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1.序論

われわれn本人を含むアジア人は、欧米人あるいはアフリカ人に比べ11辱、
口説裂 (cleftlip and/or cleft palate， CL ancl/or CP)の発症率は高い(1-3)。

11本人においては、 1000人lド1.7人、欧米人では 1000人rl"1.0人、アフリカ

人に宅つては僅か 1000 人中 0.4 人と 、 各民族集I"flflllでその発症率は~なって

いる (4)。 一卵性双I~:児の一致本は 100%ではなく 、 その遺伝様式は単純なメン

デルの法則Jには従っていない。11容 ・u益裂の逃伝段式については今なお定説

はないが、 Mooreら(5)は分子生物学的手法をJflいて、 X 染色体と口義裂逃伝

子との述~Jlを疑わせる家系について報告している。 しかしながら、近年におけ

る統計遺伝学1'1力研究により、現在ではポリジーンと広告境袋閃が下Lいに関与し発

i'iI!するいわゆる多l苅f遺伝説がイi)Jである(6)。多凶子逃伝における困fのうち、

コーチゾン、フェニトイン、 アスヒリンなどの各種薬剤、ビタミン A、B6'X 

線照射、駿，#欠乏などの~J:!，~~肉に|期する事IH'Tは多いが、遺伝要因に関する報

告は比較的少ない。その中で、免疫jj主伝乍的なJj聞から遺伝マーカーの検索が

試みられ、その基礎となる研究は近交系のマウスをffIいて!甘くから行われてい

る(7-14).

まず、 F、raserら(7)は、 InbredStrainマウスをmいてコーチ、ノシ誘発性n議

裂の感受性は各系統により災なると報告し、その後、その系統による泣いの決

定因子としてマウスの主箆組織適合復合体(M勾orHistcompatibiJity Complex， 

以下tv町Cと附す)である日一2が関連している(8-10)、ということが示された。

また、 H-2ハフロタイプの違いにより口一誌のコーチゾンレセプターの発現レベ

ルに差があり、それがコーチ、ノン誘発'rl:Ll葉裂の感受性に影縛を与えていると

する報告などもある(11-14)。

とれらの報告は11唇、11主主裂の病因としてヒトの h仔lCであるヒト白血球抗

原 (HumanLeukocyte A:ntigen，以下 HLA:と略す)と関連した泌伝袈囚の布



庄の可能性を示唆するものである。 HLt¥はこれまでに数多くの疾jむとの|刻ii.ff

が示唆されており、そのJ京凶究明に役立っている。

11唇、 IJ益ダリと HLAとの関係については、過去にいくつかの論争があった。

LI)，彦、口議裂を含む顎産区間奇形多発家系において混合リンパ球J:i'i養反応Cmixed

lymphocyte culture. MLC)が抑制jされている乙と iJ~'報告され(15)、とのこと

は、HLA領域に2口敏Ito奇形を誘発する因子が布任することを示唆するもので

ある。 Bonnerら(16)は欧米人の11ぷ裂忠者と HI_A-A2とのあいだに関連がみ

られたと報特し、さらに彼らは欧米人およびメキシコ系アメリカ人の口凶rI義

裂忠者において、HLA-A24が別加していたとも報作している。われわれ円本

人においては、 HLA-Cw7と11将裂および1-1談裂忠者との関連や、男性口長裂

!ぷ者と HLA-A24やト江λ-B52などとのi均速が示唆されている(17)。また、男

性rl将11茶話4忠有においては、 IILA-A33が減少していたとのJ報告もある(6)。

しかしながら、これらすべての|刻述はやや信頼性に乏しく、correctedP値 (pc)

の段階ではもはやイT怠性が凡られなかった。

本研究において、 IlJ訴・LI談裂と E丑A との関連を明らかにするため、日本

人口屑 ・口議裂J出者にMして HLAclass 1領域では HLA-B遺伝子を、また、

class II領域では F江A-DRB1および HLA-DPB1泣伝子を瓜1iL配_?;lJレベルで

の DNA タイピングを行った。 乙のような正月給~のfPl1析はこれまでに例がなく、

とれにより円唇 ・Il長裂といくつかの E丑λ アリールとの!日lに強い関連をみい

だすことができた。
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I1.材料と方法

1)試料とコン トロール

対象は、東京大学医学部附属病院口腔外科に米院した日本人JI'llil縁非症候群

口梓 .n議裂 (CleftLip with or without Cleft Palate. CL!P)忠者46例(男

性23例、女性23例)で、そのうち 45{o9i!が口唇11議裂 (CleftLip佃 dPa1ate. 

CLP)で、 l例が円特裂 (CleftLip ， CL)であった(図1)。これらの発症取

を」まえると、 IJ ~手裂のF定例が少なくなっているが、その政由はn唇裂単独応例

はとくにl皮合にJ軒町をきたさないため、形成外;f.，1受診が多いためと考えられる。

!J:¥者あるいはその家族からイ ンフォームドコンセントを符たうえで、忠者本;

人からが~ 10m]の全泊Lを採取し、亦前Lf.:j(総角打夜 (lOmMNaCl、5mMMgC1
2、

lOmMτ'ris pH 7.6)による処理の後、 DNA抽IIIキット(QIAampBlood Kit， 

QlAGEN、Hilden、Germanl1Y)によりゲノム DNAの抽出を行った。

また、徳永ら(18)が行った東京地峻在住の健常日本人 116人におけるf-TIA-

B、HLA-DRBLHLA-DPBlを含むHLAclass 1およびclassIl 巡伝子解析

の結果をコントロールデータとして用いた。

2)HLA DNAタイピング

HLA-B は多型1tに浴む:~IH立が 2 つのエクソン(エクソン 2、エクソン 3)

に分かれているため(悶 2)、PCR-SSOP(sequence-specific oJjgonucleotide probing) 

法、およびPCR-SSCP(single-strand conformation polymorphism)法(18-20)を用い、

E丑A-DRB1は PCR-MPH(microtilerplate bybridization)法(21)、さらにf-TIA-

DPBlはPCR-PHFA(preferential homoduplex fonnation assay)法(22)をそれぞれ

用いてタイピングを行った。|河、 PCI，{-MPH法および PCR一民主A 法は、近

年新しく開発された方法である。



a)PCR-SSOP (sequcnce-specific oligonucleotide probing)法

エクソン 2およびエクソン 3を侠むようにプライマーを設定し、 PCR法に

より当該部位を土判明した(図 3).t首相した DNAを変性後、メンブレン上にド

ット ・プロットしたのちジゴキシゲニン探識プロープ(18-20)とハイブリダイ

ゼーションさせた。次に両手ぷ標識抗体を反応させ、 i議後に，l.!;質を加えて発色を

ねた。今回用いたプロープによる発色のハターンから、 17種類のグループに分

瀕することができた(表 1).HIA-Bは、 PCR-SSOP法だ付ではタイピング

できないアリーJレを含むため、さらに以 Fのような PCR-SSCP法によるタイ

ヒングを行った。

b)PCR-SSCP (singlc-strand conformation polymorphism)法

エクソン 2の 5'側に新たに BEX2-1、BEX2-2、 BEX2-3、 BEX2-4の

4つのブライマーを設定し、 B1N'f3-1Cとで 1st PCRを行った(図 4)。次

にイシトロン 2およびイントロン 3にさらに新たなフライマーを設定し、 2nd

PCR (nested PCR)で上旬幅した後 (1玄14)、品、JI偏した DNAを変性後、各フラグ

メントをグリセロールなし 10%アクリルアミドゲルによる電気泳動を行った

(表2)。

c)PCR-MPH(microtitcr plate hybridization)法

各々のプロープはオリゴヌクレオチドの繰り返しからなっており、さらに人-

JJ易商の一本鎖 DNA調製JTJベクターに組み込んでいる。このプローブの偽々が

あらかじめプレートの作ウェルに回定されている(1まI5)。ビオチン桜識プライ

マー(ポ 3)を用いてPCR訟により当該rm付:を羽幅した。地偏した DNAを変

性後、プレート上のプロープ(21)とハイブリダイゼーションさせた。次に酵ぷ

標識アピジンを反応させ、足後にlH1を加えて発色を得た。得られた発色のパ

ターンにより 8磁類のグループに分けたのち (Lコwresolution) (表4)、さら
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に、それぞれのグループに特異的なピオチン様識プライマー(表 3)をJfJいて

PCR法により当該日11位を明l臨した。同様に地慨した DNAを変性後、フレート

上のプロープ(2l)とハイプリダイゼーションさせタイピングをrrった(Hlgh
resolution) (表 5)。

d)PCR-PHFA (preferential bomoduplex formatiOIl assay)法

両方の-.-1>:鎖 DNAを別々に傑識した I-1LAI型既j;j]の桜準Jj主伝下断片を別怠し

た。当該rm伎を PCR法により期!間後、この際河I'DNAと混和して加熱変性した。

その後、ゆっくりと蹴度を低下させることにより、標準 DNA(22)と検体 DNA

の111]で二本鎖形成の競合反応を行わせた。残存する様可I，DNA二本:銭1の百1:を 96
i'，マイクロタイターフレート lての発色で測ることによって、様ijl，DNAと検体
の異 IriJを判定した。 桜前 DNA と検体の時五)，~何d~IJが ・致すれば発色がみられず、

不一致があれば発色が斜られる (1到6)。

3)統計的解析

患者集|守|における HLA-B、HLA-DRBlおよび HLA-DPBl遺伝子のそれ

ぞれのアリールの陽性率とコントロールにおける陽性率とを、カイ 2釆IJ検定あ

るいは観測度数が5以 1;の場合はフィッシャーの間接擁京計算法により比較検

討し P値を求めた。観測度数が5以上のものについては、とくにイエーツ補正

は行わなかった。さらに、それぞれの泣伝子座で観察されたアリールの数を P

値に剰じて、 correctedP他 (Pc)を求めた。これは、それぞれのアリールにつ

いて P値を求める際にそれぞれ独立に計算している ζとに起凶するもので、本

研究のような解析においては、記ttなに計算した回数だけ P他に乗じることによ

り統計学的なバイアスを取り除くとする PC値まで求めて評価することが一般

的であるからである (23)。また、それぞれの HLAアリールと|寸唇 ・11議裂と

のl品!連の強さを評価するために、 OddsRatio (OR)を以ドのごとく計算した。
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OR= (P+)X(C-)j(P→X(C+) ・・・①

ただし、①においてPは辺、者集団(patients)、Cはコントロール群 (controls)、

は陽性者数、“ "は陰性者数をそれぞれ示す。



III.結果

1) HLA-B、-DRB1、-DPB1

各遺伝子座における陽性率

116人のコントロールl伴および 46人の患者集団におけるト江.A-Bの陽性率

を(ぷ 6)1と示す。f-IT.A-B*1501がコントロールぽーに比べ患者集団で頻度が

高かった。ただし、PC{IT'[ではイTk:i:水準には達しなかったの0.4%VS. 12.1%、OR=

2.52、p= 0∞4、pc= 0.09)。同級に HlλB*5101もコントロール併に比べrJ.'t
者集|守lにゐ怠に憎)JIIしていた (41.3%VS. 12.9%、OR=3.19、p=O∞02、pc=O∞4)。
興味深いことに、 見 A-B*4403はコントロール併では最も高い|場性率を示

しているのに対し、!よi者集卜I1では全く翻然されなかった (0% VS. 21.6%、p= 

0.0002、pc=O.∞4)。
I丑.A-DRBlの月刊7では、 DRB1*0802が、 Pc値で=はわずかに有意にならな

かったが、 忠者集団において~l~がii71かっ た (21.7% VS. 6.0%、OR= 3.60、p=

O.∞3、pc= 0.08)。 両方、DRB1*1302は出、者集|訓で全く観察されず、強い負の
関t!!を示した (0%VS. 20.7%、p=O.∞03、pc=O∞7)(表7)。
F丑A-DPBlの解析では、 DPBl*0401が患者集l寸|でわずかに減少している

ことを除いて、陽性率でイ可:蛍:Aの認められるアリールは存在しなかった(表8)。

2) 患者集団を男女に分けた場合の

HLA遺伝子の関連の違い
口唇 .LI益裂は火性に比べ、 男性のみが向いMi1支で発症することが匁lられて

おり、そのため、 (表 6)および(表 7)で有意性が確認されたアリールについ

て、患者集団を児火別に分けて解析を行った (友9)。

まず、 23人の9j性患荷集団においては、Hl.A-B*5101の|場性本がコントロ

ール併に比べ有意に地加していた (47.8%VS. 12.9%、OR=3.70、p<O.∞01、pc<
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0.(02)。一点、 HIA-B本1501の|場性本は男性慾者集団において、有為な地加を

示さなかった。しかしながち、23人の久性患者集団においては、 l丑.A-B*1501

の陽性率がコントロールJ伴に比べ有;訟に噌加していた (43.5% vs. 12.1%、OR= 

3.60、p= 0.0003、pC= 0.005)のに対し、 F江A-B*5101の陽性率は火性患者集団

において、 有為なLl~}JL1を 7J~さなかった。

さらに、 四.A-DRB1*0802の陽性本の楠加は、女性怠者集団にのみ飢終さ

れ(26.1% vs. 6.0%， OR = 4.32， pc = 0倒4)、児性JJ;!，者集|羽では有意なAは認められ

なかった。

なお、コントロール併を児交別にわけ(tpj，析を行っても、同様の結来を得るこ

とができた(男性 8*5101;Jlc < 0.001、久行:8*1501: pC = 0.05、女性 DRBl*0802; p 

=0.0'η。

HLA-DPB1の各アリールの防性本についてはJ患者集凶を男女5JIJにわけても、

コントロール11'(;と比べ有為な差が得られたアリーjレは存在しなかった。

3)関連を示したアリールの相互作用の検討

有意な関連が示されたアリールの相互作用の可能性を詐filIiするために、 |場i+t一

本が期加していた3つのアリ」ル、および忠者集問で全く観察されなかった2

つのアリールについて、それぞれいくつかの組み合わせを考え、その組み合わ

せの|場性率をJ患者集団とコントロール群との|間で比鮫した(友 10)。

HLA-B*4403と HlA-DRB1ペ302のそれぞれが、忠.;lf集団において全く

凡られなかった(0% vs. 19.8%，01< = 0.00， P = 0∞'3; 0 % vs. 19.8%，01< = 0.00， Jl 
= 0.01; 0 % vs. 19.8%， OR = 0.00， p = 0.01). Hlλ-B*4403とE丑A-B*1302は

日本人においては、決別的なハプロタイプを形成することが知られている(18)。

また、 HLA-B*5101と印.A-DRB1*0802の組み合わせがT:1'Ui¥、者集団!とお

いてWI加傾向にあり、高いoddsratioを示した (13.0%vs. 1.7%， OR = 7.57， P = 

0.03). HLA-B*5101と HLA-DRBl本0802もまた我々 U:;$:人においてハブロ
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タイプを形成すると織告されている (24)。陽性呼えが増加していた3つのアリ

ール組み合わせの OR はそれぞれのアリールl~
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IV.考察

木研究は、HIA遺伝子と1-1将 ・LI義裂の関連について、組1主回日夕IJレベルの

DNAタイヒングにJよづいて調子tされたものとしては、準:握し得たf飽佐|では|笠

界において員初Jの研究である。本研究では、もともと多くの対立法伝子をもつ

ことが知られている F江A選伝一J-のけiでも、 E丑A class 1およびclassII 遺伝子

併において肢も多くの対立泣伝fが報告されているE丑_A-BおよびH工A-DRB1

法伝子に~トl し解析を行った。 また、これに加えて、他の E丑.A ill伝子との1m

の連鎖不平衡が剥く、ある限度独立した多型システムを形成している E五A-

DPBl遺伝子も本研究の対象とした。

class 1領域における F丑.A-B*1501、HLA-Bキ5101およびclassIT倣'域にお

ける E江A-DRBl*0802とIIId・門誌裂とのイ守怠な限]迫ーは、本研究による新し

い知見である。ここで、 j怠将:us聞の'ltlJIJでの月Tji，j;)y結51!:の泣い、すなわち、男性

患者集団では1:-IlA-B*5101が顕著に期加し、女性患者集団でミはF丑.A-B*1501、

HlA-DRBl *0802が附加していたのは、 il惇 ・口議裂の発主主に'I't差があるこ

とにl葉It!fしているのではないかと思われる。木疾患のように、男女間で発生率

のJ'~なる多肉T-辿伝疾患とみられる上江A との|淘~についての研究の つにリ

ウマチがあげられる。太田ら (25)は、日本人においてリウマチの児女比は1

4でT:1tに多く発症するのに対し、 E丑A との関連ではyj性患者の方がより強

く現れるが、とのす主主主は、発症までのしきい値が高い9jtl:においては、より多

くの因子を必裂とするわけでI-IlAもその因子の一つであり、リウマチが多因

子}立伝疾患であることとx盾しないと述べている。また、 Ollierら (26)は岡
傑の研究で、見性リウマチ!d.~者において特定のI-IlAハフロタイプが高いのは

児性のおいしきい値をI1迭すための囚チとして働いていると述べている。

本研究において、発症率の高い、すなわち、しきい舶の低い男性において

HlA-B*5101が有意に上旬}JIIし(47.8%vs. 12.9%)、女性においても有意袋は認
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められないが別加傾向にあり(21.7%VS. 12.9%)、火性においては日_A-B門 501、

I一江A-DRB1*0802が有活n::J:¥'!J)JIIし(43.5%vs. 12.1%、26.1%VS. 6.0%)、男性

においても有意差はおめられないが期加傾向にあった(21.7% VS. 12.1%、17.4%

VS. 6.0%)ことは、それぞれのアリール自身もしくはそれぞれのアリールに連鎖

した遺伝凶下が、仁l将 ・口蓋裂の発航促進|必下として作mしており、 J想性より

も高いしきい航をもつぶ性においては、それを上回る数あるいは強さの発症促

進閃 fを持っていなければ発fJi::しないと与えるととができる(図7)。このこ

とは、関連fjこをボしたアリーjレの相互作用の検討(表 10)において、|場性需きが

上白川1していた3つのアリール組み合わせの ORはそれぞれのアリール単独での

ORの手11に近かったことからも危!像し得る。また、I-ILA-B*4403とI-ILA-

DRB1*1302が忠者集ト月で全く見られなかったことは、それぞれのアリール白

身もしくはそれぞれのアリールにiili鎖した逃伝図チまたは乙のハブロタイプ上

の遺伝因子が、仁11，存 ・Ll益裂の強力な発症抑制1&1子として作用しているととが

考えられる。また、 ORがかなり低く、忠者集団で1伊!のみ|場性となっている

I-ILA-B*3901. 1丑A-B*4006、HLA-B*4801についてはサンプル数を騎加す

るなど今後の検討するべき課題ではあるが、 HLA-B*4403 と f江A-

DRBl町302 と比べると 、 健常人~ 1 .1"I との頻度のだは小さく 、 P (11'(を求めたH与

点でイゴ%i差が得られないことから、本研究においては1-1唇 ・口議裂の発症ti1H削

凶ずとの関連を結論づけることは困難と考える。なお、F且A-B*4403と

HLA-DRB1 *1302は、われわれ日本人において最も典慰的なハプロタイプの

うちのひとつであるが (18)、これらのアリールの組み合わせが実際にハブロ

タイプを組んで、いるか否かを調べるには、患者の両親を含めた家系調査が必婆

であるとjaわれる。

口唇 ・仁l談裂の多発家系における連鎖解析では、 HLA辿伝子と口唇 .Ll義

裂との関連について、過去に様々な結栄 (27-31)が被告されている。民近で

は Eibergら (32)が、6p24-p25に口唇 ・口議裂を誘発する因子があると報

1.1 



告したが、銭念ながらこの領域はHlA泣伝子ーが存在する 6p21.3とは区別され

るべき領域である。近作、マイクロサテライトマーカーを位Fった実験において

I1容 ・仁l益裂と 6p23領域の閃述が見い出された (33-34)。本M1tの粘栄は、

との研究の結果をiJ金く支持すると同H寺に、 HlA遺伝「あるいはその近伐の逃

伝 F と l寸将 ・rJ長裂との!刻~を強くぷl唆するものである。さらに 、 今[E'_[の結果

は、 F且A-A33J=fU京が忠者集団で減少していたという石井ニの減告(17)にも合致

する。これは、われわれ円本人において E丑.A-A33抗原はそのほとんどが

T-IIA-A本3303によってコードされており、この 子江A-A*3303と、本研究で

全く鋭終されなかった HLA-B*4403および日.A-DRB1* 1302は、典型的な

ハフロタイプを椛IJ.比する (18)ことが:);JJられているからである。

それでは、 なぜ、"幌 ・ 1-1 談裂のような~I，免疫性の疾患の発徒に、'MHC 領

域の遺伝fが関与しているのだろうか。まず、.9:Jぷ|日jで11極 ・口技裂Iz::Mする

感受性の迷いがあるということを4考慮すると、ひとつの可能性として考えられ

ることは、本研究で示唆されたような9)久市lJでの I召A アリールの関連の違い

が、 H台児のホルモン獄J~'Z 1と i影符をうえ、それが感受性の違いを引き起としてい

るのではないかということがあげられる。この仮説から考えられる級も有力な

候揃遺伝fは、 21ハイドロキシレースをコードする CYP21である。このill伝

子は、 f丑A class 1領域と 叩λclass1I領域の問に位位する目.Aclass m領

域にあり 、 T丑A :i立伝 f多111 と tlf~J1不平衡の状態、にある可能性がある。 CYP21

は、そのh復基世主主により 21-ハイドロキシレース欠m疲を引き起こす (35)と
とが知られている。21-ハイドロキシレース欠航続は 21水酸化問宇奈チトクロ」

ム P450(P450C21)の先天的障害!こよりコルチゾール、アルドステロンの合成低

下と刷 i降アンドロゲン合成/じ進をきたす先天性問符jf!JJ形成 congenital 

adrenal hyperplasia (CAH)の一つで、市IJI符皮質不全と男性化徴候をゑし、高IJ

Y等性社需拡{向洋にも含まれる。本症はCAH全体の 90%以上を占めている。

マウスを使った実験では、マウスの h任ICである H-2復合体のハプロタイ

12 



ブの違いによりrI議裂に対する感受性が異なり、その感受性の迷いは H-2復

合体あるいはその近傍にある巡伝子によってコントロールされるIl義組織のグ

ルココルチコイドレセプターの発現レベルがr~J 勺しているとする級告 (11-13)

があった。しかしながら、 Taskollら (36)は近作、マウスにおける H-2後合

体の泣いによるコルチコステロイド誘発性口蓋裂に対する感受性の差は、 JI合児

WJにおけるグルココルチコイドレセフターの質的あるいは拡的な途いによるも

のではないと報告した。さらに彼らは、 H-2複合体のiiいによるコルチコステ

ロイド誘発性口益裂に対する感受性の差は‘IJ合児期の母体におけるコルチコス

テロイドの1(11中波度に関連しており、その意味で、 21ハイドロキシレースをコ

ードする泣伝 fの多型がこれに凶 f止するIJI能性を示唆している。それゆえ、も

し、マウスの母体における 2]ハイドロキシレース多型に関連してコルチコス

テロイドのJ.(JtIj '~~'!1支に~週休業tJ{ lj: じ、それが"長裂の感受性に関与しているな

らば、ヒトにおいても、 CYP21多型が口誰裂の感受性に関与する可能性が考

えられる。

さらに、I--!LA-DPBl泣伝j王座の約 170Kbほど'!fi)JI反体側に位i笠し、レチノ

イン X レセフター ・ベータをコードしている RXR-betaもまた候補泣伝子と

して考えられる。これは、妊娠rj-'のマウスをレチノイン駿処叫すると、その胎

児の顎鎖的l領l誠に重度の奇形が起こることが知られており (37)、このため

RXR-betaが瀕飯田iの発生に関与していることが考えられるからである。しか

しながら本研究において、 RXR-betaの近傍に位倍する HLA-DPB1遺伝子

の|刻迎分析では、 E丑.A-DPB1*0401の僅かな減少傾向を絡めるにとどまった。

この結果のみでは、 RXR-beta 多~I~ と口唇 ・ LI益裂との関連を符定できないた

め、今後検討を姿する。

最後に、顎飯田領域の舟j移発症に l-ILA泣伝子ド|身が関与する可能性につい

て考察する。f丑Aj立伝子政物として、 HLA-class1抗原があるが、これが総l

JJ包表|師でキラーT細胞に抗原提示し、これを認識したキラーT細胞がその細胞

13 



のアボトーシスを引き起こすといったメカニズムがある。このような、いわば

細胞間認識のシステムの誤作動が顎顔面の奇形を誘発している可能性はないだ

ろうか。つまり、ある I丑λ ハフロタイプではJI台児期の百貨顔面領域の発育段階

で不必要なアボトーシスを組こしやすい状態をつくり、組織の実質的な欠僚が

生じた紡来、 円唇 ・n議裂のような奇形が起こり得るのではないかと般霊祭され

る。

本研究において、いくつかの HIA アリールと口唇 ・口益裂との間に関連が

みいだされた。CYP21や RXR-betaに対する研究は、現在:進行中である。ま

た、 今後の研究課題として他の~i'ifffirni奇形llZ対しても、 I丑A アリールの陽性

本を患者集|ザ|で調べることは有意裁であると 4号えられる。つまり、1-1唇 ・日夜

裂に代表されるように、在員数的1領域での苦手形は多悶子泣伝疾患ととらえるべき

ものも多く 、この意味で.顎fffilnJ(.f f診に対する遺伝的研究において、本研究で

mいた泣伝子の多型的'析のような手法による解明が期待される。



v.結 語

1) 11唇 ・円議j心者に対しE五_.Aiû伝子の多型f1q~析を行った。

2) 男性J出者集 111 において、 HLA-B*5101 が~Jij~: f之羽1J Il していた。

3)久性jぷ有・1長l苛|において、 F江A-B*1501が顕著に地加しており、また E丑A-

DRB1*0802も鳩)JII傾向にあった。

4) 2)および 3)の結決から HIA-B*5101、HlA-B*1501および E丑A-

DRB1*0802もしくは、これらのアリールと連鎖不平衡にあるjj主伝因子がは辱 ・

"主主裂発車Eに対して、促進的に|対うしていることが示唆された。

5)全忠者集団において‘I丑_.A-B*4403および HLA-DRBけ 1302が全く観察

されなかったことから、 F江A-B*4403および T丑A-DRB1*1302もしくは、

とれらのアリールと~鎖不平衡にある遺伝If:I子が 1-' 唇 ・ 口蓋裂発症に対して、

抑制的に|刻与していることが示唆された。

6H丑A-DPB1 の ~f]~析では、 -{=î:ìJl査を f$J られるアリールはなかっ た。
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図 1.口唇 ・口蓋裂の臨床的分類

口唇裂(Cleftup， CL) .および口唇口蓋裂(Cleftup and Palate， CLP)は、口蓋裂単
独症例(Cl巴ftPa1ate， CP)とは発生学的に系統が異なるとされ、口唇・口議裂(Cleft
Lip with or without Cleft Pa1ate， CL/P)と表記し、区別される。



Class 1α鎖遺伝子

Class 11 s鎖遺伝子

ss TM CY CY 3'UT 

図2. HlA-class 1およびclasslI遺伝子のエクソン/イントロン構成

α1~α3 、 ßl~ß2 は各ドメインを示す。 SS: シグナル配列、 τ"M: I撲貫通問併
CY:細胞質部分、 3・UT:3・非翻訳領域。国:高度な多型性を示す部位。 α1およEiL
2はそれぞ‘れエクソン2およびエクソン3によってコードされる。



B5'UT-l 

三」
5'-UT エクソン lイン卜ロン l エクソン2 イントロン2 エクソン3 イントロン3

1.1 Kbp 

B5・UT-l 5'-TTCTAAAGTCCCCACGCACCC-3' 

BINT3-1C 5'-AGATGGGGAAGGCTCCCCACT-3' 

図3.PCR-SSOP法のためのHlA-B座特異的プライマーの設定

HlA-Bで多型性を示すエクソン2およびエクソン3を挟むようにプライマーを設定
した。



BEX2-1 
BEX2-2 
BEX2-3 
BEX2-4 

ー→.. 237bp 
] 

ゲノムDNA
エクソン2

BEX2-1 
BEX2-2 
BEX2-3 
BEX2-4 
~ 

1st PCR産物」

2nd PCR産物

O.25kb 276bp 

イントロンZ

lstPCR↓ 

エクソン3

山↑
l

Bひ汀3-1C
BINT3-1CM13R(for B5!) 
唾-

278bp I 
一令

O.8kbのフラグメン卜

317bp 

ヱクソン2-SSCP

BEX2-1 
BEX2-2 

BEX2-3 
BEX2-4 
BEX3-1 

BEX2-FC 

BINf3幹lCM13R

253bp 

エクソン3-SSCP

5・-GAGGTATTTCTACACCGCCA-3' 
5' -GAGGT ATTTCCACACCTCCG-3' 

5'-GAGGTATTTCTACACCTCCGーゲ

グーGAGGTATTICCACACCGCCA-3' 
5 '-cggggccagGGTCTCACA-3 ， 

5'-CTCGCTCTGGTTGT AGT AGC-3' 

5'-c唱g拙 acagαatgacαgatggggaaggctccccact-3' 

図4.PCR-SSCP法のためのE五_A-B座特異的プライマーの設定

lstPCRのためのプライマー (BEJC2-1，-2 ， -3， -4， BI~3-1C) をエクソン 2 およ
びエクソン3を挟むように設定した。さらに2ndPCRのためのプライマー (BEX2-

FC， BEJC3-1， BI~3-1CM13却を設定した。ただし、 B51のグループに関しては

SSCPの精度を上げるため、 B51に特異的なプライマーであるBI~3-1CM13Rを使
用した。また、プライマーの塩基配列における大文字はエクソン部分、小文字はイ

ントロン部分を表わす。 2ndPCR産物をSSCP用フラグメントとした。



マイクロ
タイターウエJレ

図5.PCR-MPH法の原理図

各々のプローブはオリゴヌクレオチドの繰り返しからなっており、さらに大腸菌の

一本鎖DNA調製用ベクターに組み込んでいる.このプロープの各々があらかじめプ
レートの各ウエルに固定されている.ピオチン標強プライマーを用いて検体のHLA

遺伝子をPCR法で増幅する.この検体を変性後、プレート上のプローブとハイプリ

ダイゼーションさせる.次に酵素標識アピジンを反応させ、最後に基質を加えて発
色を得る.
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図6.PCR-PHFA法の原理図

両方のDNA鎖を別々に認識したHlA型既知の標準遺伝子断片を用意する.検体を

PCR法により増幅後、この標準DNAと混和して加熱変位する.その後、ゆっくりと
温度を低下させることにより、標準DNAと検体DNAの間で二本鎖形成の銭合反吹を
行わせる.残存する標準DNι本鎖の齢96穴マイクロタイトプレート上の舶
を旗uることによって、標準DNAと検体の異聞を判定できる.標準DNAと検体の塩基
配列が一致すれば発色はみられず、不一致があれば発色が得られる.
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図7 口唇 ・口蓋裂発症における男女聞でのしきい値の相違
CLIPは臨床的に女性よりも男性に発症しやすしこれは、本疾患を多因子遺伝疾患と
してとらえたとき、女性が発症するためには男性に比してより多くの因子を必要であ
るとする男女間でのしきい値の相違を考えると容易に理解し得る。



プロープ

2 3 4 5 6 7 8 B 10 

アリールグループ BEJ(Z・lPBEX2-2P BEXZ・3PBEX2-4P 140-1 200-1 200-2 270-1 270-2 350-1 

合1301 + + + 
合1302 + + + + 
台1501/1511 + + 
*3501/5301 + + 
*3701 + + 
合3901/3902/3802 + 
*3904/1518 + 
合400214003 + + 
*4006 + + + 
合4402/4403 + + 
会4601 + + + 
合4801 + 
合5101-5103/5201 + + + 
*5401/5502/5601 + + + 
*5504/5603 + + 
*5901 + + 
*4001/4007 + + 
*6701 + + 
*0702 + + 

表1.判定表:PCR-SSOP (HLA-B) 

r+jはそのプロープとの陽性反応を示す.この陽性反応の組み
合わせによって、 19種類のアリールグループに分類が可能。
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1 st PCR 
グループ

BEX2-1 

BEX2-2 

BEX2司3

BEX2-4 

BEX2-1 

アリール 泳動温度

グループ アリール エクソン2

B5 B合51，B*5201，B*5202，B*5301 22"C 
B13 B*1301， B叶302 15"C 
B15 B*1501，B*1511，B*1518 22"C 
B22 B合5401，B*5501，B*5502，B女5601 22"C 
B35 B*3501 22"C 
B44 B*4402，B*4403，B*4406 22"C 
B46 B台4601 22"C 
B59 B*5901 22"C 

B61 B*4002，B*4005，B*4006 22"C 
B18 B*1801，B*1802 22"C 
B37 B*3701 22"C 

B7 B*0702， B*0705 22"C 
B16 B*3802， B*3901， B*3902 22"C 
B48 B*4801 22"C 
B67 B*6701 22"C 

B60 B*4001， B*4007 22"C 

B51 B台5101，B*51 02， B台5103

表2.HLA-B座におけるSSCPの温度条件
SSOPの情報により1st PCRでBEX2ベ，-2， -3， -4の4つのグ
ループに分類し、ヱクソン2およびヱクソン3に分けてSSCPを
行い、アリールを決定した.ただし、 BS1グループのエクソン3
は、 SSCPの精度を上げるためBEX3-1/BINT3-1 CM 1 3Rのプラ
イマーセットを使用した.また、泳動ゲルはグリセロールなし

10%アクリルアミドゲルを使用した。

エクソン3

30"C 
30"C 
30"C 
300C 
30"C 
30"C 
30"C 
30"C 

30"C 
30"C 
30"C 

22"C 
30"C 
22"C 
22"C 

30"C 

30"C 



Low resolutioo.周プライマーセット

DRBAMP-C 

DRBAMP-B 

5'-biotin-TCGTGTCCCCACAGCACGT -3' 

5'-biotin-CCGCTGCACTGTGMGCTCT-3' 

Higb resolutio且用プライマーセット

DRlグループ

DRBAMP-l 5'-bio位n-TTCTTGTGGCAGCTTMGTT-3'

DRBAMP-B 

DR2グループ

DRBAMP-2 

DRBAMP-B 

DR4グループ

DRBAMP-4 

DRBAMP-B 

DR 12/8グループ

5・-biotin一CCGCTGCACTGTGMGCTCT-3'

5'-biotin一CCGCIちCACTGTGMGCTCT-3・
5'-biotin一CCGCTGCACIちTGMGCTCT-3'

5'-biotin-G百 TCTTGGAGCAGGTTMAC-3'

5'-biotin一CCGCTGCACTGTGMGCTCT-3・

DRBAMP-12/8 5 '-biotin-TTCTTGGAGTACTCTACGGG-3 ， 

DRBAMP-B 5'-biotin 一CCGCTGCACTGTGAAGCTCT-3'

DR3/6グループ

DRBAMP-3/11/13/14 5'-biotin...:τTCTTGGAGTACTCTACGTC-3' 

DRBAMP-B 5'-bio由一CCGCTGCACIちTGAAGCTCT-3'

表3.PCR-MPH法に用いたプライマ}セット
L<コ，wresolutionおよびHighresolutionにおける antisenseプライマーは、すべて
DRBAMP-Bを使用した。Highresolution用プライマーのsenseプライマーは、
それぞれのグループに特異的である。



プロープ

z 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

アリールグループ Z801J 100ZJ 7004 1004 5703J 370SJ 10XYJ 1006 アOJ 1007 1008J 1003NJ 1005 7003 

DR1 

DR2 

DR3 

DR4 

DR11 

DR12 

DR6 

DR7 

DR8 

DR9 

DR10 

台。101/0102 + 

合0103 + 

'1501/1502/1601 + 

'1602 + + 

'0301・0303 + + + 

合040110403・0411 + 

'0402 + 

合1101/1103 + + + 

'1102 + + + 

合1201-1202 + + + 

合1301・1302 + + 

*1401 -1402/1405 + + 

'1403 + + + + 

*1404 + + 

合0701 + 

合0801-0804/0809 + + + 

'0901 + 

'1001 + 

表4.判定表:PCR-MPH (DRBl Low resolution) 
r+jはそのプローブとの陽性反応を示す.Low resolutionでは、この陽性反応、
の組み合わせにより、 DRl、DR2.DR4、DR12/8、およびDR3/6の5つのグ

ループに分類されるo DR7、DR9およびDR10は、 2妥当するアリールが日本人で
は1つしか存在しないので、この段階でアリールを判定できる。
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プロープ

z 3 4 5 
アリール 7007 7012J 8601 8602 2801J 

*0101 + + + 
*0102 + + + 

*0103 + + + 

表5・1.判定表:PCR-MPH (DR1 High resolution) 

プロープ

z 3 4 5 
アリール 7002 7003 7011N 8601 8603 

*1601 + + 

*1602 + + 
*1502 + + 

*1501 + + 

表5-2.判定表:PCR-MPH (DR2グループHighresolution) 



プローブ

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

アリール 3713 3715 5701 5702 7005 7006J 7007 7012J 8601 8603J 

合0401 + + + + 

*0402 + + + + 

*0403 + + + + 

安0404 + + + + 

*0405 + + + + 

*0406 + + + + 

*0407 + + + + 
合0408 + + + + 

*0409 + + + + 

*0410 + + + + 

*0411 + + + + 

表5・3.判定表:PCR-MPH (DR 4グループHighresolution) 

プロープ

2 3 4 5 6 7 8 

アリール 3713 5701 5702 7002 7010 8601 8602 8603J 

*0801 + + + + 

*0802 + + + + 
合0803 + + + + 
安0804 + + + + 

*0809 + + + 

*1201 + + 

*1202 + + 

表5-4.判定表:PCR-MPH (DR8/1 2グループHighresolution) 



プロープ

z 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
アリール 2809J 3703 3713 5704 7002 7003 7007 7009 7012J 8601 8603J 

*0301 + + 

*0302 + + + 

*0303 + + + I 

*1101 + + + 

叶 102 + + + 

*1103 + + 

合 1104 + + + 

*1301 + + + 

*1302 + + + 

円401 + + + 

*1402 + + + + 

*1403 + + + 

*1405 + + 

表5-5.判定表:PCR-MPH (DR3/6グループHighresolution) 



HLA-B Patients Controls Comparisons 

alleles n=46 n=116 OR P value PC value 

*0702 4 (8.7) 12(10.3) 0.84 N.S. 

女1301 3 (6.5) 3 (2.6) 2.52 N.S 

*1302 1 (2.2) 1 (0.9) 2.52 N.S. 

*1501 14(30.4) 14(12.1) 2.52 0.004 0.09 

安1518 3 (6.5) 4 (3.4) 1.89 N.S. 

*3501 5 (10.9) 17 (14.7) 0.74 N.S. 

合3701 1 (2.2) 3 (2.6) 0.84 N.S. 

合3901 1 (2.2) 8 (6.9) 0.32 N.S. 

*4001 5(10.9) 14(12.1) 0.90 N.S. 

女4002 4 (8.7) 15 (12.9) 0.67 N.S. 

*4006 1 (2.2) 11 (9.5) 0.23 N.S. 

安4403 。 25 (21.6) 0.00 0.0002 0.004 
*4601 5 (10.9) 13 (11.2) 0.97 N.S. 

*4801 1 (2.2) 10 (8.6) 0.25 N.S. 

合5101 19(41.3) 15(12.9) 3.19 0.0002 0.004 

*5201 7 (1 5.2) 24 (20.7) 0.74 N.S. 

台5202 1 (2.2) 。 N.S. 

*5401 5 (10.9) 15(12.9) 0.84 N.S. 

*5502 5 (10.9) 5 (4.3) 2.52 N.S. 

*5901 1 (2.2) 2 (1.7) 1.26 N.S. 

*6701 2 (4.3) 4 (3.4) 1.26 N.S. 

表6.口唇・口蓋裂患者におけるHLA-Bアリールの陽性率

N.S. : not significant、OR:odds ratio、括弧内は%を示す.



HLA-DRB1 Patients Controls Comparisons 

alleles n=46 n=1 16 OR P value PC value 

*0101 6 (1 3.0) 11 (9.5) 1.38 N.S. 

*0401 2 (4.4) 2 (1.7) 2.52 N.S. 

*0403 5 (10.9) 6 (5.2) 2.10 N.S. 

*0405 7 (15.2) 28 (24.1) 0.63 N.S. 

*0406 4 (8.7) 8 (6.9) 1.26 N.S. 

*0410 2 (4.4) 2 (1.7) 2.52 N.S. 

合0701 1 (2.2) 1 (0.9) 2.52 N.S. 

台0802 10 (21.7) 7 (6.0) 3.60 0.003 0.08 

*0803 7 (15.2) 15(12.9) 1.18 N.S. 

*0809 1 (2.2) 。 N.S. 

*0901 10 (21.7) 35 (30.2) 0.72 N.S. 

*1001 1 (2.2) 1 (0.9) 2.52 N.S. 

叶 101 1 (2.2) 3 (2.6) 0.84 N.S. 

*1201 4 (8.7) 7 (6.0) 1.44 N.S. 

*1202 2 (4.4) 4 (3.4) 1.26 N.S. 

*1301 1 (2.2) 1 (0.9) 2.52 N.S. 

叶 302 。 24 (20.7) 0.00 0.0003 0.007 

*1401 4 (8.7) 7 (6.0) 1.44 N.S. 

安1403 3 (6.5) 7 (6.0) 1.08 N.S. 

合1404 2 (4.4) 。 0.08 

*1405 2 (4.4) 7 (6.0) 0.72 N.S. 

*1501 6 (1 3.0) 12(10.3) 1.26 N.S. 

*1502 9(19.6) 21 (18.1) 1.08 N.S. 

*1602 1 (2.2) 4 (3.4) 0.63 N.S. 

表7.口唇・口蓋裂患者におけるHLA-DRBlアリールの陽性率

N.S. : not significant、OR:odds ratio、括弧内は%を示すe



HLA-DPB1 Patients Controls Comparisons 

aUeles n=46 n=116 OR P value PC value 

*0201 18(39.1) 52 (44.8) 0.87 N.S. 

*0202 3 (6.5) 16 (7.7) 0.84 N.S. 

台0301 5 (10.9) 10 (8.6) 1.26 N.S. 

*0401 2 (4.3) 20 (17.2) 0.25 0.04 N.S. 

*0402 7 (15.2) 15(12.9) 1.18 N.S. 

*0501 28 (60.9) 72 (62.1 ) 0.98 N.S. 

合0601 1 (2.2) 。 N.S. 

育0901 11 (23.9) 18(15.5) 1.54 N.S. 

叶 301 2 (4.3) 6 (5.2) 0.84 N.S. 

表8.口唇・口釜裂患者におけるHLA-DPB1アリールの陽性率

N.S. : not significant、OR:odds ratio、括弧内は%を示す.



HLA Patients Controls Comparisons 

alleles OR P value Pcvalue 

Male 

B叶 501 5/23 (21.7) 14/116 (12.1) 1.80 N.S. 

B*4403 0/23 (0.0) 25/116 (21.6) 0.00 0.01 

8*5101 11/23 (47.8) 15/116 (12.9) 3.70 <0.0001 <0.002 

DR81 *0802 4/23 (17.4) 7/116 (6.0) 2.88 N.S. 

DRB1 *1302 0/23 (0.0) 24/116 (20.7) 0.00 0.01 

Female 

B叶 501 10/23 (43.5) 14/116 (12.1) 3.60 0.0003 0.005 

8*4403 0/23 (0.0) 25/116 (21.6) 0.00 0.01 

8*5101 5/23 (21.7) 15/116 (12.9) 1.68 N.S. 

DRB1女0802 6/23 (26.1) 7/116 (6.0) 4.32 0.003 0.04 

DRB1叶302_ 0/23 (0.0) 24/116 (20.7) 0.00 0.01 

表9.男女に分けた場合のHLA遺伝子とCUPとの関連性の相逮

N.S. : not significant‘OR: odds ratio、括弧内は%を示す。



HLA Patients Controls Comparisons 

allele combinations OR P value 

Total 

B*1501/ B*5101 1/46 (2.2) 2/116 (1.7) 1.26 N.S. 

B*1501/DRB1*0802 2/46 (4.3) 2/116 (1.7) 2.52 N.S. 

B脅5101/DRB1合0802 5/46 (10.9) 2/116 (1.7) 6.30 0.02 

B*4403/DRB1叶 302 0/46 (0.0) 23/116 (19.8) 0.00 0.0003 

Male 

B叶 501/ B*5101 1/23 (4.3) 2/116 (1.7) 2.52 N.S. 

B叶 501/DRB 1 *0802 0/23 (0.0) 2/116 (1.7) 0.00 N.S. 

B*51 01 /DRB1 *0802 2/23 (8.7) 2/116 (1.7) 5.04 N.S. 

B*4403/DRB1叶 302 0/23 (0.0) 23/116 (19.8) 0.00 0.01 

Female 

B叶 501/ B*5101 0/23 (0.0) 2/116 (1.7) 0.00 N.S. 

B*1501/DRB1*0802 2/23 (8.7) 2/116 (1.7) 5.04 N.S. 

B安5101/DRB1*0802 3/23 (13.0) 2/116 (1.7) 7.57 0.03 

B*4403/DRB1*1302 0/23 (0.0) 23/116 (19.8) 0.00 0.01 

表10.関連性を示したアリールの相互作用の検討

N.S. : not significant、OR:odds ratio、括弧内は%を示す。
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