
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 6 月 20 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  

日本人口唇裂・口蓋裂患者およびその両親を対象に RYK(3q22)、 EPHB2(1p36.1-35)、

EPHB3(3q28-27) 、 DLX3(17q23) 、 TBX10(11q13.1) 、 TGF-B3(14q24) 、 PAX9(14q12-q13) 、

CLPTM1(19q13.2)、PVRL1(11q23)、TBX22(Xq21.1)の計 10 遺伝子を対象に変異解析、case-control 

study、TDT(伝達不平衡テスト)を行った。その中で、発症に関与すると考えられる遺伝子を見

つけた。 

 
研究成果の概要（英文）： We performed mutation analysis of 10 genes (RYK(3q22)、
EPHB2(1p36.1-35) 、 EPHB3(3q28-27) 、 DLX3(17q23) 、 TBX10(11q13.1) 、 TGF-B3(14q24) 、
PAX9(14q12-q13)、CLPTM1(19q13.2)、PVRL1(11q23)、TBX22(Xq21.1)), case-control study, 
TDT( transmission disequilibrium test) in the parents with the patients with cleft lip 
and/or cleft palate. We found a gene associated with the appearance of disease of cleft 
lip and/or cleft palate. 
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１．研究開始当初の背景 
口唇裂・口蓋裂の発症は、黒人では、約 2000
人に 1 人、白人では、約 1000 人に 1 人、日
本人では、約 400人に 1人と人種間でだいぶ
異なる。また原因は遺伝要因と環境要因との
複合による多因子しきい説で説明されてい
る。これまでの再発危険率や罹患率などの報

告から、λsは５から１０である。また、他
人種において家族集積性もが指摘され遺伝
的素因が関与していると考えられている。環
境因子については多くの研究者が成果を挙
げているが、遺伝要因に関しては口唇裂・口
蓋裂の候補とされている遺伝子が海外で 40
種類以上あると報告されているに過ぎない。
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種々の報告から発症率がコウカシアンより
アジア人種で高いという事実から、人種的に
候補遺伝子の種類や塩基配列なども異なっ
ていることが予測される。しかし、発症率の
高い日本人口唇裂・口蓋裂を対象にした候補
遺伝子の解析に関しては、いまだ明らかにさ
れていないのが現状である。 
２．研究の目的 
候補となる遺伝子はまだ 20 遺伝子近く残っ
ている。ダイレクトシークエンス法によりそ
れぞれの候補遺伝子の全長のシークエンス
を行うことは、経済的にも負担があり、合理
的ではないが、人を対象とした解析でこれま
で動物実験等で言われている候補遺伝子、マ
ーカー等で関与が示唆されている遺伝子の
報告の真意について確実に行わなければな
らない。本研究の目的は、諸外国のデータ、
マウスなどの解析によって合理的に口唇
裂・口蓋裂の候補遺伝子として推測される遺
伝子群に対してダイレクトシークエンス法
を用いて、日本人の候補遺伝子を同定すると
ともに、人種による候補遺伝子の比較も試み
ることにある。さらに患者両親の遺伝子検索
を行い、各個体における遺伝子多型と形質を
データとして統計的に形質と関連する遺伝
子座を探求することも目的である。 
３．研究の方法 
東京歯科大学倫理委員会より承認を受けた
説明書、同意書で十分にインフォームドコン
セントを行い、同意を得た口唇裂・口蓋裂患
者およびその両親を含めた家系の血液それ
ぞれ 8ml採取。そして、古典的な方法で全検
体のDNA抽出をする。また、候補遺伝子は、
口唇裂・口蓋裂の発症に関与すると報告され
て い る RYK (3q22), EPHB2 (1p36.1-35), 
EPHB3 (3q28-27), TGF-B3 (14q24), DLX3 
(17q23), PAX9 (14q12-q13), CLPTM1 
(19q13.2), TBX10 (11q13.1), PVRL1 (11q23), 
TBX22 (Xq21.1)とした。解析方法としては、
ダイレクトシークエンス法を用いての変異
解析およびSNPを使用した相関解析、TDTを行
った。 
４．研究成果 

 

 
 
 
 

変異解析で変異を認めたものは、PAX9、RYK
でした。 
PAX遺伝子はDNA binding paired domainを持
ち、クラスター構造を取らないホメオボック
ス遺伝子の一つであり、哺乳類の発達や器官
形成で重要な役割を担っている遺伝子であ
る。特にPAX9 遺伝子は口蓋や歯牙の形成に関
与している神経提由来の間葉細胞において
幅広く発現している遺伝子である。PAX9 のミ
ッセンス変異は、exon3 の 214 番目のアミノ
酸がセリンからグリシンへ変化した。 
この変異は唇顎口蓋裂の患者兄弟と疾患を
伴わない母親で認められ、対照健常者 474 名
には認められない。そして、この変異部位は
種を越えて保存されている領域でありまし
た。  
RYKのミッセンス遺伝子は、エクソン１２

の４５２番目のアミノ酸がY：チロシン(Tyr) 
からC：システイン(Cys)に変化するものでし
た。 
Y452Cは、チロシンキナーゼファミリーでも
よく保存されており、細胞内チロシンキナー
ゼの第二モチーフの中に存在している。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
RYKは、受容体型チロシンキナーゼであるが、
ATP結合部位に変異をもち、自己リン酸化は
起きない。 
NIH3T3 細胞系に野生型の遺伝子を導入する
と形質転換を起こし、軟寒天培地上でコロニ
ー を 形 成 す る 。 こ の 性 質 を 利 用 し 、
lipofection法で変異遺伝子をNIH3T3 細胞に
導入し形質転換能を測定することによって



 

 

変異による遺伝子機能の変化を検証した。 
左に見られるのが、寒天培地上にまいた
NIH3T3細胞で、上から野生型、変異を導入し
たもの、コントロールである。これらの、
NIH3T3 細胞のコロニーをカウントしたもの
が右のグラフである。この変異は、野生型と
比べても約 50％の活性を示すのみであった。 
 
TGFB3 (SNP) Case-control study 
 

 
 

 
 

１０遺伝子の 76SNPの内、p-valueが 0.05 以
下を示したものはTGFB3 遺伝子内の９つの
SNPだけであった。  
TGFB3 遺伝子の 9 つのSNPでp<0.05 の有意差
が認められ、一番低いp-valueを示したのは
IVS1＋5321とIVS1+5417で、完全な連鎖不平
衡（r2＝1）の状態であった。  
今回のcase-control studyは多重検定であり、
その補正法としてBonferroni（ボンフェロー
ニ）の補正を行った。しかし、補正した有意
水準(0.00065)を下回るSNPは認められない。 
IVS1＋5321 とIVS1+5417、また、IVS1-1572
とIVS1-1283とIVS1-952はそれぞれ完全な連
鎖不平衡（r2＝1）を示したため、同じ値にな
っている。 
 
TGFB3 (haplotype) Case-control study 

 
SNP単独のcase-control studyとTDT、オッズ
比でpositiveな結果を示した。IVS1+5321 と
TGFB3 遺伝子内のほかのSNPでhaplotypeを構
成しcase-control study行った。 
頻度の低いhaplotypeは比較的低いp-value
を示す傾向がありfalse positiveな結果を示
しやすいため、caseにおける頻度が >0.05、
p<0.01の条件を満たしたものだけを示す。 
8 つのhaplotypeでp<0.01 以下の有意差が認

められた。  その中で、  IVS1+5321 と
IVS1-1572の連鎖不平衡グループ（IVS1-1572、
IVS1-1283、IVS1-952 はまったく同じ値を示
す）のmajor allele同士のhaplotypeで最も
低いp-value（0.00055）を示す。さらに多重
検定である為Bonferroniの補正を行い、補正
した有意水準（0.00104）よりもその値は下
回っていた。  
最も低いp-value を示したhaplotypeでは
IVS1-1572 の連鎖不平衡グループが含まれて
いたため、代表として IVS1-1572 のSNP単独
でのTDTを行ったが、有意差は認められなか
った。  
 
TGFB3 (SNP) TDT 
 

 
Case-control studyでcaseのminor allele 

頻度が>0.2、p<0.01を示したTGFB3遺伝子内
のIVS1+2118とIVS1＋5321の 2つのSNPでTDT
を行った。  
TDTの結果、２つのSNPの内、IVS1+5321 で
p-value 0.0412 を示し、有意差が認められな
い。 
 
RYK(haplotype) Case-control study 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
 

 
RYK遺伝子中の 3つのSNP（A287G / IVS12+13 
/ IVS 13+63 ）のハプロタイプを用いての
Case-control studyを示す。 
ハプロタイプA-A-Cは、日本人のCL/PとCPOだ
けにχ2 検定でp値が、5x10-4  2.59x10-6 とそ
れぞれ有意な差が認められた。  
また、3 つのSNPのハプロタイプを用いてTDT
検定を行った。いづれのハプロタイプもχ2

検定でp値が 0.01以上のものは見つからなか
った。 
 



 

 

以上の結果より、PAX９、TGFB3、RYKの３遺
伝子は、日本人口唇裂・口蓋裂の発症に関与
していることが示唆された。  
また、今後、Association studyのデータは、
日本人口唇裂口蓋裂のマーカーとして使え
ることが考えられる。  
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