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要旨

 
【はじめに】 

アルコール依存症は、アルコールに対する身体的及び心理的依存の薬物中毒の一形態

である。また、多因子遺伝よって引き起こされる可能性もあり、50%〜60%の遺伝率を

有すると考えられている。 

メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素（MTHFR）は、5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸

の 5-メチルテトラヒドロ葉酸への不可逆的な還元を触媒し、ホモシステインからメチオ

ニンへのメチル化に有用な役割を果たす。MTHFR 遺伝子の欠損による DNA メチル化

の異常は、遺伝子調節に影響を与える可能性があり、脳のドーパミン作動性神経伝達シ

ステムを変化させ、認知行動と依存症に影響を与えることが知られている。このことか

ら MTHFR 遺伝子変異はアルコール依存症の発生に間接的に影響を与える可能性があ

ると考えられている。MTHFR 遺伝子は染色体 1p36.3 に存在し、MTHFR 遺伝子多型と

してエクソン 4 に位置する C677T（rs1801133） やエクソン 7 に位置する A1298C 

（rs1801131） が知られている。MTHFR 遺伝子多型 C677T の T allele 頻度は男性のア

ルコール依存症患者において、有意に高いことが報告されており MTHFR 遺伝子上に位

置する一塩基多型（SNP）が本疾患発症の脆弱性に関与する可能性がある。これまでに

C677T とアルコール依存症との関連性についての検討は日本人を対象とした研究は行

われていない。また、A1298C との関連性については他集団においても検討されていな

い。 

 本研究では、アルコール依存形成の遺伝子要因解明の一助として、MTHFR 遺伝子多

型頻度をアルコール依存症患者群と健常者群間で比較し、ハプロタイプ解析も行い検討

した。 

 さらに MTHFR 遺伝子多型の影響についてより詳細に検討するため、アルコール代謝

が強く依存症になりやすいといわれる ALDH2*1 /*1 を有するアルコール依存症患者群

及び健常者群間の比較解析も行った。 

 

【対象と方法】 

 書面においてインフォームド・コンセントの得られた DSM-IV の診断基準において精

神保健指定医によりアルコール依存症と診断されたアルコール依存症患者 64 人（男性

57 人；女性 7 人）、アルコール依存経歴または家族歴のない健常者 73 人（男性 22 人；

女性 51 人）を対象とした。これらの対象者から採血を行い、指定された管理者におい
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て匿名化を行った。患者群の発症時の年齢と健常者群の年齢で有意差はなかった。本研

究は麻布大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理審査委員会の承認を得て行った。 

 ゲノム DNA は、フェノール・クロロホルム法により抽出・精製し、MTHFR 遺伝子

多型 C677T、A1298C の解析は、Frosst ら、Weisberg らの方法に従い Polymorphism Chain 

Reaction（PCR）- Restriction Fragment Length Polymorphism（RFLP）法により、それぞれ

制限酵素 Hinf I（New England BioLabs）、Mbo II（New England BioLabs）を用いて行っ

た。ALDH2 遺伝子多型の解析は、Wu らの方法に従い PCR-RFLP 法により制限酵素 Mbo 

II（New England BioLabs）を用いて行った。 

 統計学的解析は、アルコール依存症患者群と健常者群において、上記 2 つの MTHFR 

遺伝子多型の遺伝子型及び対立遺伝子頻度に差があるかどうか検討するために χ2 検

定及びYatesの補正を行った。また、連鎖不平衡及びハプロタイプ解析に gPLINK v. 2.050  

と Haploview v. 4.2 を用いた。有意水準は p < 0.05 とした。 

 

【結果】 

 C677T では両群との間で、遺伝子型及び対立遺伝子頻度に有意な差は認められなかっ

た。また、A1298C では遺伝子型頻度に有意な差は認められなかったが、Yates の補正後

の χ2 検定において対立遺伝子頻度の差に有意な傾向が見られ（χ2 (1) = 3.57, p = 0.0589）、

C allele がアルコール依存症患者群で出現頻度が高かった。 

また、ALDH2 遺伝子多型*1/*1 を保持している被検者を対象とした比較解析を行っ

たところ、A1298C の遺伝子型頻度に有意な差は認められなかった。しかし、対立遺伝

子頻度においては有意な差が認められ（χ2 (1) = 7.66, p = 0.00566）、アルコール患者群で

C allele の出現頻度が有意に高かった。  

 同一染色体上の対立遺伝子の組み合わせからなるハプロタイプは 4 種類存在し、

ALDH2 遺伝子多型*1/*1 を保持している被験者を対象とした比較解析では、有意な差

が認められ（χ2 (3) = 8.02, global p = 0.0456）、アルコール依存症患者群でハプロタイプ

C-C の出現頻度が有意に高かった（χ2 (1) = 7.28, p = 0.00697）。C677T と A1298C の相関

を示す指標値は D' = 0.708、r 2 = 0.103 であり、連鎖不平衡を示さなかった（D ’および r 

2 は連鎖不平衡係数であり、0～1 の数値で表される。D’は連鎖の程度、r2は連鎖の強さ

を示す。） 

 

【考察】 

今回の研究では、MTHFR 遺伝子多型とアルコール依存症発生との関係をアルコール

感受性の遺伝的背景（ALDH2*1/*1）も揃えて検討した。C677T 多型では遺伝子型及び
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対立遺伝子頻度に差は見られなかったが、A1298C 多型では活性の低い C 型で出現頻度

が高く、さらに、ALDH2 遺伝子多型*1/*1（wild type; non flasher）を持つアルコール依

存症患者群と健常者群との比較解析において両多型間のハプロタイプ頻度に有意な差

が認められ、C-C ハプロタイプの頻度がアルコール依存症患者群で有意に高かった（χ2 

(3) = 8.02, global p = 0.0456）。 

 MTHFR 遺伝子多型 C677T の T allele 出現頻度はアルコール依存症患者において、有

意に高いことが報告されている。Singh, H.らは MTHFR 遺伝子多型 C677T の T allele が

飲酒者の間で将来的に健康リスクを悪化させる可能性があることを指摘している。今回、

我々はこの対立遺伝子がアルコール依存症発症のリスクファクターの一つではないか

という仮説を立てたが、今回の結果では有意な関連は認められなかった。これまでに

C677T とアルコール依存症との研究はいくつか行われているが一貫した結果は得られ

ていない。この理由の 1 つとしては、人種間における対立遺伝子頻度の違いが起因して

いると考えられている。T allele 出現頻度は、地理的領域間及び民族の違いにより変動

し、今回の研究結果では日本人の健常者での T allele 出現頻度は 42.5%であった一方で

最も多いヨーロッパ諸国では 24.1％から 64.3％、最も少ないアフリカ諸国では 0.0%で

あることが報告されている。なお、データベース（dbSNP 

http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php）から習得した T allele 出現頻度はヨー

ロッパで 34.9%、アフリカで 12.1%であった。このよう分布の違いはアルコールを取り

巻く環境や人種差（白人や有色人種）に起因すると考えられる。 

また、677TT 遺伝子型頻度はアルコール依存症患者群において健常者群と比較し低い

ことが報告されており、677TT 遺伝子型はアルコール依存症に対して保護的な役割を果

たすことを示唆している。その一方で 677TT 遺伝子型がアルコール依存症患者群にお

いてわずかに高いという報告も存在し 677TT 遺伝子型がアルコール依存症に対して保

護的役割があるかはさらなる関連研究が必要だと考える。 

 A1298C とアルコール依存症との関連研究はこれまで行われていなかったが、食道癌、

胃癌、膵臓癌、並びに大腸癌における研究は行われている。大腸癌との関連研究では

1298CC 遺伝子型は、アルコール消費量が高かった個体では統計的大腸がんの危険性の

有意な増加と関連している。今回の我々の解析結果から C allele が健常者群よりアルコ

ール依存患者群で有意に高値を示したことから、アルコール依存症への脆弱性に関与す

る可能性が示唆された。 

 本研究の連鎖不平衡解析において C677T と A1298C に連鎖関係は認められなかった。

したがって、C677T の T allele 及び A1298C の C allele は MTHFR 活性を低下させる機能

を有するが、一方をタグ SNP として遺伝型判定の代用に用いることは難しいと考えら
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れる。 

 さらにハプロタイプ解析の結果、4 種類からなるハプロタイプと ALDH2 遺伝子多型

*1/*1 のアルコール依存症患者群と健常者群間において有意差を認めた。アルコール依

存症患者群は健常者群と比較しハプロタイプ C-C の出現頻度が高かった（χ2 (1) = 7.28, 

global p = 0.00697）。各ハプロタイプのMTHFR活性は高活性C-A、中活性C-C及びT-A、

低活性 T-C と推定される。本研究で中活性のハプロタイプ C-C が高い出現頻度を示し

たことは、ALDH2 遺伝子多型*1/*1 の遺伝子を持つ個体にとって MTHFR の遺伝子多型

rs1801133 と rs1801131 の C-C 連鎖がアルコール依存症発症に関与している可能性を示

唆する。ただし、MTHFR 活性が依存症発症の脆弱性に関与しているのかはこの研究だ

けでは不明である。 

結論として、本研究では MTHFR 遺伝子多型は、特にアルコール（アセトアルデヒド）

代謝活性が強く飲酒量が増えやすいといわれる ALDH2*１/*1 を持つ個体は C677T

（rs1801133）の C allele を持ち A1298C（rs1801131）の C allele を持つ個体に、アルコ

ール依存症が発症しやすいのではないかということを指摘した。 
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Abstract 

[Introduction] 

  Alcohol addiction is a drug addiction involving physical and psychological dependence on 

alcohol.  It is said to exhibit multifactorial inheritance and is thought to have a heritability 

incidence of 50% to 60%. 

  Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) catalyzes the irreversible reduction of 

5,10-methylenetetrahydrofolate to 5-methyltetrahydrofolate, and plays a useful role in the 

methylation of homocysteine to methionine. Abnormal DNA methylation due to deletion of the 

MTHFR gene may affect gene regulation, and it is known that it alters the dopaminergic 

neurotransmitter system in the brain, and affects cognitive behavior and addiction. Therefore, it 

is considered that a MTHFR gene mutation may indirectly affect the development of alcohol 

dependence. The MTHFR gene is located on chromosome 1p36.3, and C677T (rs1801133) 

located in exon 4 and A1298C (rs1801131) located in exon 7 are known as MTHFR gene 

polymorphisms. The T allele frequency of MTHFR gene polymorphism C677T has been 

reported to be significantly higher in male alcohol-dependent patients, and single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) located on the MTHFR gene may be involved in the vulnerability to the 
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onset of this disease. 

  So far, no studies have been conducted on Japanese subjects regarding the relationship 

between C677T and alcohol dependence. Also, the relationship with A1298C has not been 

investigated in other populations. 

  In this study, we compared the frequency of MTHFR polymorphisms between 

alcohol-dependent patients and healthy controls, and also performed haplotype analysis to 

clarify the genetic factors for alcohol dependence formation. 

Furthermore, in order to investigate the effect of MTHFR gene polymorphisms on alcohol 

dependence in more detail, we examined a group of alcoholics with ALDH2*1/*1 who are said 

to be prone to addiction due to high alcohol metabolism. A comparative analysis with healthy 

subjects was also performed.  

[Materials and Methods] 

  The subjects in this study were 64 patients (male: 57, female: 7) with a diagnosis of 

alcohol dependence according to DSM-IV criteria and 73 unrelated healthy people (male: 22, 

female: 51).  

  There was no significant difference in age between the two groups. Blood samples were 
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collected and all subjects provided written informed consent for genetic studies. The study was 

approved by the ethics committee of Azabu University. 

  MTHFR and ALDH2 polymorphisms were genotyped by means of the polymerase chain 

reaction- restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method according to Frosst, 

Weisberg and Wu. The PCR products were digested with restrictive enzymes NinfI and MboII, 

and the digested products were subjected to electrophoresis on a polyacrylamide gel and then 

visualized using the ethidium bromide staining method. 

  The MTHFR polymorphism difference between the patients with alcohol dependence and 

healthy control subjects were assessed using the χ2 test or Yates’ correction. In addition, linkage 

disequilibrium (LD) coefficients (D’ and r2) and haplotype frequencies were calculated with 

gPLINK 2.050 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) and Haploview 4.2 

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php) respectively. Statistical significance was 

defined as p < 0.05. 

[Results] 

  It was shown that the genotypic and allelic frequencies of rs1801133 polymorphisms were 

not associated with alcohol dependence. For A1298C, there was no significant difference in 
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genotype frequency, but there was a significant trend toward a difference in allele frequency in 

the χ2 test after Yates' correction (χ2 (1) = 3.57, p = 0.0589), with the C allele appearing more 

frequently in the alcoholic patient group. 

  A comparative analysis of subjects carrying the ALDH2 gene polymorphism *1/*1 showed 

no significant difference in genotype frequency of A1298C. However, a significant difference 

was found in allele frequency (χ2 (1) = 7.66, p = 0.00566), with the C allele appearing 

significantly more frequently in the alcohol patient group. 

  There are four haplotypes involving combinations of alleles on the same chromosome, and 

haplotype analysis of the two SNPs showed a significant higher frequency of haplotype 2（C677 

-1298C）in alcoholics with ALDH2 *1/*1 than in controls with ALDH2 *1/*1 (p = 0.00697). 

The index values indicating the correlation between C677T and A1298C were D' = 0.708 and r 2 

= 0.103, which indicated no linkage disequilibrium. 

[Discussion] 

  This study suggested that on MTHFR gene haplotypes (C-C) may be related to alcohol 

dependence. 

  The relationship between MTHFR gene polymorphisms haplotypes and the development of 
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alcohol dependence was investigated using the genetic background of alcohol sensitivity 

(ALDH2 *1/*1). As a result, four haplotypes involving combinations of alleles on the same 

chromosome were found, and haplotype analysis of the two SNPs showed a significantly higher 

frequency of haplotype 2 (C677 -1298C) in alcoholics with ALDH2 *1/*1 than in controls with 

ALDH2 *1/*1 (p = 0.00697). In a comparative analysis between an alcoholic patient group with 

ALDH2 gene polymorphism *1/*1 (wild type; non flasher) and a healthy subject group, 

significant differences were observed in the haplotype frequency between the two 

polymorphisms and the C-C haplotype. The frequency was significantly higher in the alcoholics 

group (χ2 (3) = 8.02, global p = 0.0456). 

  It has been reported that the frequency of T allele occurrence of MTHFR gene 

polymorphism C677T is significantly higher in alcoholics. H Singh. et al. reported that the T 

allele of MTHFR gene polymorphism C677T may exacerbate adverse health risks in the future 

among drinkers. Based on this study, we hypothesize that these alleles may be some of the risk 

factors for the development of alcohol dependence, but the results show no significant 

association. Several studies on C677T and alcoholism have been conducted so far, but 

consistent results have not been obtained. One of the reasons for this is thought to be the 
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difference in the frequencies of alleles between races. The frequencies of occurrence of alleles 

vary depending on the geographical region and ethnicity. According to the results of this study, 

the frequency of occurrence of alleles in healthy Japanese subjects is 42.5%. It is reported that it 

is 24.1% to 64.3% in the most European countries and 0.0% in the least African countries. 

However, the frequency of occurrence of alleles determined from a database (dbSNP 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1801131#frequency_tab) was 34.9% in Europe and 12.1% 

in Africa. Such differences in distribution are thought to be due to the environment surrounding 

alcohol, and racial differences (white and colored races). 

  It has been reported that the 677TT genotype frequency is lower in a alcohol-dependent 

patient group than in a healthy subject group, suggesting that the 677TT genotype plays a 

protective role against alcohol dependence. On the other hand, there are reports that the 677TT 

genotype frequency is slightly higher in a group of alcoholics, and it is necessary to further 

study whether the 677TT genotype has a protective role against alcohol dependence. No studies 

have been conducted on the association between A1298C and alcoholism, but studies on 

esophageal cancer, gastric cancer, pancreatic cancer, and colorectal cancer have been conducted. 

In a study involving colorectal cancer, the 1298CC genotype was associated with a significant 
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increase statistically in the risk of colorectal cancer in individuals with high alcohol 

consumption. Our results showed that the C allele frequency was significantly higher in the 

alcohol-dependent group than in the healthy group, suggesting that it may be involved in the 

vulnerability to alcohol dependence. In addition, no linkage was found between C677T and 

A1298C in the linkage disequilibrium analysis in this study. Therefore, it is considered difficult 

to use one of them as a tag SNP as a substitute for genotyping, although the C677T allele and 

the A1298C allele have the ability to reduce MTHFR activity. 

  Furthermore, on haplotype analysis, a significant difference was found between the 

alcohol-dependent patient group consisting of four types of haplotypes and ALDH2 gene 

polymorphism *1/*1 and the healthy subject group. Haplotype C-C occurred more frequently in 

the alcohol-dependent group than in the healthy group (χ2 (1) = 7.28, global p = 0.00697). The 

MTHFR activities of the haplotypes are presumed to be high activity C-A, medium activity C-C 

and T-A, and low activity T-C, respectively. The high frequency of occurrence of moderately 

active haplotype C-C in this study indicates that the C-C linkage of MTHFR gene 

polymorphisms rs1801133 and rs1801131 causes alcohol dependence in individuals with 

ALDH2 *1/*1. However, it is unclear from this study alone whether MTHFR activity is involved 
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in the vulnerability to addiction development. 

  In conclusion, in this study, both individuals with ALDH2*1/*1, which are said to have 

high alcohol (acetaldehyde) metabolic activity and are likely to exhibit increased alcohol 

consumption, and with the MTHFR C677T (rs1801133) C and A1298C (rs1801131) C alleles 

may be likely to develop alcohol dependence. 
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