唇裂群 31
14

（45.2）
13

（41.9）
4

（12.4）
0.722

41
（66.1）

21
（33.9）

0.820

女性　口唇口蓋裂群 51
20

（39.2）
24

（47.1）
7

（13.7）
0.657

64
（62.7）

38
（37.3）

0.468

女性　口唇裂群
　　　 ＋口唇口蓋裂群

82
34

（41.5）
37

（45.1）
11

（13.4）
0.654

105
（64.0）

59
（36.0）

0.54

女性　口蓋裂群 29
10

（34.5）
16

（55.2）
3

（10.3）
0.735

36
（62.1）

22
（37.9）

0.476

女性　対照群 39
17

（43.6）
19

（48.7）
3

（7.7）
─

53
（67.9）

25
（32.1）

─
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◦女性について
女性症例（以下，女性群）と女性対照群における

MTHFR C677T多型の分布について比較を行った結果，
CC，CT，TTの遺伝子型頻度に有意な差は認めなかった．
また，CおよびTアレル頻度に関しても両群に有意な差
は認めなかった．

裂型別において， 各裂型群と女性対照群のMTHFR 
C677T多型の分布について比較を行った結果，CC，CT
およびTTの遺伝子型頻度に有意な差は認められなかっ
た．また，CとTのアレル頻度に関しても各群に有意な
差は認めなかった．

女性群の裂型間におけるMTHFR C677T多型の分布
について比較を行った結果，口唇裂群と口唇口蓋裂群 ，
口唇裂群と口蓋裂群，口唇口蓋裂群と口蓋裂群，および
口唇裂＋口唇口蓋裂群と口蓋裂群との間では，いずれも
有意差は認められなかった．

◦男性と女性との比較
男性群と女性群のMTHFR C677T多型の分布につい

て比較を行った結果，有意な差は認めなかった．
さらに症例を裂型別に分類し，男女の比較を行ったが，

いずれも有意な差は認められなかった．

（2）症例の父親について（表2）
① 症例の父親群と男性対照群の比較
症例の父親群と男性対照群におけるMTHFR C677T

多型の分布について比較を行った結果，CC，CTおよび
TTの遺伝子型頻度に有意差は認めなかった． また，C
およびTアレル頻度について比較を行うと，両群間に有

CC，CTおよびTTの遺伝子型頻度に有意な差は認めな
かった．また，CおよびTアレル頻度に関しても有意な
差は認められなかった．

各裂型群間のMTHFR C677T多型の分布については
口唇裂群と口唇口蓋裂群，口唇裂群と口蓋裂群，口唇口
蓋裂群と口蓋裂群，および口唇裂＋口唇口蓋裂群と口蓋
裂群の各群間におけるMTHFR C677T多型の分布に，
いずれも有意差は認められなかった．

③ 性差の検討
口唇・口蓋裂は，性別により各裂型の発生率に違いが

あるため，症例群を性別に分け，それぞれ男性対照群，
女性対照群と比較検討した．

◦男性について
男性症例（以下，男性群）と男性対照群における

MTHFR C677T多型の分布について比較を行った結果，
CC，CTおよびTTの遺伝子型頻度に有意な差は認めら
れなかった．また，CおよびTアレル頻度に関しても両
群の間に有意な差は認められなかった．

裂型別において， 各裂型群と男性対照群のMTHFR 
C677T多型の分布の比較を行った結果，CC，CTおよ
びTTの遺伝子型頻度に有意な差は認められなかった．
また，CとTのアレル頻度に関しても各群に有意な差は
認めなかった．

男性群の各裂型におけるMTHFR C677T多型の分布
について比較を行った結果，口唇裂群と口唇口蓋裂群，
口唇裂群と口蓋裂群，口唇口蓋裂群と口蓋裂群，および
口唇裂＋口唇口蓋裂群と口蓋裂群では，いずれも有意差
は認められなかった．

T40 DJMS

表 2　症例の父親におけるMTHFR C677T多型の比較

遺伝子型 アレル頻度

Total
CC

（％）
CT

（％）
TT

（％）
p

677C
（％）

677T
（％）

p

父親群 103
31

（30.1）
54

（52.4）
18

（17.5）
0.849

116
（56.3）

90
（43.7）

0.583

口唇裂群 32
8

（25.0）
18

（56.2）
6

（18.8）
0.751

34
（53.1）

30
（46.9）

0.422

口唇口蓋裂群 54
17

（31.5）
26

（48.1）
11

（20.4）
0.758

60
（55.6）

48
（44.4）

0.552

口唇裂群
 ＋口唇口蓋裂群

86
25

（29.1）
44

（51.1）
17

（19.8）
0.728

94
（54.6）

78
（45.4）

0.450

口蓋裂群 17
6

（35.3）
10

（58.8）
1

（5.9）
0.698

22
（64.7）

12
（35.3）

0.678

男性　対照群 29
10

（34.5）
15

（51.7）
4

（13.8）
─

35
（60.3）

23
（39.7）

─
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て比較を行った結果，口唇裂群と口唇口蓋裂群，口唇裂
群と口蓋裂群，口唇口蓋裂群と口蓋裂群，および口唇裂
＋口唇口蓋裂群と口蓋裂群，いずれも有意差は認められ
なかった．

2）MTHFR A1298Cについて
（1）症例について（表4）
① 症例群と対照群の比較
症例群と対照群におけるMTHFR A1298C多型の分

布について比較を行った結果，AA，ACおよびCCの遺
伝子型頻度に有意差は認めなかった．また，AおよびC
アレル頻度に関しても各群に有意な差は認めなかった．

② 裂型別による比較
症例全体を口唇裂群，口唇口蓋裂群，口唇裂＋口唇口

蓋裂群ならびに口蓋裂群に分類し， それぞれ対照群と
MTHFR A1298C多型の分布について比較を行った．そ
の結果，AA，ACおよびCCの遺伝子型頻度に有意な差
は認めなかった．また，AおよびCアレル頻度に関して
も有意差は認めなかった．

各裂型間のMTHFR A1298C多型の分布については，
口唇裂群と口唇口蓋裂群，口唇裂群と口蓋裂群，口唇口
蓋裂群と口蓋裂群，および口唇裂＋口唇口蓋裂群と口蓋
裂群の各群間における多型の分布に，いずれも有意差は
認められなかった．

③ 性差における検討
症例群を性別に分け，男性対照群，女性対照群と比較

検討した．

意な差は認めなかった．

② 父親の症例の裂型別による男性対照群との比較
症例の父親群に関して，症例の裂型別に分類し，男性

対照群とMTHFR C677T多型の分布について比較を行
った結果，CC，CTおよびTTの遺伝子型頻度に有意差
は認めなかった．また，CおよびTアレル頻度に関して
も各群に有意な差は認めなかった．

また，症例の裂型間により分類した各群間の比較も行
った．口唇裂群と口唇口蓋裂群，口唇裂群と口蓋裂群，
口唇口蓋裂群と口蓋裂群，および口唇裂＋口唇口蓋裂群
と口蓋裂群の各群間では，いずれも有意差は認められな
かった．

（3）症例の母親について（表3）
① 症例の母親群と女性対照群の比較
症例の母親群と女性対照群におけるMTHFR C677T

多型の分布について比較を行った結果，CC，CTおよび
TTの遺伝子型頻度に有意な差は認めなかった． また，
CおよびTアレル頻度においても有意な差は認めなかっ
た．

② 母親の症例の裂型別による女性対照群の比較
症例の母親群に関して，症例の裂型別に分類をし，女

性対照群とMTHFR C677T多型の分布について比較を
行った結果，CC，CTおよびTTの遺伝子型頻度に有意
差は認めなかった．また，CおよびTアレル頻度に関し
ても各群に有意な差は認めなかった．

各裂型間においてMTHFR C677T多型の分布につい
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表 3　症例の母親におけるMTHFR C677T多型の比較

遺伝子型 アレル頻度

Total
CC

（％）
CT

（％）
TT

（％）
p

677C
（％）

677T
（％）

p

母親群 153
56

（36.6）
80

（52.3）
17

（11.1）
0.693

192
（62.7）

114
（37.3）

0.393

口唇裂群 51
17

（33.3）
26

（51.0）
8

（15.9）
0.408

60
（58.8）

42
（41.2）

0.210

口唇口蓋裂群 68
24

（35.3）
37

（54.4）
7

（10.3）
0.678

85
（62.5）

51
（37.5）

0.423

口唇裂群
 ＋口唇口蓋裂群

119
41

（34.5）
63

（52.9）
15

（12.6）
0.499

145
（60.9）

93
（39.1）

0.266

口蓋裂群 34
15

（44.1）
17

（50.0）
2

（5.9）
0.954

47
（69.1）

21
（30.9）

0.880

女性　対照群 39
17

（43.6）
19

（48.7）
3

（7.7）
─

53
（67.9）

25
（32.1）

─
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A1298C多型の分布について比較を行った結果，AA， 
ACおよびCC遺伝子型頻度に有意な差は認めなかった．
AおよびCアレル頻度に関しても両群の間に有意な差は
認められなかった．

各裂型間におけるMTHFR A1298C多型の分布は，
口唇裂群と口唇口蓋裂群，口唇裂群と口蓋裂群，口唇口
蓋裂群と口蓋裂群，および口唇裂＋口唇口蓋裂群と口蓋

◦男性について
男性群と男性対照群のおけるMTHFR A1298C多型

の分布について比較を行った結果，AA， ACおよびCC
遺伝子型頻度に有意な差は認めなかった．AおよびCア
レル頻度に関しても両群の間に有意な差は認められなか
った．

裂型別において， 各裂型群と男性対照群のMTHFR 
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表 4　症例におけるMTHFR A1298C多型の比較

遺伝子型 アレル頻度

Total
AA

（％）
AC

（％）
CC

（％）
p

1298A
（％）

1298C
（％）

p

症例群 240
155

（64.6）
77

（32.1）
8

（3.3）
0.910

387
（80.6）

93
（19.4）

0.807

口唇裂群 73
51

（69.8）
21

（28.8）
1

（1.4）
0.466

123
（84.2）

23
（15.8）

0.370

口唇口蓋裂群 124
73

（58.9）
45

（36.3）
6

（4.8）
0.839

191
（77.0）

57
（23.0）

0.589

口唇裂群
 ＋口唇口蓋裂群

197
124

（62.9）
65

（33.0）
8

（4.1）
0.989

313
（79.4）

81
（20.6）

0.994

口蓋裂群 43
31

（72.1）
11

（25.6）
1

（2.3）
0.596

73
（84.9）

13
（15.1）

0.306

対照群 68
43

（63.2）
22

（32.4）
3

（4.4）
─

108
（79.4）

28
（20.6）

─

男性　症例群 129
89

（69.0）
34

（26.4）
6

（4.6）
0.668

212
（82.2）

46
（17.8）

0.619

男性　口唇裂群 42
33

（78.6）
8

（19.0）
1

（2.4）
0.312

74
（88.1）

10
（11.9）

0.227

男性　口唇口蓋裂群 73
46

（63.0）
22

（30.1）
5

（6.9）
0.765

114
（78.1）

32
（21.9）

0.847

男性　口唇裂群
　　　 ＋口唇口蓋裂群

115
79

（68.7）
29

（25.2）
7

（6.1）
0.556

187
（81.3）

43
（18.7）

0.730

男性　口蓋裂群 14
10

（71.4）
4

（28.6）
0

（0）
0.701

24
（85.7）

4
（14.3）

0.499

男性　対照群 29
18

（62.1）
10

（34.5）
1

（3.4）
─

46
（79.3）

12
（20.7）

─

女性　症例群 111
66

（59.5）
43

（38.7）
2

（1.8）
0.407

175
（63.6）

47
（21.2）

0.902

女性　口唇裂群 31
18

（58.1）
13

（41.9）
0

（0）
0.317

49
（79.0）

13
（21.0）

0.947

女性　口唇口蓋裂群 51
27

（52.9）
23

（45.1）
1

（2.0）
0.315

77
（75.5）

25
（24.5）

0.526

女性　口唇裂群
　　　 ＋口唇口蓋裂群

82
45

（54.9）
36

（43.9）
1

（12）
0.205

126
（76.8）

38
（23.2）

0.642

女性　口蓋裂群 29
21

（72.4）
7

（24.1）
1

（3.5）
0.764

49
（84.5）

9
（15.5）

0.457

女性　対照群 39
25

（64.1）
12

（30.8）
2

（5.1）
─

62
（79.5）

16
（20.5）

─
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びCCの遺伝子型頻度に有意差は認めなかった． また，
AおよびCアレル頻度に関しても各群に有意な差は認め
なかった．

② 父親の症例の裂型別による男性対照群の比較
症例の父親群に関して，症例の裂型別に分類し，男性

対照群とMTHFR A1298C多型の分布について比較を
行った結果，AA，ACおよびCCの遺伝子型頻度に有意
差は認めなかった．また，AおよびCアレル頻度に関し
ても各群に有意な差は認めなかった．

各裂型間におけるMTHFR A1298C多型の分布につ
いて比較を行った結果，口唇裂群と口唇口蓋裂群，口唇
裂群と口蓋裂群，口唇口蓋裂群と口蓋裂群，および口唇
裂＋口唇口蓋裂群と口蓋裂群では，いずれも有意差は認
められなかった．

（3） 症例の母親について（表6）
① 症例の母親群と女性対照群の比較
症例の母親群と女性対照群におけるMTHFR A1298C

多型の分布について比較を行った結果，AA，ACおよ
びCCの遺伝子型頻度に有意差は認めなかった． また，
AおよびCアレル頻度に関しても各群に有意な差は認め
なかった．

② 母親の症例の裂型別による女性対照群の比較
症例の母親群に関して，症例の裂型別に分類をし，女

性対照群とMTHFR A1298C多型の分布について比較
を行った結果，AA，ACおよびCCの遺伝子型頻度に有
意差は認めなかった．また，AおよびCアレル頻度に関
しても各群に有意な差は認めなかった．

裂群の各群間に，いずれも有意差は認められなかった．

◦女性について
女性群と女性対照群におけるMTHFR A1298C多型

の分布について比較を行った結果，AA，ACおよびCC
の遺伝子型頻度に有意差は認めなかった．また，Aおよ
びCアレル頻度に関しても各群に有意な差は認めなかっ
た．

裂型別において， 各裂型群と女性対照群のMTHFR 
A1298C多型の分布について，比較を行った．その結果，
AA，ACおよびCCの遺伝子型頻度に有意差は認めなか
った．また，AおよびCアレル頻度に関しても各群に有
意な差は認めなかった．

女性群の裂型間におけるMTHFR A1298C多型の分
布について口唇裂群と口唇口蓋裂群，口唇裂群と口蓋裂
群，口唇口蓋裂群と口蓋裂群，および口唇裂＋口唇口蓋
裂群と口蓋裂群で，各群の間に有意差は認められなかっ
た．

◦男性と女性との比較
男性群と女性群のMTHFR A1298C多型の分布につ

いて比較を行った結果，有意な差は認めなかった．
また，男性群と女性群を裂型別に比較したところ，い

ずれも有意な差は認められなかった．

（2）症例の父親について（表5）
① 症例の父親群と男性対照群の比較
症例の父親群と男性対照群におけるMTHFR A1298C

多型の分布について比較を行った結果，AA，ACおよ
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表 5　症例の父親におけるMTHFR A1298Cの比較

遺伝子型 アレル頻度

Total
AA

（％）
AC

（％）
CC

（％）
p

1298A
（％）

1298C
（％）

p

父親群 103
63

（61.2）
33

（32.0）
7

（6.8）
0.793

158
（76.7）

48
（23.3）

0.675

口唇裂群 32
22

（68.8）
9

（28.1）
1

（3.1）
0.858

53
（82.8）

11
（17.2）

0.621

口唇口蓋裂群 54
32

（59.2）
17

（31.5）
5

（9.3）
0.619

81
（75.0）

27
（25.0）

0.452

口唇裂群
 ＋口唇口蓋裂群

86
54

（62.8）
25

（29.1）
7

（8.1）
0.639

133
（77.3）

39
（22.7）

0.753

口蓋裂群 17
9

（52.9）
7

（41.2）
1

（5.9）
0.807

25
（73.5）

9
（26.5）

0.524

男性　対照群 29
18

（62.1）
10

（34.5）
1

（3.4）
─

46
（79.3）

12
（20.7）

─
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3. ハプロタイプ解析（表8）
ソ フ ト ウ ェア FBAT （Harvard School of Public 

Health）を使用して，89組の家系情報についてハプロ 
タイプ解析を行った．その結果，C677T多型および
A1298C多型のハプロタイプと疾患の間に関連は認めら
れなかった．

考　　察

口唇・ 口蓋裂は最も頻度の高い先天奇形の1つであ
り，複数の遺伝的要因と環境的要因が関連する多因子遺
伝であると考えられている1, 2）．すなわち，口唇・口蓋
裂は家族性に発生することがあり，近親者の罹患率が一
般集団における罹患率よりも高く5），遺伝的要因の関連
が考えられるが，必ずしもメンデル型遺伝に従わないこ
と，また，口唇・口蓋裂をもつ一卵性双生児において不
一致例が過半数を占め，孤発例が家族例より多く，また，
実験奇形学的研究において口唇・口蓋裂発症を誘発する
環境因子が発見されていることから，口唇・口蓋裂の発
症には遺伝的要因のみならず，環境的要因も関与する 5）

と考えられている．環境的要因として，母体の葉酸欠乏
がヒト胎児の発育障害をきたし，奇形胎児の増加がみら
れること，妊娠前からの葉酸の投与による神経管閉鎖障
害の妊娠頻度の抑制が報告され，また，葉酸の投与によ
り口蓋裂の発症に予防効果を表すことが報告されてい 
る6, 7）．

葉酸はビタミンBの一種で，プリン，アミノ酸，タン
パク質などの生合成に関与している補酵素で，プリン体
の1つであるグアニンとアデニン，ピリミジンの1つで
あるチアミンの合成に必須である．また，ホモシステイ

また，各裂型間において，MTHFR A1298C多型の分
布について比較を行った結果，口唇裂群と口唇口蓋裂群，
口唇裂群と口蓋裂群，口唇口蓋裂群と口蓋裂群，および
口唇裂＋口唇口蓋裂群と口蓋裂群との間では，いずれも
有意差は認められなかった．

2. Transmission disequilibrium test（TDT）（表7）
両親ともにC677T多型のヘテロ型（677CT）を持つ家

族28組とA1298C多型のヘテロ型（1298AC）をもつ家
族9組について検討した．C677T多型ならびにA1298C
多型はいずれも症例に伝達されたマーカーアレルと伝達
されなかったマーカーアレル（仮想対照）と比較した結
果，有意な差はなく，両多型とも疾患との相関は認めな
かった．

T44 DJMS

表 6　症例の母親におけるMTHFR A1298C多型の比較

遺伝子型 アレル頻度

Total
AA

（％）
AC

（％）
CC

（％）
p

1298A
（％）

1298C
（％）

p

母親群 153
104

（68.0）
44

（28.8）
5

（3.2）
0.816

252
（82.3）

54
（17.7）

0.558

口唇裂群 51
34

（66.7）
15

（29.4）
2

（3.9）
0.947

83
（81.4）

19
（18.6）

0.751

口唇口蓋裂群 68
50

（73.5）
17

（25.0）
1

（1.5）
0.406

117
（86.0）

19
（14.0）

0.213

口唇裂群
 ＋口唇口蓋裂群

119
84

（70.6）
32

（26.9）
3

（2.5）
0.616

134
（84.0）

96
（16.0）

0.355

口蓋裂群 34
20

（58.8）
12

（35.3）
2

（5.9）
0.898

52
（76.5）

16
（23.5）

0.660

女性　対照群 39
25

（64.1）
12

（30.8）
2

（5.1）
─

62
（79.5）

16
（20.5）

─

表 7　TDT （MTHFR C677T多型とA1298C多型）

Allele Transmitted Not Transmitted

677C 33 23
p＝0.181

677T 23 33

1298A 8 10
p＝0.637

1298C 10   8

表 8　�ハプロタイプ解析（MTHFR C677T多型
とA1298C多型）

Marker c 2 p

C677T 1.274 0.259
A1298C 1.607 0.302
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また，ケース・コントロールスタディでは症例群と対
照群における遺伝的背景の相違や集団の構造化が存在す
ると，実際にはマーカー座位と疾患座位の間に連鎖がな
いのに相関があるという偽の連鎖不平衡が検出されてし
まうことがあるため，このようなバイアスを回避するた
め，家系情報を用いて検討する伝達不平衡テスト（Trans-
mission disequilibrium test：TDT）も行った．TDTは
相関があるとされているマーカー座位と疾患の座位の間
に連鎖があるかどうかを検定する方法で，親が患者にど
のアレルを伝え，どのアレルを伝えなかったのか，によ
り親を分類し集計するため，マーカー遺伝子型がヘテロ
の両親のみが対象となる．今回，対象となるのは， C677T
多型ではCT型の両親，A1298C多型ではAC型の両親で
あり， C677T多型ではTアレル，A1298C多型ではCア
レルがマーカーアレルとして親から子供に伝達する確率
が高いと仮定し検討した．

さらに，C677T多型やA1298C多型に連鎖する多型，
すなわち同一染色体上に存在する2つ以上の遺伝子が，
減数分裂時に組み替えられるとことなく一緒になって遺
伝するマーカー多型が存在する可能性があること，また，
ハプロタイプの連鎖不平衡の状態を世代レベルで解析す
るため，ハプロタイプ解析を併せて行った．なお，ハプ
ロタイプ解析をするためには，FBATやEMアルゴリズ
ムなどの特定のソフトウェアを使用する必要があるが，
今回は家系情報を用いて分析するFBATを使用した．

裂型別分類は，口唇・口蓋裂の発生機序を考慮し，裂
型を分類した．すなわち，口唇裂は一次口蓋の形成が部
分的もしくは完全に欠如することにより生じること，口
蓋裂は二次口蓋の裂異常により生じること，また，口唇
口蓋裂は一次口蓋の裂異常が二次口蓋の裂異常を誘発
し，口唇裂と口蓋裂が結合した裂異常として生じるか，
あるいは，口唇裂と口蓋裂がまったく別に発生し，結果
的に結合したことにより生じると言われており19），臨床
的にもこの裂型別分類が多く用いられている．そこで，
本研究においてもこれらを基に，口唇裂単独群，口唇口
蓋裂群，口唇裂＋口唇口蓋裂群，口蓋裂単独群に分類し，
検討を行った．

しかしながら，今回の結果からは，いずれの解析にお
いても日本人におけるMTHFR遺伝子のC677T多型な
らびにA1298C多型と口唇・口蓋裂発症との関連は認め
られなかった．

従来の報告では，Tolarovaらは1998年にMTHFR遺伝
子C677T多型が，口唇・口蓋裂発症に関係すること20），
Martinelliらは，患者群や両親群で顕著な差は認めなかっ
たが，母親群と対照群のアレル頻度が顕著な差を認め，
また，Tアレルの頻度が高かったこと21），Irisらは， 妊

ンをメチル化し，メラニンへ変換する反応に関与し，フ
ェニルアラニンをチロシン， ヒスチジンをグルタミン
酸，セリンをグリシンに変換する反応を助けるなどの働
きをしており，DNAやRNAの合成に葉酸は不可欠で，
細胞分裂が盛んな胎児の器官形成に重要な役割を果た 
す14〜16）と考えられている．また，血清葉酸濃度に影響
を与えるとされる遺伝的要素として，葉酸の代謝関連酵
素であるMTHFR遺伝子多型が注目され， 代表的な一
塩基多型であるC677TとA1298Cについて検討されて
いる． すなわち，677番のCがTに，1298番目のAがC
に置き換わると酵素活性低下を引きこし，5,10-メチレ
ンTHFから5-メチルTHFの生産が減少する．5-メチ
ルTHFはホモシステインがメチオニンに代謝される過
程を調整していることから，5-メチルTHFが減少する
とその過程が障害され，血清ホモシステイン（tHcy）濃
度が高まり，それにより口唇・口蓋裂が発生すると報告
されている9, 14, 16〜18）．

また，神経管閉鎖障害に母体の葉酸代謝が関わること
は既に述べたが，神経堤細胞が障害された場合，神経堤
由来の間葉細胞にも作用し，顔面奇形を誘発することが
知られていることから， 著者はMTHFRのC677Tなら
びにA1298Cの多型に注目し，検討を行った．現在まで
に日本人におけるMTHFR C677T多型について，裂型
別に検討した報告はなく，さらに，本邦における口唇・
口蓋裂患者のA1298C 多型についての報告は， 著者が
渉猟し得た限り認められず，初めての解析である．

分析方法は，疾患の発症には1つの対立遺伝子（以下，
アレル）のみならず，複数のアレルが関連すると考えら
れているため， 複数の多型座位のアレルの並び（以下，
ハプロタイプ）について分析する必要があると考えた．
ハプロタイプは世代間で組み換えにより変化していく多
型であるが，近接した多型座位の間では，世代を経ても
変化せず，アレルの関連が残る（連鎖不平衡）と考えら
れている．この連鎖不平衝を応用して疾患関連遺伝子を
深査する方法として，個々の多型座位を単独でマーカー
として利用するケース・コントロールスタディ，Trans-
mission disequilibrium test （TDT），そして複数のマー
カー座位を一括して分析するハプロタイプ解析が知られ
ている．

そこで，前述の考えを基本に，まず症例群と対照群に
おけるマーカー遺伝子の遺伝子型頻度，すなわち，
C677T多型ではCC，CT，TT型の遺伝子型頻度，A1298C
多型ではAA，AC，CC型の遺伝子型頻度について分析
し，口唇・口蓋裂においてC677T多型ではTT型の発現
頻度が，A1298C多型ではCC型の発現頻度が高いとの仮
説のもと，ケース・コントロールスタディを行なった．
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結　　論

MTHFR C677T多型とA1298C多型と， 日本人孤発
性非症候性口唇・口蓋裂の発症との関連について，ケー
ス・ コントロールスタディ，TDT， ハプロタイプ解析
を用いて分析を行ったが，いずれも有意な差は認めず，
これらの多型と日本人孤発性非症候性口唇・口蓋裂の発
症とは関連があるとは言えなかった．
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