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研究成果の概要（和文）：我々は日本人の唇顎口蓋裂・唇顎裂（CL/P）、口蓋裂（CP）とその両親を対象にした
トリオ解析をIRF6（1q32.2）, WNT5A (3p14.3), WNT9B (17q21.32), TP63（3q28 ）, MSX1（4p16）, TFAP2A 
(6p24.3), PAX9 (14q12-q13), DLX3 (17q21.33), DLX4 (17q21.33), MN1 (22q12.1)の10遺伝子の解析を行っ
た。DLX4のミスセンス変異359C>T（P120L）新規の変異とバリアントを発見することができたが、口唇裂・口蓋
裂の発症原因は不明のままです。

研究成果の概要（英文）：We used next-generation sequencing approach for a trio analysis of Japanese 
patients with CL/P and CP, along with their parents. The specific targeted genes included IRF6 
(1q32.2), WNT5A (3p14.3), WNT9B (17q21.32), TP63 (3q28), MSX1 (4p16), TFAP2A (6p24.3), PAX9 (14q12-q
 13), DLX3 (17q21.33), DLX4 (17q21.33), and MN1 (22q12.1).  We discovered a noteworthy missense 
mutation, 359C>T (P120L), in the DLX4 gene in a single patient with CL/P. Furthermore, novel 
variants (WNT5A 639+918C>T, TFAP2A 45+2755C>G, WNT9B 904+3061A>G, TP63 1349+8281T>C, PAX9 4+272G>A) 
in highly conserved sequences within the non-coding regions were observed in three patients with 
CL/P and two patients with CP.  Our genetic analysis of Japanese patients with CL/P, using the 
next-generation sequencing technology unveiled novel mutations and variants that had eluded previous
 GWAS. Nonetheless, the underlying causes of CL/P onset remain enigmatic, presenting a continuing 
challenge in the field of craniofacial genetics. 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本プロジェクトで口唇裂・口蓋裂の発症原因の追究は前進したものの未だ明らかになっていないのが現状であ
る。今後の展望としてDNAのメチル化，ヒストンのメチル化，ヒストンのアセチル化などの epgenome 異常など
の今まで捉えられていない構造異常に興味がわく。ロングリードシークエンサーでDNAメチル化解析に移行し，
DNAの配列だけではなくDNAのメチル化で多因子遺伝子疾患の発症メカニズムを解明していけないか？そして、遠
い未来ではあるが口唇裂・口蓋裂の治療が、患者に負担のかかる手術だけでなく新たな治療を選択できる医療へ
と進むだろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

口唇裂・口蓋裂は、一般的に多因子遺伝性疾患と予想されているが、未だにその発症メカニズ

ムの詳細は明らかにされていない。この疾患の遺伝的要因や環境要因など多方面から発症メカ

ニズムの研究は各国で行われている。現在、遺伝子研究は、様々な国でいくつか関連遺伝子の同

定が報告されている。しかし、その関連遺伝子を日本人に対象に解析をしても陰性を示すことが

ほとんどである。他人種のそれと発症メカニズムが異なると考えるまた、発症頻度の高い日本人

を対象に解析を行うことが口唇裂・口蓋裂の発症メカニズムの解明に一番の近道である。そこで、

我々は、2003 年から口唇裂・口蓋裂の発症に関連する遺伝子を解明するために研究を進めてい

る。 

 

２．研究の目的 

口唇裂・口蓋裂は、遺伝要因と環境要因が相互に関与した多因子遺伝性疾患と考えられている

が、発症原因は不明のままである（図 1）。これまでの再発危険率や罹患率などの報告から、罹

患同胞相対危険率 （λs）は 5 から 10 で遺伝疾患であることが示唆される 1)。また、本疾患は

他人種で家族集積性が指摘されているが、日本人を含むアジア人では、家族集積は少ないものの

諸外国と比べ発症頻度が高い外表奇形である 2)。そこで、日本人を含むアジア人の口唇裂・口蓋

裂の発症メカニズムを追究することが、この疾患の発症原因を解明する一番の近道となる。 

 

３．研究の方法 

 症候群の無い日本人の唇顎口蓋裂・唇顎裂（CL/P）、口蓋裂（CP）とその両親を対象にしたト

リオ解析を、次世代シークエンサーを用いて行なった 6)。解析を行なった遺伝子は、GWAS で CL/P

または CP の発症に関与するとされた IRF6, WNT5A, WNT9B, TP63, MSX1, TFAP2A, PAX9, DLX3, 

DLX4, MN1 の 10 遺伝子とした。解析領域は遺伝子をコードするエクソン以外に、非コード領域

であるイントロンを含めた。通常、ゲノム解析においてタンパク質に翻訳されるエクソン領域の

配列のみを解読することが多いが、非コード領域であるイントロンには遺伝子の転写量を調整

するエンハンサーやプロモーターとしての機能が存在することから 10 遺伝子のイントロンを含

めた解析を行なった。シークエンスは Illumina Hiseq 2500(Illumina Inc, SanDiego, 

California)を用いて行い、得られたゲノム配列は UCSC Human Genome Browser GRCh37/hg19 へ

マッピングした。変異の検出は Genome Analysis Toolkit (GATK)用い、1KJPN、Human Genetic 

Variant Database（HGVD）1.42、dbSNP144、1000Genome Project、NHLBI-Exome Sequencing 

Project(ESP)6500 にある遺伝情報から、マイナーアレル頻度 0.5%以上を除外した。検出された

バリアントはサンガーシークエンスにより確認を行なった。 

 

 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

 CL/P 患者に DLX4 のミスセンス変異 c.359C>T

（p.Pro120Leu）を認めた。これはデータベース上にない

新規の変異であった。DLX 遺伝子は頭蓋神経堤細胞で発

現し最終的に歯、軟骨、頭蓋顔面骨、および結合組織を

形成する間葉組織において調節的な役割を果たすとさ

れている。今回発見された CL/P 患者における DLX4 のミ

スセンス変異 c.359C>T（p.Pro120Leu）は他の遺伝子の

転写を活性化または不活性化することで形態形成の制

御遺伝子の機能を持つとされるホメオドメインに存在

しており、Polyphen2、SIFT、PROVEAN を用いた in silico 解析の結果にて分子機能に影響を及

ぼす有害な変異であった。また CL/P 患者と CP 患者で、それぞれ非コード領域の保存配列におい

て新規のバリアントを認めた。高度に保存された配列は生物の進化において維持されてきたこ

とを意味しており、遺伝子発現量をつかさどるエンハンサーやプロモーターとしての機能を持

つとされ、検出された新規のバリアントに関しては更なる検証が必要である。結論としてわれわ

れは日本人のみの口唇・口蓋裂患者の遺伝子解析を、次世代シークエンサーを用いて行い、過去

に GWAS では検出できなかった新規の変異とバリアントを発見することができた。 

 

今後の展望として 

口唇裂・口蓋裂をはじめとする多因子疾患のゲノム研究は疾患のリスクをわずかに上昇させ

る SNPs の集積が関与すると考えられ、特定の SNPs 出現頻度を疾患コホートと正常コホートで

比較するという考え方が基本であった。これは、多因子疾患は「ありふれた疾患はありふれたバ

リアントにより起こるという仮説（common-disease common-variant 仮説）」に従うであろうと

考えられていたからである 8 )。SNPs を用いた GWAS によって多くの口唇裂・口蓋裂に関連する

感受性バリアントが発見されたが、発見されたバリアントのほとんどが非コード領域にあり、コ

ード領域のバリアントはわずか 4.9%でしかなかった 11)。さらに GWAS で発見されたバリアント

は一般にオッズ比が 1.05～1.2 と非常に弱い効果を示すにすぎなかった。この結果から、現在の

多因子疾患における遺伝学モデルの仮説は、遺伝子非コード領域の GWAS バリアントの意義が、

遺伝子調節領域にあり遺伝子発現量をつかさどるもので、非常に弱いが非常に多数あるとする

説と、SNPs を用いた GWAS では発見できなかった未知のレアバリアントが存在する可能性である

とする２つの説が挙げられる。この仮説の検証には次世代シークエンサーを用いて GWAS で検出

された口唇・口蓋裂の感受性座位の網羅的な解析が必要である。レアバリアントの検出には GWAS

と同様に大規模なサンプルサイズが必要であり、日本人正常コホートと比較するには日本人を

対象とした全ゲノム情報の作成が課題となる。次世代シークエンサーを用いた網羅的なゲノム

解析により、口唇裂・口蓋裂を含めた多因子疾患のゲノム研究は疾患・遺伝子座マッピングが盛

んに行われ、疾患発現の機序が解明されたその先には、遺伝的リスクスコアの予測が可能となる

であろう。一方、これまでの本プロジェクトで口唇裂・口蓋裂の発症原因の追究は前進したもの

の未だ明らかになっていないのが現状である。今後の展望として DNA のメチル化，ヒストンのメ

チル化，ヒストンのアセチル化などの epgenome 異常などの今まで捉えられていない構造異常

に興味がわく。ロングリードシークエンサーで DNA メチル化解析に移行し，DNA の配列だけでは

なく DNA のメチル化で多因子遺伝子疾患の発症メカニズムを解明していけないか？そして、遠

い未来ではあるが口唇裂・口蓋裂の治療が、患者に負担のかかる手術だけでなく新たな治療を選



択できる医療へと進むことを夢見ている。 
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