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学位論文内容の要旨

【目的】

骨格性下顎前突症は、下顎の前下方への成長が過大であるため側貌における下顎

の著しい突出感と反対咬合による咀嚼障害を呈する疾患である。また、その発症率は

コーカソイドで約1％であるのに比べ日本人で約10％と多くみられるなど、人種間にお

ける差が認められることから、その発症には遺伝要因が関係していると考えられている

がまだ明確ではない。一方、最近の分子遺伝学の進歩によって、感受性遺伝子を探

索することが可能になってきている。

現在、骨格性下顎前突症の治療には顎矯正手術が必要となることが多い。ー方で

成長中の学童期の骨格性下顎前突患者に対しては、下顎骨の成長を抑制するため

にチンキャップを長期間使用することカミ多い。治療の結果、前歯の逆被蓋が改善する

ことが多いが、成長期の後半の下顎骨の旺盛な成長により、再び反対咬合を呈する

場合も少なからず存在する。その場合、患者は長期間におけるチンキャップによる治

療を受けたにもかかわらず、顎矯正手術も必要となる。もし遺伝子検査で強い骨格性

下顎前突症の要因をもつことがわかれば、患者は何年間にもおよぶ不必要な治療を

回避することを選択できるようになる。反対に、患者の持つ遺伝的要因が弱ければ、

積極的に成長のコントロールを行う治療を選択することができるようになる。したがって、

骨格性下顎前突症の感受性領域が同定できれば、それは成長期における下顎前突

症の治療法を選択する上で重要な情報になると考えられる。

多因子疾患に対する原因遺伝子の解析法として連鎖解析と関連解析がある。本疾

患に対してこれまで2つの連鎖解析が行われており、第一染色体との関連が示唆され
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て い る 。ひ と っ は日 本 人と 韓国人 を用いた 罹患同 胞対解析 で3つ の遺伝 子座(lp36，．

6q25， 19p13.2)が、も うーっ はヒスパ ニックの 家系を 用いた連 鎖解析 で5つ の遺伝子 座

(lp22.1，3q26.2，llq22，12q13.13，12q23)が感受性領域として報告されている。しかし、

本 疾 患 に 対 す る 関 連 解 析 の 報 告 は こ れ ま で に な い 。本 研 究 では 日 本 人非 血 縁 患者

集 団 を 用い た ゲ ノム ワ イ ド関 連 解 析(GWAS)を 行 い、 連 鎖 解析 に て 示唆 さ れ た感 受性

領域と比較検討することを目的とした。

【材料と方法】

実 験 に は 患 者 群 と し て 北 海 道 大 学 病 院 口 腔 系 歯 科 口 腔 外 科 で 顎 矯 正 手 術 を 行 っ

た 骨 格 性下 顎 前 突症 患 者 240人 、コ ン ト ロ ール 群 と して東海 大学所 有の全身 的に健康

な 日 本 人 一 般 集 団 の 360人 の DNAを 使 用 し た 。 骨 格 性 下顎 前 突 症の 基 準 はセ フ ァ ロ

分 析で得ら れたANB角が0.0°以 下であり 、オーバ ージェ ットがO.Omm以下 であるこ とと

し た 。 また 、 口 蓋裂 な どの 先天性 疾患を持 っ患者 は除いた 。患者群 は17～53歳 （平均

26歳 ）で あ っ た。 本 実 験は、 北海道 大学大学 院歯学 研究科薬 学研究 科ヒトゲ ノム倫理

委 員 会 、東 海 大 学医 学 部 医の 倫 理 委員 会 の 承 認を 得 て おり ｜ す べて の サ ンプ ル提 供

者から書面でインフオームドコンセントを得た。

GWASに は 、 全染 色 体 領域 に わ たり 設 定 し た23， 465個のマ イクロ サテライ トをマー カ

ー と し て用 い た ふGWASで は現 在SNPと マイクロ サテラ イトマー カーが 使われる が、SNP

は数が多く、より細かく（～30kb)ゲノム全体をカバーしているが、多型は2つのみである。

そ れに対し 、マイ クロサテ ライトマーカーはSNPより数が少なく、マーカー間の距離は約

100kbと い う単 位 だ が、 多 型 が多 く 連 鎖 不平 衡 を 突き 止めるの に有利 であると の報告

が ある。ま た、本 実験のス クリー ニングは pooled DNA法により行った。Pooled DNA法は

実 験 に 費や す 時 間と 費 用の 大幅な 節約が可 能な方 法である 。マイク ロサテ ライトマ ー

カ ー を 用い た pooled DNA法 に よ る 実験 で こ れま で に いく っ か の疾 患 で 感受 性 領域 の

同定が報告されている。

  DNAを 血 液 か ら 市 販 の キ ッ ト (QIAamp DNA Blood Maxi Kit， QIAGEN， Hilden，

Germany)に よ り 抽出 後 、正 確に定 量を行い 、患者 群とコン トロー ル群のpooled DNAを

作 製 し た 。 Pooled DNAを 用 い て 通 法 に 従 い PCRを 行 い 、自 動 DNAシ ー ケ ンサ ー (ABI

Prism 3730，Applied Biosystems Japan Co. Tokyo，Japan)を使用して解析を行った。ソ

フ ト(Multi peaks，Applied Biosystems Japan Co. Tokyo，Japan)を用いて患者群とコン

ト ロ ー ル群 で 各 マー カ ーに アレル 頻度に差 がある かどうか を検定し た。偽 陽性を極 力

排 除するた めスク リーニン グは2段階で 行い、そ れぞれ 独立した 集団を 使用した 。サン

プ ル数は1次ス クリーニ ングで患 者群140人、コ ントロ ール群180人、2次スクリーニング
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で患者群 100人、 コント ロール群 180人 であった 。1次 スクリ ーニングで統計学的に関連

が認められたマーカー（pく0.05)のみが2次スクリーニングに進み、2次スクリーニングで

もpく 0．05で あった マーカー のうち 、第一染色体に存在するマーカーについて、Pooled

DNA法 で 用 い た 各 個 体 の DNAに よ る 通 常 の genotypingを 実 施 した 。 Genotypingの 結

果 は ハ ー デ ィ ー ・ ワ イ ン バ ー グ 平 衡 か ら 逸 脱 し て い な い こ と を 確 認 し た 。

【結果】

1次 ス ク リー ニ ン グで 3， 859個 の陽 性マ ーカー が、2次スク リーニン グで590個の陽 性

マーカー が認めら れた。 2次ス クリー ニング終 了後に、 明らか な偽陽性を除外したとこ

ろ36個 の陽 性 マ ーカ ー が 残っ た 。 この 36個の 中 に 、 これ ま で の連鎖解 析で報 告され

た感 受 性 領域 に 有 意な 関 連 を示 す マ ーカ ー は 認め ら れ な かっ たが 、そのう ち第一 染

色体 に 存 在す る 5つの 陽 性 マー カ ー に対 し て genotypingを 行 った ところ、 2つ の新規

領域 に 有 意な 関 連 を示 す マ ーカ ー (DIS1358i， DIS0411i)が 認 められ た。ま たその領

域 は そ れ ぞ れ lq32.2 (P =4.22E― 04)、 lp22.3 (P -6.66E― 04)で あ っ た 。

【考察】

本 実 験 で は 、 こ れ ま で に 連 鎖 解 析 で 報 告さ れ て いる 領 域 には 関 連 を 示す マ ー カー

を 認 め な か っ た が 、 2つ の 新 規 領 域 に 有 意 な 関 連 を 示 す マ ー カ ー (DIS1358i， Dl

S0411i)が 認 め ら れ た 。 DIS1358iは PLXNA2遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン に存 在 し てい る 。

ぼ’XNA2遺伝 子はセ マフォリ ン共受 容体のplexinAファ ミリーを コードする遺伝子であ

る。 セ マ フォ リ ン 3Aは 骨 代謝 へ の 関係 が 報 告き れ て い る。 DIS0411iはSSX2IF遺伝 子

の約 23kb上流に 存在し ていた。 SSX2II::遺伝子 は滑膜肉 腫に関 係してい る遺伝 子であ

り、 下 顎骨 の成長に 関わり の深い顎 関節に も滑膜が 存在する ことか ら、骨格 性下顎 前

突症との関連が推測される。

【結論】

第 一 染 色 体 に お い て 2つ の 遺 伝 子 座 (lq32.2、 1p22.3)が 骨 格 性 下 顎 前 突症 の 新 規

感受性領域として示唆された。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  飯田順一郎
副査  教授  北川善政
副査  教授  鄭  漢忠

学 位 論 文 題 名

    IVIicrosatellite genome― wide association study for

    mandibular prognathism

（マイクロサテライトマーカーを用いた骨格性下顎前突症のゲノムワイド関連解析）

  審査は審査員全二員出席の下で行った。まず申請者に提出論文要旨の説明を求めるとと

もに、適宜提出論文の内容と関連分野に関する説明を求め、その後、口頭試問の形式で

その内容およぴ関連分野にっいて試問した。まず申請者から以下の説明がなされた。

  【緒言】骨格性下顎前突症は、下顎の前下方への成長が過大であるため側貌における下顎

の著しい突出感M乏対咬合による咀嚼障害を呈する疾患であり、その治療には顎矯正手術が

必要となることが多い。その発症には遺伝要因と環境要因が関係していることが考えられてい

るがまだ明確ではなく、原因遺伝子が明らかになれぱ矯正治療の治療方針を決定する上で

重要な情報になると考えられる。多因子疾患に対する原因遺伝子の解析として連鎖解析と関

連解析があるが、本疾患に対してこれまで2つの連鎖解析が行われており、第一染色体との

関連が示唆されている。しかし、本疾患に対する関連解析の報告はこれまでにない。本研究

では日本人非血縁患者集団を用いたゲノムワイド関連解析(GWAS)を行い、連鎖解析にて示

唆された感受性領域と比較検討することを目的とした。

【材料と方法】実験には本院口腔外科で顎矯正手術を行った下顎前突症患者240人、健常者

360人のDNAを用いた。GWASには、全染色体領域にわたり設定した23，465個のマイクロサテ

ライトをマーカーとして用いた。Pooled DNA法により1次スクリーニング（1S）（患者140人、健常

者180人）、2次スクリーニング（2S）（患者100人、健常者180人）を行い、統計学的に関連が認

められたマーカーのうち、第一染色体に存在するマーカーにっいて、Pooled DNA法で用いた

各個体のDNAにて通常のgenotypingを実施した。
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【結果と考察】1Sで3，859個の陽性マーカーが、2Sで590個の陽性マーカーが認められた。

2S終了 後に、 明らかな偽陽性を除外したところ36個の陽性マーカーが残った。この36個の

中に 、連鎖 解析で報告された感受性領域に有意な関連を示すマーカーは認められなかった

が、第一染色体において2つの新規領域に有意な関連を示すマーカー(DIS1358i，DIS0411i)

が認められた。またその領域はそれぞれlq32.2（尸=4.22Eー04)、lp22.3（尸=6.66E－04)であっ

た 。 DIS1358iは 骨代 謝 と の関 係 が 推察され るPL‥YNA2遺 伝子の イントロ ンに存在 し、

DIS0411iは 滑 膜 肉 腫 と 関 係 す る SSX2IP遺 伝 子 の 約 23kb上 流 に 存 在 し て い た 。

【結論】第一染色体において2つの遺伝子座(lq32.2、lp22.3)が下顎前突症の新規感受性領

域として示唆された。

以上の論術に引き続き、以下の項目を中心に口頭試問を行った。

1．顎変形症の病態について。

2．サンプルの収集方法について。

3．解析の手法について。

4． コ ン ト ロ ー ル 群 と し て 用 い た 集 団 に つ い て 。

5．今後の研究の展望について。

  成長途 上におけ る骨格 性下顎前 突症の 患者に対 する矯正 治療に おいては、患者の下顎

骨の成長が今後どの程度進行するか、その判断に苦慮することが多い。外科矯正の手法を選

択する場合と矯正治療のみで治療する場合では、歯を移動する方向が異なるために、現在は、

将来外科矯正の選択が必要となるか否かを間違いなく判断できるまで、治療開始を遅らせる

こともある。このような背景における、臨床に根差した発想から、本研究では、顎変形症の遺伝

子診断を可能にすることを目的として、これまでに成されていなかったゲノムワイド関連解析の

手法を用いて、顎変形症に関連する遺伝子について検討したものである。その結果、ヒト第ー

染色体において、2つの新規領域に顎変形症とニ茸意な関連を示すマーカーが明らかになった。

この成 果は成長 期における骨格性下顎前突症の患者に対する治療法を選択する際に、極め

て有益な情報を与える遺伝子診断の可能性を示したものであり、今後の歯科医療の発展に大

きく寄与するものと高く評価できる。

  加えて 、試問に 対する 申請者の 回答は 適切なも のであり 、本研 究に直接関係する事項

のみな らず、関 連分野 における 基礎的、 臨床的 な広い学 識を申 請者が有していること、

さらに今後の研究の展望についても評価された。

  よって 審査担当 者は、 申請者が 博士（ 歯学）の 学位を授 与され る資格を有するものと

認めた。
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