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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the association between folate
metabolizing enzyme gene polymorphism, 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) gene polymorphism C677T and the development of isolated non-syndromic
cleft lip with or without cleft palate (NSCL/P) in a Myanmar population. Patients/-
Participants: We examined 156 Myanmar isolated NSCL/P patients, 96 their mothers
and 64 their fathers compared to 109 controls. Results: The genotype and allele frequen-
cies of MTHFR C677T in Myanmar isolated NSCL/P did not show statistically differ-
ences between the patient and the control group (p=0.813, 0.535) as well as the father
(p=0.513, 0.267), the mother (p=0.501, 0.420) and the control group (Genotype frequency,

Allele frequency). Conclusion: Our results did not suggest that MTHFR C677T polymor-
phism does not make a important role in the development of isolated NSCL/P in a
Myanmar population. Ryukyu Med. J., 28(1,2)25-29, 2009

Key words: isolated non-syndromic cleft lip with or without palate, Myanmar, folate, 5,
10-methylenetetrahydrolate reductase

緒　言

口唇口蓋裂(CL/P)は発生頻度が高い主要な先天異

常の一つである. NSCL/Pの発生原因は,遺伝的要因
と環境的要因が複雑に絡み合い,ある境界を超えた場合

に発症すると考える多因子閥説が有力視され1),現在ま

でにいくつかのCL/Pの発症に関与する候補遺伝子が
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報告されてきた2-5)が,未だその発生機序は不明瞭な部

分が多い.一方で,疫学的検討から母親の妊娠期間にお

ける葉酸の摂取が, CL/P発症に対する抑制効果を示す
ことが報告された6,7)

5, 10-methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
は葉酸の代謝に関与する重要な酵素のひとつである.こ

のMTHFR遺伝子の677番目の野生型Cアレルの変異型
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Tアレルヘの置換(MTHFR C677T)はミスセンス変

異であり,コードアミノ酸であるアラニンのバリンへの

置換(MTHFR A222V)を引き起こし,それによる

MTHFRの熱耐性低下によってその活性が低下するこ

とが知られている8).その結果,血中ホモシステイン濃

度が高まるなどし,これらと口唇裂口蓋裂発症との関連

が示唆されているが,その機序は不明である.

一方で, MTHFR C677Tが神経管閉鎖障害(NTDs) '蝣

やCL/P"の発症に対する関与を示唆する報告がなさ

れた.しかしながら, MTHFR C677TとCL/Pの関与
に対し否定的な報告も多い13-18)今回,我々の知る限り

世界で初めて,ミャンマー人血液サンプルを用いて孤発

性の非症候性口唇口蓋裂(NSCL/P)とMTHFR C677T
との関連について検討した.

対象・方法

対象として,ミャンマー連邦の首都ヤンゴン市サンピ

ア病院と第二の都市マンダレ-市マングレー歯科大学病

院において,国連認定法人(ロスター)日本口唇口蓋

裂協会による医療援助活動として, CL/Pの手術を受け

た患者のうち,インフォームド・コンセントが得られた

患者ならびにその両親,また対照群より血液を採取した.

患者群は,本人以外の家系の構成員にCL/Pをはじめ

とした他の先天異常や症候群を有さない孤発性かつ,他

の症状を認めない非症候性のCL/P患者156例とした.
また,裂型別の内訳は口唇裂(CL) 56イ札　口唇口蓋裂

(CLP) 100例であった.さらに患者群の両親は,妊娠

期間中の飲酒やタバコ,コーヒーなどの摂取歴がなく,

その父親64例,母親96例に対しても同様の検討をおこ

なった.

対照群は本人及びその家系の構成員にCL/Pをはじ

めとした先天異常や症候群を有さない109例とした.

方法として,遺伝子レポジトリー用血液乾燥漣紙

(903 BOGEN/SHEETS 100 STUCK/PIECES 580×

580mm REF. No. 10539018 Schleicher&Schuell)

に血液を滴下し自然乾燥させ,匿名化システムで管理さ

れた愛知学院大学ハイテク・リサーチ・センター口腔疾

患関連遺伝子バンキングルームに保管したのち,血液乾

燥櫨紙より血液4-6!∠ 1相当の直径6mmの断片を打

ち抜き, QIAGEN社製のDNA Tissue Kitを用い,

付属のプロトコールに従ってDNAの抽出をおこなった.

次に,過去の報告を参考にプライマーを設計し8),

SIGMA GENOSYSに合成を依頼した. PCR産物を,

ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzerを用し

てシークエンス解析をおこない,ゲノムデータベ-メ

(UCSC Genome Informatics)で,目的とした領域力

増幅されていることを確認した.次に, Hinflを用い

て制限酵素処理を行ったのち, 4%アガロースゲルで電

気泳動を行い,エチジウムブロマイドを用いてMTHFI

C677Tの遺伝子型判定を行った.最後に,危険率50jt

以下を有意差ありとした　chi-square test (SPSS ver

sion 13.0)をおこない,患者群およびその両親と,対

照群の遺伝子型頻度とアレル頻度の分布を比較した.

なお,本研究は琉球大学医学部附属病院倫理委員会oI

承認を得た上でおこなった.

結　果

患者群およびその両親,対照群のMTHFR C677TE

遺伝子型およびアレル頻度と　chi-square testによる

結果をTable lに示した.患者群の遺伝子型において

MTHFRの活性に影響するCTおよびTTをもつ確率は

27%と1%であり,対照群はそれぞれ24%と1%であった.

これらをchi-square testで比較したところp-valut

0.813で統計学的有意差を認めなかった.アレル頻度で

は患者群のTアレル頻度15%に対し,対照群は13%であ

り　chi-square testによるp-value 0.535で統計学的有
意差を認めなかった.患者の父親および母親に対し,同

様の検討をおこなったが,いずれも統計学的有意差を詰

めなかった.

考　察

CL/Pは発生頻度の高い先天異常の一一つであり,我が

国の発症率は0.144%と報告されている19)また,原因と

して,遺伝的要因と環境的要因が複雑に絡み合った結男

として発症する多因子閥説が有力視されている1).これ

までにCL/P発症に関与する候補遺伝子がいくつか報

告されているが2-5)未だその発生機序は不明瞭な部分

が多い.

MTHFRは重要な葉酸代謝酵素のひとつである.

Table 1 Distribution of genotypes and allele fequencies relative to polymorphisms of MTHFR C677T.

G en o ty p e freq u en cies A llele freq u en cies

M T H F R C 6 77 T C C n (ra tio ) C T T T Ⅹ2 p一va lu e C n (ra tio ) T Ⅹ2 p -va lu e

co n tr ol n = 1 09 8 2 (0 .7 5) 26 (0.24 1 (0 .0 1 ref 190 (0 .87 ) 28 (0 .13 ) ref

cas e n = 1 56 1 12 (0 .7 2 4 2 (0.27 ) 2 (0 .0 1 0 .4 14 0.8 13 266 (0 .85 ) 4 6 (0 .15 0 .38 5 0 .535

fa th er n = 64 4 3 (0 .6 7 20 (0.3 1) 1 (0 .0 2 1.3 4 0.5 13 106 (0 .8 3 22 (0 .1 7) 1 .23 0 .267

m o th er n = 96 ) 6 9 (0 .7 2 24 (0 .25 ) 3 (0 .0 3 1.3 8 0.50 1 162 (0 .8 4 ) 3 0 (0 .16 ) 0 .65 0 .4 2

=P<O.Ot



後　藤　尊　広　ほか

MTHFR遺伝子の677番目の野生型のCアレルが変異型

Tアレルに置換すると,アラニンからバリンへのアミノ

酸置換(A222V)が起こり,酵素の活性低下や熱耐性

低下を引き起こすことが知られている7).その結果,血

中ホモシステイン濃度が高まるなどし,これらとCL/P
の発症との関連が示唆されているが,その機序は不明で

ョm

葉酸はNTDsにおいてその発症リスクを低減させる

とされており9),平成11年度,わが国でも厚生省から

`NTDsの発症リスクを低減のための妊娠可能な女性等

に対する葉酸摂取に係わる適切な情報提供の推進'とし

て,妊娠可能な女性に対して妊娠1ケ月以上前から妊娠

3ケ月までの間,食品からの葉酸摂取に加えて,いわゆ

る栄養補助食品から1日0.4mgの葉酸を摂取すれば,

NTDsの発症リスクが低減することができるとしてい

る". NTDsは頭部および尾部神経管の閉鎖不全による

中枢神経系の異常を示す.頭蓋の発生と時期を同じくし

て,顔面の発生にも神経堤細胞がきわめて複雑な挙動を

示しており, CL/Pの発生もこの神経堤細胞の挙動異常
が原因の一つであることが示唆される21)

Tolarovaらは,女性が受胎前から総合ビタミン剤と

葉酸製剤を服用すると,服用群は非服用群と比較して

CL/Pに対する抑制効果を示したと報告している6).加
えて, Shawらは,受胎前後の総合ビタミン剤と葉酸製

剤の服用が,口腔顔面裂発生の危険性を25-50%減少

したと報告した7).これらの報告をうけて葉酸単独の効

果を示すために,新美らは, A-J系マウスに葉酸を投

与することにより, CL/Pならびに胸腺・心血管系異常
の発生に対する抑制効果が確認されたと報告している22)

そこで,われわれは葉酸代謝に重要な役割を担ってい

るMTHFRの酵素活性に影響する多型C677TとNSCL

/P発症に関連を認めた場合,葉酸による口腔顔面裂の
予防効果の機序解明の一助になると考えた.過去におい

て, Tolarovaらによるアルゼンチン, Martinelliおよ

びPezzettiらによるイタリアにおけるMTHFR C677T

とNSCL/P発症の関連を示すいくつかの報告がされ
た10-12)一方で,否定的な報告も認める13-18)今回のわれ

われによる解析において,対照群と患者群・父親群・母

親群のそれぞれにおいて遺伝子型頻度およびアレル頻度

に統計学的有意差を認めず,ミャンマー人における孤発

性NSCL/Pの発症とMTHFR C677Tの関連を認めな

かった.我々の結果はこれまでに報告されたアジア人

における同様の検討15,17)によって得られた結果を支持す

るものであった。その要因の一つとして, CL/Pの発生
頻度は人種によって異なり23)　さらに, MTHFR

C677Tの遺伝子型頻度も人種によって異なる24)ことから

人種差が影響していることが示唆される.

また,アジア諸国は,欧米諸国と比較し野菜類を比較

的多く摂取する食習慣を有することが示唆される。

Fohrらは, MTHFR遺伝子がTTであっても,葉酸摂
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取量が十分である場合,血中ホモシステイン濃度は低く

保たれると報告した25)両親,特に母親の食習慣によっ

てはMTHFR遺伝子型による影響が低いことが示唆さ

れるため,血中葉酸ならびにホモシステイン濃度に関す

る情報を得ることは今後の課題であると考えられた.

結　語

ミャンマー人における孤発性NSCL/Pの発症と

MTHFR C677Tとの関連は認められなかった.今後,

血液サンプルを増やし,他の葉酸代謝に関与する遺伝子

多型や遺伝子間相互作用などを含めた更なる解析を進め

る必要性が示唆された.
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