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DIRECT法を用いた脊髄か脳失調症 2型遺伝子の同定
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Spinocerebe且larataxiatype打 SCA2日sanauもosom昆ldominant,neurodegeneT毘症Te

disorderthataffectsthecerebellum andotherareasofthecentralnervoussystL1.TTi.

whereunstableexpansionofCAGrepeatshasbeenstronglysuggestedasthecausati＼で

mutation.Wehavedevisedanovelstrategy.thedirectidentificationofrepeatexpこIn-

sionandcloningtechnique(DIRECT),whichallowsseまectivedetectionofexpanded

GAGrepeatsongenomicSouthernblotandcloningoft-hecausativegenes.Byapplying

DIRECT.WeidentifiedanexpandedGAGrepeatofthegeneforSCA2.CALlTrepeatsOf

normalallelesrangeinsizefrom 15t､024repeatunits,whilethoseorSeA2cllrOnlO -

somesareexpandedto35to59repeatunits.TheSCA2CDNAis4351bpinlengthalld

predicted to code for 1313 aminc･acids with the CAG repeats coding for a

polyglutaminetract.ThusDIRECTisarobuststrategyforidentificationofpathologi-

callyexpandedtrinucleotiderepeatsandwilldramaticallyacceleratethesearchfor

causativegenesofneuropsychiatricdiseasescausedbytrinucleotiderepeatexpansions.
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は じ め に

近年,球脊髄性筋萎縮症 (SBMA)日 ,ハ ンテントン

病2),spinocerebeliarataⅩiaもype1(SCAl)3),

歯状核赤核 淡蒼球 ルイ体萎縮症 (DRPLA)4)5),

MachadoIJoseph 病 (MJD36),spinoeeTeb測 汲r

ataxiatype6(SCAG)7),spinoceTebeliaTataxi汲

type7(SCAT)8)などの遺伝性神経変性疾患の原因

遺伝子が同定され,これらの疾患に共通 して CAG リ

ピー トの伸長が,遺伝-1一変異の本態であることが判明 し

注目されている,

これらの疾患には.世代を経るに従って発症年齢が若

年化し,臨床症状が重症化するという表現促進現象が認

められ,この現象は世代間で CAG リピー トの長さが

変化することで説明される.表現促進現象は.spino-

C紺母benayaもaxiatypeH SCA2)9),分裂病10㌔そ

ううつ病 11)などの他の遺伝性神経精神疾患でも認めら

れ,これらの疾患もまた.CAG リピー トの伸長を原因

遺伝子変異とする可能性が示唆されている.

CAG リピー トの伸長が原田遺伝子変異である疾患に

おいては,SCA6を除いては,リピー トの長 さが36か

ら100リピー トまで伸長しているのにたいして,健常着

においては36リピー トを超えることはほとんどないと

いわれている.つまり361)ピー ト1十･と二に伸長した ('AG

リピー トを選択的に同定する方法があればこれらの疾

患の原田遺伝子の同定が効率的にできることになると考

えられる.

これまでに代々は.ターミナルトランスフェラーゼを

開いて (CAG)55リピー トの3′末端にアイソトープをテ

ィリングラベ ルしたプローブを開いて患 者 ゲ ノム

DNA 中の病的に伸長した CAG リピー トのみをサザ

ンハイブリダイゼーション法により,選択的に同定する

方法を開発した12).この方法で筋緊張性ジストロフヤー

の原因遺伝子であるミオ トニンプロテインキナーゼ遺伝

子中の数千リピートまで伸長した CTG リピー トを検

出することはできたが,100TJピー ト程度のものを検出

することは感度の間違でできなかった.そこで,感度を

さらにあげるために PCR を開いてラベ リングした

(〔AG)55リピー トを含む高比活性プローブを用いたサ

ザンハイブリダイゼーション法にて,およそ35リピー ト

以上の伸長 CAG リピー トを検出することを可能とす

る DIRECT 法 (Directidentificationorrepeat

expansionandcloningtechnique)を開発し,SCA

2の原因遺伝子を同意した.

実 験 方 法

1. 対象

連銀解析にて第12番染色体上の SCA2遺伝子座に連

銀することが確認されている家系13､を剛 -た (図3.a).

SCA2遺伝子中の伸長した CAG リピー トを同定する

ために11も (発症者9名.非発症者 2名)の末梢血白血

球よi)摘出Lた高分子ゲノム DNA を用いた.〔AG

リピ-トの長さと発症年齢との関係を解析するために,

臨床症状より SCA2であることが強 く疑われ,また

CAG リピー ト故の解析にて分子遺伝学的に SCA2と

診断された46名の患者の末梢血白血球よr)抽出した高分

子ゲノム DNA を開いた.また,健常者 143名の末梢

血白血球より摘出 Lた高分子ゲノム DNA を開いて,

SCA2遺伝子内の CAG リピー ト数を解析した.

2.(〔AG)55プローブの作成

DRPL.4遺伝子内の CAG リピー ト (55リピー ト)

をプラスミドベクター pT7BlueTにサブクローニン

グした (p-20931.これを鋳型として,CAG リピー

トのごく近傍に設定したプライマー (5′-CACCAC

GAGCAACAGCAACA-31ぉよび5'-biotin-

GGCCCAGAGTTTCCGTGATG-3′)を明

いて PCR をおこなった.反応液の組成は10mMTris-

I-ICl(pfi8･3).50mhI･ⅠⅠiCl,1･5mhLIMgCl2,2h･･I

N,N,N-tTimethyl抽 clne刷,0.1mM TTP,0.1

mMdCTP,0.1mM dGTP.9.25MBqの [a132p]

dATP(222TBq/nlmOl).0.5/LM ずつのプライマー,

0.3ngの P la sm id DNA (p-2093)および2.OU

の TaqDNApolymerasc(Takara)で計16FLlと

し,94℃で2分間変性 したのち,変性温度94℃1分間,

アニーリング温度54℃1分間,伸長温度72℃3分間で30

サイクル実施し.その後.72℃10分間の伸長反応を加え

た.PCR 産物を20FLlのストレプトアビジン被硬化磁

気ビーズ (､DynalAS)に結合させ.40/Llの5mM

Tris-HCl(pH7.5),0.5mM FJDTA,1M NaCl

溶液にて洗浄し,50FLlの0.1M NaOH にてビオチン

化された一本鎖 DNA とアイソトープラベルされた非

ビオチン化.一本鎖 DNA を分離.アイソ トープラベル

された非ビオチン化一本鎖 DNA を上清 として回収 し

た.

3.サザンハイブリダイゼーションの至適条件の決定

病的に伸長した CAG リピー トのみを選択的に検出



二瓶 :11IRECT法を用いた脊髄小脳失調症2型遺伝子の同定

IHHIHHIIJllIllllHIHnMHHHHlllHHIIIHllllHltlltH

｣ (CAG)55- ｣

step1:【α･32p]dATP存在下での
PCRラベリング
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(〔AG)55プローブ
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｢ - (GAG)55｢
32P 32P32P32P 32P32P83㌢詑P
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slep3:疾患特異的な伸長cAGリピー ト
の同定

step4:ゲルを切り出しDNAを精製し
クローニング
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図1 DiI･eCtidentidricationorrepeatexpansiondetection
(DIRECT)のシェ-マ

ステップ1=[a132p]dATP存在下に (GAG)55リピー
トを含むプラスミドDNA を鋳型とし,PCR によ i)ラベ
リングをする.ステップ2:磁気ビーズを開いて CAG ス

トランドのみとする.ステップ3:患者ゲノム DNAを種々

の制限酵素で切断し,(GAG)55プロ-プを用いたサザ ンハ

イブリダイゼーションにて,その疾患で特異的に伸長 して

いる CAG リピー トを検出する.ステップ4:電気泳動 を

再度おこない,ステップ3でバ ン ドがみ られた部分のアガ

ロースゲルを切 Ip)出し DNA を精製後,ラムダベ クターを

用いてゲノムライブラリーを作成,(〔AG)55プローブを用
いたプラークハ イブリダイゼーシ ョンにてスクリーニ ング

をすることによ【)伸長 CAG リピー トを含むゲ ノム DNA

断片を単離する.

できるような.サザンハイプ1)ダイゼーションの至適薬 を含むアン ドロゲンレセプター遺伝子内の CAGリピー

件を兄い出すために,さまざまな長 さの CAG リピー ト (9,22リピー トは健常者由来で43,51リピー トは球

トを含むアンドロゲンレセプター遺伝子をクローン化 し 脊髄性筋萎縮症患者由来)を PCR にて増幅 し,pT7

たものモデルシステムとして削 -た.リピー トの濃 さが BまueT-ve加oHNova酢n)にそれぞれ組み込んだ.

それぞれ9,22,43,5且であるような CAG リピー ト このプラス ミド50関 を Hinc蕊と D舶 Ⅰで CAG
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図2

a モデ)レシステムを用いたサザンハイブリダイゼーションの至適条件の決定

しcAG)55プローブを剛 ､たハイブリダイゼーションでは.43.51リピー トが明瞭な

シグナルとして認められるが.22.)ピー トはわずかに認められるのみで,9リピー ト

は全く掃出されない.CAG 1)ピー トの近傍のすT)ゴヌクレオチ ドでハ1'ブリダイゼ-

ションをおこなうと,各レーンがほぼ等しい強さのシグナルとして検出され,各レー

ンの DNA 鼠がほぼ等しいことがわかる_

b DRPLA 遺伝子の病的に伸長した CAG リピー トの選択的な同定

(eAG)55プローブを開いたハ仁デリダイゼ-ションでは病的に伸長 した CAG リ

ピー ト (56.66,79リピー ト)のみが検出される.DRPLA eDNA をプローブとし

て用いるとすべてのアレルがシグナルとして検出される.

AE二伸長アレル AN:正_常アレル
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リピートを含む1.3kbpの DNA 断片とし.lqもアガ

ロースゲルにて電気泳動後ニ トロセルロース膜にプロ･ソ

トL,(〔AG)55プローブでさまざまな条件下でサザン

ハイブリダイゼーションをおこな-つた.

また.それぞれのレーンの DNA 量が等 しいことを

確認するために,アンドロゲンレセプター遺伝子内の

CAG リピー トのごく近傍の塩基配列で作成したすりゴ

ヌクレオチ ド (5′-TTC CAG AGC GTG CGC

GA為GT-3′)をプローブとして,サザンハイブリダ

イゼーションをおこなった.

モデJLシステムでサザンハイブリダイゼーションの至

適条件を決定した後,ゲノム DNA のサザンプロ･ソト

を用いて (GAG)55プローブでハイブリダイゼーション

をおこなうことにより,同一の条件で DRPLA遺伝子

内の伸長 CAG リピ- トの検出が可能かどうかをみた.

DRPLA 遺伝子内の CAG TJピー ト数がそれぞれ,

(7.15㌦(15.15㌦(20.201,(16,35),(8.561,(13,

66),(14.79)である健常者4名.DRPLA 患者3名

の白血球より抽出した高分子ゲノム DNA を PstI

で処理L,0.89もアガロースゲルにて電気泳動しニ トロ

セルロース隈にブロッティングしたものを用いた.

ハイブリダイゼーションは2.75×SSPELl×SSPE-

150mM NaCl.10m九･iNaH2POl.lmM EDTA),

50%formamide,5×Denhardt･7ssolution,100ng/

nllshearedsalmonsperm DNA 中で (〔AG)55

プローブ濃度を6xlO6cpm/mlとし,62℃で18時間

おこなった.洗浄は最終条件を1×SSe (150mM

NaCl,15mM sodium lit.rate)0.5% SDS溶液と

し65℃で30分間おこなった.ItodakBioMax礼;ISフイ

ルムおよび h;ISintensifyingsereenを用いて-70℃

で16時間のオー トラデ ですグラフイーをおこなった.プ

ローブを除去したあとに同一の膜をDRPI.ACDNA20)

をプローブとしてハイブリダイゼーションをおこない,

各レ-ンの DNA巌がほぼ等しいことを確認した.

4.ランダムプライミングラベルプローブとエン ドラ

ベルプローブを用いたハイブリダイゼーション

ランダムプライミングプローブを開いたハイブリダイ

ゼーションは既報15)16)のごとくおこない,が ]ゴヌク

レオチ ドによるハイブリダイゼーションは [γ-32p]

dATPおよび polynucleotidekinaseを用いてエン

ドラベルをしたプローブを用いた17).6×SCC,lox

Denhardt.■ssolution,0.5% SDS,0.05% sodium

pyrophosphate,100ng/mlshearedsalmonsperm
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DNA 溶液中で適当な温度でハイブリダイゼーション

をした.洗浄は最終条件を6×SSC,0.5OJoSDS,0.05

～ sodium pyrophosphate溶液にてハイブリダイゼー

ションと同一の温度で3()分間おこなった.

5.SCA2過信子内の伸長した CAG リピー トのク

ローニング

一名の SCA2患者 (図 3.a.7)のゲノムDNA270

/LLgを1800U の TspEI(Toyobo)で処理,0.8%

アガロースゲ)i,にて電気泳動をした.2.5kbpの TspE

I断片を含むゲルを切i)だし.DNA を回収.精製 し,

EeoRIで処理 した ラム ダ､ベ クター :AZAP[

(StTatagene)に組み込みゲノムライブラリーを作成 し

た.そのライブラリーを (CA罵)55プローブにて前述の

条件にてプラ-クハイブリダイゼ-ションをすることに

より,約銅万プア-ジタロ-ンについてスクリ-ニンダ

した.

6.SCA2cDNA のクローニング

CAG リピー トの近傍に設定したオリゴヌクレオチ ド

F-1(5′-eecTCACCATGTCGCTGAAG

C13′)と 民-1 (5′-CGA CGC TAG AAG

GceGCTG137)をプロ-プとして,humanfron-

talcoTもexCDNA1ibTaTy(StTatagene)を約1Ⅹ106

ファージタロ-ンについてスクリ-ニングをした.ハイ

ブリダイゼーションは前述のようにおこなった.F-1

と R-1の両方ともハイブリダイズする cDNAclone

てさまざまなヒ ト cDNA ラ イブラリー (human

front.aleoI･tex,rPtalbrain.hllmanbrainおよび

humanbrainstem CDNA libraries)をスクリー

ニングした.cDNA の5′領域を単離するために,5′-

RACE-read.vCDNA (Clonteeh)を用いて最初の

PCR はプライマー R-1を nestedPCR はプライ

マー R-2 (5′-CTT GCG GAC ATT GGC

AGCC-3′)を億周して5㌧ RACE18)をおこない,

5′-RACE産物を得て,pT7BlueTベクターにサブ

クローニングした (5Rl).また,cDNA の3′領域

を単離するために,ヒト脳から抽出した1/̀gの poly

(A)+mRNA およびプライマー F113(5′TTC

TCTCAG CCA AAG CCT TCT ACT ACC-

3′)を開いて3′-RACE をおこない,3′-RACE 産

物を単離し,pT7BlueTベクターにサブクローニン

グした (3Rl).
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図3 SCA2遺伝子の病的に伸長した CAG リピートの同忠

臥 家系図 :発症者の男性および女性はそれぞれ黒四角と黒丸で非発症の男性お

よび女性はそれぞれ白い四角と白丸で示した.

b.健常コントロールを含む全員に2.4kbp(自失頭)のバンドを認めるが,発症

者のみには2.5kbp(黒条頭)のバンドも認める.

C.Tsplをプローブとしたサザンハイブリダイゼーションではすべてのレーン

で2.5kbp(畢尖頭)のバンドが認められる.
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さらに5′の領域を単離するために.RT-PCR をお

こなった,ビト剖検脳から totaiRNA を抽出しま9),

RNase-FreeDNase(Pro111ega)で処理 した衡 2

.′̀gの tot･alRNA を20pmolのランダムヘキサマ-

プライマーを開いて42℃にて逆転写反応 をおこなっ

た20).続く PCR はそれぞれ5pmolずつのプライマ-

F1006(5'-TATCCGCACCTCCGCTCCC-

3′)とRIOO2(5′-AGCCGG GCCGAA ACG

CGCCG-3′)を剛 ､,10mM TrisHCl(pH8.3).

50mM KCl,1.5mM MgC12,1.7M N,N,N-tri

me汰y蝮iyeまne14),翌oopM dATP,dCTP お よび

TTP.100/LM dGTP,100/LM 7-deaZJadGTP,

2.5LTTaqpolymerase(Takara)で計20〃lとし,

96℃で2分間変性 したのち,変性温度96℃1分間.アニー

リング温度65℃1分間.伸長温度72℃1分間で30サ イク

ル実施 し,その後,72℃5分間の伸長反応を加えた.

7.塩基配列決定

単離Lた TspEIゲノム断片 (AZAPⅢクローン)は

self-excisionによりpBluescript･SK(-)plasnlid

に変換 し21),また cDNA タロ-ンも自動蛍光シ-ク

エンサー (Phaimaciap-LBiochemica.1S)を履い

て塩基配列を決定 した22)23),cAG リピー トおよび近

傍の塩基配列を決定するために,ビオチン化 したプライ

マー F-1およびプライマー RS-1 (5′-CCT

CGGTGTCGCGGCGA〔TTCC-3′)を開い

て,ゲノム DNA を鋳型として PeR をおこなった.

PCR は10mMTris-HcHpH8.3).50mM KCl,2.0

:∴､､:＼巨し､∴ 二p:＼!.＼-.＼∴＼-,!･tTrH▲thJ再＼mh､‥.

200FEM ずつの dNTP.0.25/LM ずつのプライマー.

200ngのゲノム DNA,1.25U の TaqDNA poly-

merase(Takara)で計25上り とし,95℃で2分間変

性 したのち,変性温度95℃1分間,アニーリング温度62

℃1分間,伸長温度72℃1分間で32サイクル実施し.そ

の後,72℃5分間の伸長反応を加えた.ストレプ トアビ

ジン被覆化磁気 ビーズにてビオチ ン化 された一本鎖

DNA を回収し,直接塩基配列決定法にて塩基配列を解

析した.決定 した塩基配列は,BLASTプログラムを開

いて,GenBank(release94).Eh･･IBL(release45),

DDBJ(release25)について既知の塩基配列との相

同性について検索をおこなった.

8.CAG リピー ト数の解析

CAG リピー ト数はプライマー F11と R11を悶

637

いた PCR 産物をポリアクリルアミドゲルにて電気泳

動することにより決定 した.PCR は10mM Tris-

Hel(pH8.3㌦50mh:IltCl,2.OmM MgCl1.,.1.7hl･,I

N,N,N-trim抽 yi欝1ycine14),111kBqの [a-32

P]dCTPHllTBq/mmoい,30.,LM dCTP,200!L

Mずつの dATP,dGTPおよび TTP,0.25′!′hr･Ⅰず

つのプライマー,200ngのゲノム DNA および1.25U
のTaqDNApolymerase(Takara)で計10.LLlと

し,95℃で2分間変性 したのち,変性温度95℃1分間,

アニーリング温度60℃1分間.伸長温度72℃1分間で32

サイクル実施し,その後.72℃5分間の伸長反応を加え

た.さまざまな長さの CA(1 リピー トを含む SCA2

遺伝子のゲノム断片をクローン化し/JL=ものをサ イズマー

カーとして開いた.

9. Northernblot解析

各臓器のpol.vLA)+RNALtnulti沖､tissuenorth-

ernblot,Clontech)を開いて,Fclの 1.5kbpの

PstI-AceI断片をランダムプライミング法でラベ

ルしたものをプロ-プとしで,前述の方法でハイブ リダ

イゼーションをおこなった.

結 果

(〔AG)55プローブの作成

高比活性プロ-プを作成するために,DRPLA 遺伝

子内の CAG リピ-ト (55リピ-吊 をクローン化 し

たものを鋳型とLて,[E713L'p]dATP存在下で PCR

を行うことにより,ラベリングをした.これにより,

プローブ1分子あたり.59分子の 〔α-32p]dATP を

センス級のみに取 り込むことができ,続いて磁気ビ-潔

にて一本鎖 DNA プローブに分粧Lた.取 I)込み率を

調べると,この反応系では平均70%の [α-32p]

とが判明した.

サザンハイブリダイゼーションの至適条件の決定

2.75XSSPE,509もホルマミドのハイブリダイゼーショ

ン液を用いて65℃でハイブリダイゼーションをおこなっ

た場合に.43.511)ピー トのみが明瞭なシグナルとして

検出され.22リピー トはごくわずかのシグナルであ り.

9リピー トは全く検出されなかった.CAG リピー トの

ごく近傍の塩基配列で作成したオリゴヌクレオチ ドをプ

ローブとして.サザンハイブリダイゼーションをおこな

うと.各レーンでほほ同程度のシグナルが得られた (図
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2.a).

ゲノム DNA のサザンプロ･ソトを開いて LCAG155

プローブでハイプ11ダイゼ-ションをおこなうことによ

り,DRPLA 遺伝子内の伸長 CAG リピートの検出が

可能かどうかをみたところ,56,66,79リピー トが明瞭

なシグナルとして検出できた (図 2.b).プローブを除

ブとしてサザンハイブリダイゼーションをおこなうと.

CAG リピートの長さにかかわらず,すべての7レルが

明瞭なシグナルとして検出できた.

以上より.約40リピート以上の伸長 CAG リピー ト

のみをゲノム DNA のサザンブロットにおいて検出で

きることになった.

DIRECT法を用いた SCA2遺伝子のクローニン

グ

はじめに,SCA2患者および健常者 DNA をさまざ

まな制限群素にて切断し.(〔AG)55プローブを開いて

サザンブハイブリダイゼーションをおこない,SCA2

患者にのみ特異的に認められるバンドの同定を試みた.

その結果 TspEIという制限酵素で切断した場合に,

健常者や同-家系内の非発症者では認められず,覚症者

のみに2.5kbpのバンドが特異的に認められることが

判明した (図 3.b).SCA2患者に特異的なバンドは

TspEIを用いた場合の他に RsaI.SalI-EcoRI

および SacI-EcoRIを開いた場合にも認められた.

Lかし,Pvu[,IiindⅢ,EeoRI,Xba-Ⅰ,EcoR

I-HindⅢ,EcoRI-仁co52Ⅰ,EcoRI-XhoI,

EcoRI-SpeI.Ec()RI-XbaIおよび PstI-

Pl,uⅢの場合はバンドの数が多すぎて SAC2患者に特

異的なバンドを同定することはできなかった.続いて図

2の家系図の了の患者由来のゲノム DNA270/Lg を

TspEIで切断し.アガロースゲルにて電気泳動 し2.5

kbp部分のゲルを切り出して DNAを精製し.ラムダ

ベクターに組込んで.(CAG)55プローブを用いたプラー

クハイプ1)ダイゼ-ションによi十スケ))一二ングし.42

リピー トと伸長した CAG リピー トを含むゲノム

DNA クローン,Tsplを単離 した.StanfordG3

radiationhybridpane酢 を剛 ､た,プライマーF-

1および R-1による PCR による解析でこの CAG

リピートは SCA2遺伝子座と強い連鎖不平衡を示す

D12S105の近傍に位置することが判明した.Tsplを

プローブとして上記ゲノムライブラリーをスクリーニン

グし,正常アレルを含むゲノム DNA クローン,Tsp2

NorTn&Jchromosomes

5'-(CAG)8GALA(CALG)4CAA(CAGI7CCGCCGCCCGCG-3･

5'-(GAG)8CAA(CAG)4 CAA(GAG)8CCGCCGCCCGCG-3'

5T-(GAG)13CAA(CnG)8CCGCCGCCCGCG-31

5--(〔AG)13CAA(CA仁)らCCGCCGCCC∝G-3･

5'-(GAG)6 CAA(CAG)8CCGCCGCCCGCG-3-

SCA2chromosomes

5--(CAG)∩CCGCCGCCCGCG-3-

図4 SCA2遺伝子の CAG T)ピートの構成

正常アレルでは CAAの挿入が1もしくは2ヶ所に

みられるが伸長アレルは CAGのみでリピートが構成

されている.

を単粧した.Tsplおよび Tsp2の塩基配列を解析し

たところ,CAG リピート部分以外は同一の塩基配列で

あった.

SCA2の CAG リピートの構成

CAG リピートのiE確な長さを決定するために,我々

は9つの正常アレルおよび.SCA2家系10家系それぞ

れ1つの伸長アレルの CAG 1)ピー トの構成を,プラ

イマー F11および R-1による PCR 産物を直接塩

基配列決定法を桐いて解析した.正常アレルには1つも

しくは2つの CAA の挿入が認められたが,伸長アレ

ルはすべて CAG のみでリピー トが構成されていた

(図4).

286の正常染色体のリピート数を解析した結果,15か

ら24リピートであり.その94.4%を22リピー トが占め

ていた.これに対し,SCA2患者では35から59リピート

と増大しており.発症年齢とリピート数の間には有意な

負の相関関係が認められた (r--0.843,P<0.0001,

∩-32)(図 5).両アレルが39リピー トのホモ接合の

SCA2患者が1名いたがこの患者の発症年齢は同じリ

ピート数のヘテロ接合の患者に比し,大きな違いはなかっ

た.

これまでの報告では SCA2では,世代を経るごとに

約11-16年発症が早まるが,発症している親の性によっ

て伝えられる童症慶に差がないとされていた25)2隼 我々

のデータでは,父親由来の場合,子のリピート数の変化

は-7から十17リピート(n-10),平均+5.31)ピー ト

であるのに対し,母親由来の場合,-1から+8リピー

ト(∩-6),平均+2.0リピートであり,両者の間に耗
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図5 正常アレルおよび SCA2アレルにおける CAG リピ-卜数の分布

白で正常アレルを黒で SCA2アレルを示す.
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図6 発症年齢とCAG リピート数の関係

リピート数が増大するほど発症年齢が早くなるという明瞭を相関関

係が認められる.38才発症の男性 し図 3a8)は39T)ピー トのホモ接

合であり,国中黒い四角で示しである.

計学的有落差は認められないものの,父親由来の場合に rront.alcortexCDNA ライブラリーを CAG リピー

リピー ト数の変化がより大きい傾向があった. トの近傍で設定 したオリゴヌクレオチ ド F-1および

R-1を用いてスクリーニングした.その結果.4.Okbp

scA2cDNA の構造 の cDNA クローン,FLl1が単離された.続いて,FcI

scA2cDNA を単離するために,我 々は human の断片を用いて,さまざまなヒト脳の cDNA ライブラ
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図7 TspEIゲノム断片 (Tspl:正常アレル日Tsp2:伸長7'レル)および SCA2cDNA の
制限酔素地岡,

ゲノムクローンTsplとTsp2の白線はSCA2cDNAに含まれる部分を示す.
SCA2cDNAの翻訳領域を白線で示してある.CAG りピー-トは黒太線で示してある.制限酵

素切断部位を下記のように示した.TspEILTl,NotI(N),Sac° (S),Sau3AI (Sa),

SmaI(Sm).Eeo52Ⅰ(E52).ApaI(Ap),AeeI(Ae).BamHI(B),XhoI(Ⅹ),Eco

RI(E).pstI(Pト

リーをスクリーニングすることによi),Fc2.Fb14.B

4,C6,C19を単離した.cDNA の5′領域を単離する

ために.5′-RACEをおこない,350bpの5′-RA仁

E産物を単離,PT7BlueTベクターにサブクローニ

ングした (5Rl).さらに5'の領域を単離するために,

RT-PCR をおこない,5Rlよ8-)さらに246bp上流

までを含むクローン5RTlを単離した.また,CDNA

の3′領域を単離するために.3′-RACE をおこない,

1300bpの3′-RACE産物を単軌 PT7BlueTベク

ターにサブクローニングLた (3RlH図 6).

上記クローンの塩基配列の解析より,SCA2cDNA

は全長が4351bpで 1313アミノ酸をコー ドし,CAG

.)ピー トはポリグルタミンをコー ドしているものと考え

られわ (図 7).データベースを用いたホモロジー検索

の結果,同一の塩基配列を有するい くつかの ESTsが

あったが.SCA2遺伝子産物 (ataxin-2)の機能を

示唆するような情報は得られなかった.ノーザンブロッ

トによる解析では肺,腎臓では発現がごく少ないが,心,

脳,胎盤,肝,骨格筋,陣,ヒト成人脳においては,戻

桃体,尾状核,脳梁,海馬,視床下部,黒鼠 視床下桟,

視床において約4.7kbの mRNA の発現が確認され

た (図 8).

考 察

DIRECT法は発症者の白血球より抽出したゲノム

DNA を用いて,その疾患で特異的に伸長 した CAG

リピー トをサザンハイブリダイゼーション法にて検出し,

その後,その CAG リピー トが含まれるゲノム DNA

断片を直接クローニングするというものであり,以下の

4つのステ･ノブからなっている (図 1).ステップ 1:

[α-32P]dATP 存在下に DRPLA 患者由来の

(〔AG)55リピートを含むプラスミドDNA を鋳型とL,

一方のプライマーをビオチン化させたものを用いて

PCR をおこなう.ステップ2:磁気ビーズを用いてプ

ローブを一本組にする.この際,CAG 中の dATP は

すべてアイソトープラベルされていることになり高比活
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1 TATCCGCACCTCCGCTCCCACCCGGCGCCTTGGCGCGCCCGCCCTCCGATGCGCTCAGごG

l r-1006 M R S A

61 GCCGCAGCTCCTCGGAGTTCCGCGGTGGCCACCGAGTCTCGCCGCTTCGCCGCAGCCAGG

5 A A A P A S P A V A T E S R R F A A A A

121 TGGCCCGGGTIGGCGCTCGCTCCAGCGGCCGGCGCGGCGGAGCGGGCGt.]''lGGCGL,'Ci;GTGGC

25 W P G W R S L Q R P A R R S G A G G G G

i81 CCGGCCCCGGGACCGTATCCCTCCGCCGCCCCTCCCCCGCCCGGCCCCGCごrC(､CCTCCC

45 A A P G P Y P S A A P P P P G P G P P P

241 TCCCGGCAGAGCTCGCCTCCCTCCGCCTCAGACTGでTTTGGTAGCAACGGCAACGGCGGC

65S R Q S S P P S A S D C F G S N G N G L;

301 GGCGCGTTTCGGCCCGGCTCCCGGCGGCTCCTTGGTCTCGGCGGGCCTCCCCGCCCCTTC

85 G A F 氏 ど G S R R L L G L G G P ど R ど F

36i GTCGTCGTCCTTCTCCCCCTCGCCAGCCCGGGCGCCCCTCCGGCCGCGCCAACくごご･3ごGCC

IO5 V V V L L P L A S P G A P P A A P T R A

42i TCCCCGCTCGGCGCCCGTGCGTCCCCGCCGCGrlvrCCGGCGTCTCCTTGGCGCGCCCGGCrlil

125 S P L G A R A S P P 良 S G V S L A 氏 P A

481 CCCGGCTGTCCCCGCCCGGCGTGCGAGCCGGTGTATGGGCCCCTCACCATGTCGCTGAAG

145 P G C P A P A C E P V Y G P L T M S i K

541 CCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAG
∵て;:::::≡

165 P Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q

601 CAGCAGCAGCAGCCGCCGCCCGCGGCTGCCAATGTCCGCAAGCCCGGCGGCAGCGGCCTT

185 Q Q Q Q P P P A A A N V R 王く P G G S G L

661 CTAGCGTCGCCCGCCGCCGCGCCm CGCCGTCCTCGTCCTCGGTCTCCTCGTCCTCGGCC

∵ ∴ ;I .. ∴ ∴ : . ‥ : :.∴ ∴ 一 一_I.:1-.〔

2:≧5 T A ど S S V V A A で S G G G R p G L G 良

781 GGTCGAAACAGTAACAAAGGACTGCCTCAGTCTACGATTTCTm GATGGAATCT-ATGCA

245 G R N S N 氏 G IJ P Q S T I S F D G 工 Y A

841 AATATGAGGATGGTTCATATACTTACATCAGTTGTTGGCTCCAAATGTGAAGTACAAGTG

265 N M R M V H I L T S V V G S K C E V Q V

901 AAAAATGGAGGTATATATGAAGGAGTTTTrAAAACTTACAGTCCGAAGTGTGATTTGGTA

285 K N G G = Y E G V F K T Y S P K C D L V

961 CTTGATGCCGCACATGAGAAAAGTACAGAATCCAGrlvTCGGGGCCGAAACGTGAAGAAATA

305 I. D A A H E 冗 S T E S S S G P K R E E 工

1021 ATGGAGAGTATTTでGTTCAAATGTTCAGACTTTGTTGでGGTACAGm AAAGAでATGGAC

325 M E S = L ど K C S D F V V V Q F K D M D

1081 TCCAGTTATGCAAAAAGAGATGCm TACTGACTCTGCTATCAGTGCTAAAGでGAATGCC

345 S S Y A K A D A F T D S A 工 S A K V N G

i141 GAACACAAAGAGAAGGACCTGGAGCCCTGGGATGCAGGTGAACTCACAGCCAATGALIGAA

365 E H K E K D L E P W D A G E L T A N E E

1201 CTTGAGGCTm GGAAAATGACGでATCTAATGGATGGGATCCCAATGATAでGTTTCGATAT

385 i. E A L E N D V S N G W D P N D M F A Y

1261 AATGAAGAAAATTATGGTGTAGTGTCTACGTATGATAGCAGTTTATCTTCGTATACAGTG

405 N E E N Y G V V S T Y D S S L S S Y T V

1321 ccCTTAGAAAGAGATAACTCAGAAGAAm TTAAAACGGGAAGCAAGGGCAAACCAGTTA

425 P L E R D N S E E F L K R E A R A N Q L

1381 GCAGAAGAAATTGAGTCAAGTGCCCAGTACAAAGCTCGAGTGGCCCTGGAAAACGATGAT

445 A E E = E S S A Q Y K A Lく V A L E N D D

rTp=11
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1441 AGGAGTGAGGAAGAAM TACACAGCAGTTCAGAGAAATTCCAGTGAACGTGAGGGGCAC

465 R S E E E K Y T A V Q R N S S E R E G H

i50i AGCATAAACACTAGGGPLAJuTAAATATATTCCTCCTGGACAAAGAAATAGAGAAGTCATA

485 S I N T R E N K Y 工 P P Q Q 氏 N a E V =

1561 TCCTGGGGAAGTGGGAGACAGAATTCACCGCGTATGGGCCAGCCでGGATCGGGCTCCATG

505 S W G S G R Q N S P R M G Q P G S G S M

1621 CCATCAAGATCCACTTCTCACACTTCAGATTTCAACCCGAATrCTGGTTCAGACCAAAGA

525 P S A S T S H T S D F N P N S G S D Q R

1681 GTAGTrAATGGAGGTGrrTCCCTGGCCATCGCCTrGCCCATCTCCTTCCTCTCGCCCACCT

545 V V N G G V P W P S P C P S P S S A P P

1741 TCTCGCTACCAGTCAGGTCCCAACTCTCTTCCACCTCGGGCAGCCACCCCTACACGGCCG

565 S A Y Q S G P N S L P P R A A T P T R P

1801 CCCTCCAGGCCCCCCTCGCGGCCATCCAGACCCCCGTCTCACCCCTCTGCTCATGGm T

585 P S R P p S R P S 氏 P ど S H P S A H G S

1861 CCAGCTCCTGTCTCTACTATGCCTAAACGCATGTCTTCAGAAGGGCCTCCAAGGATGでCC

605 P A P V S T M P 王く R M S S ≡ G P P R H S

1921 CCAP.AGGCCCAGCGACATCCTCGAAATCACAGAGm CTGCTGGGAGGGGTrCCATATCC

625 P K A Q R H P A N H A V S A G A G S = S

19tI1 AGTGGCCTAGAATm TATCCCACAACCCACCCAGTGAAGCAGCTACTCCTCCAGTAGCA

645 S G i E F V S H N P P S i A A T P P V A

2041AGGACCAGTCCCTCGGGGGGAACGTGGTCATCAGTGGTCAGでGGGGTTCCAAGATTATCC

665 R T S P S G G T W S S V V S G V P A i S

2101 ccでAAAACTCATAGACCCAGGTCTCCCAGACAGAACAGTATTGGAAAでACCCCCAGTGGG

685 P K T H R P R S P A Q N S I G N T P S G

2161 ccAGTTCでTGCTrCTCCCC九九GCTGGTATrATTCCAACTGAAGCTGTTGCCATGCCTATT

705 P V L A S P Q A G I I P T E A V A M P r

2221 CCAGCTGCATCTCCTACGCCTGCTAGTCCTGCATCGAACAGAGCTGrrTACCCCTTCTAGT

725 P A A S P T ど A S ど A S N 氏 A V T P S S

2281 GAGGCTAAAGATTCCAGGCTTCAAGATCAGAGGCAGAACTCTCCTGCAGGGAATAAAGAA

745 E A K D S A L Q D Q A Q N S P A G N K E

2341AATATTAAACCCAATGAAACATCACCTAGCm TCAAAAGCTGAA九九CAAAGGTATATCA

765N I K P N E T S P S F S K A E N K G I S

240i ccAGTTGm CTGAACATAGAAAACAGATrGATGAm AAAGAAAm AAGAATGATm

785 P V V S E H 氏 K Q I D D L Iく K F K N D F

2461 AGGm ACAGCCAAGTTCTACTTCTGAATCTATGGATCAACTACでAAACAAAAATAGAGAG

805 R i Q P S S T S E S M D Q i L N K N R E

2521 GGAGAAAAATCAAGAGAでTTGATCAAAGACAAAATTGAACCAAGTGCTAAGGATTCTTrC

825 G E 冗 S 釈 D L 工 K D X 工 E P S A 冗 D S F

258i A-rrGAAAATAGCAGCAGCAACTGTACCAGTGGCAGCAGCAAGCCGAATAGCCCCAGCATr

845 工 E N S S S N C T S G S S 冗 ど N S ど S I

2641 TCCCCTrCAATACTTAGTAACACGGAGCACAAGAGGGGACCTGAGGTCACITCCCAAGGG

865 S P S = L S N T E H K R G P E V T S Q G

2701 GTTCAGACTTCCAGCCCAGCATGTAAACAAGAGAAAGACGATAAGGAAGAGAAGAAAGAC

885 V Q T S S P A C K Q E K D D K E E K K D

2761 GCAGCTGAGCAAGTrAGGAAATCAACATTGAATCCCAATGCAAAGGAGでTCAACCCACGT

905A A E Q V A K S T L N P N A K E F N P R
2821TCCTTCTCTCAGCCAAAGCCm TACTACCCCAACTTCACCTCGGCCTCPLAGCACAACCT

925S F S Q P K P S T T P rr S P R P Q A Q P
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2881 AGCCCATCTATGGTGGGTCATCAACAGCCAACTCCAGm ATACTCAGCCTGTTTGTTTT

945 S P S M V G H Q Q P T P V Y T Q P V C F

2941 GCACCAAATATGAでGTATCCAGTCCCAGでGAGCCCAGGCGTGCAACCTTTAでACCCAATA

965A P N M M Y P V P V S P G V Q P L Y P I

3001 CCTATGACGCCCATGCCAGTGAATCAAGCCAAGACATATAGAGCAGTACCAAATATGCCC

985 P M T P M P V N Q A A T Y R A V P N M P

3061 CAACAGCGGCAAGACCAGCATCATCAGAGTGCCATGAでGCACCCAGCGTCAGCAGCGGGC

IOO5 Q Q R Q D Q H H Q S A M M H P A S A A G

3121 ccACCGATTGCAGCCACCCCACCAGCでTACTCCACGCAATAでGTrGCCTACAGTCCでCAG

1025 P P I A A T P P A Y S T Q Y V A Y S P Q

318i CAGrrCCCAAATCAGCCCCTTGTTCAGCATGTGCCACATrATCAGTCTCAGCATCCTCAT

IO45 C〉 F p N Q P L V Q H V ど H Y Q S C) H P H

3241 GTCTATAGTCCTGTAATACAGGGTAATGCTAGAATGATGGCACCACCAACACACGCCCAG

1065 V Y S P V I Q G N A R M M A P P T H A Q

3301 CCTGGTTTAGTATCTTCTTCAGCAACTCAGTACGGGGCTCATGAGCAGACGCATGCGATG

1085 P G i V S S S A T Q Y G A H E Q T H A M

3361 でATGCATGTCCCAAAでTACCATACAACAAGGAGACAAGCCCTTCm CTACTTTGCCATT

llO5 Y A C P A L P Y N K E T S P S F Y F A r

3421 TCCACGGGCTCCCTTGCTCAGCAGTATGCGCACCCTAACGCTACCCTGCACCCACATACT

l125 S T G S L A Q Q Y A H P N A T L ti P H T

348i CCACACCCTCAGCCTTCAGCTACCCCCACTGGACAGCAGCAAAGCCAACATGGTGGAAGT

l145 P H P Q P S A T P T G Q Q Q S Q H G G S

3541 CATCCTGCACCCAGTCCTGTrCAGCACCATCAGCACCAGGCCGCCCAGGCTCTCCATCTG

1165 H P A P S P V Q H H Q H Q A A Q A L H L

3601 GCCAGTCCACAGCAGCAGTCAGCCAm ACCACGCGGGGCTTGCGCCAACTCCACCCTCC

l185A S P Q Q Q S A = Y H A G L A P T P P S

3661ATGACACCTGCCTCCAACACGCAGTCGCCACAGAATAGTTTCCCAGCAGCACAACAGACT

1205H T P A S N T Q S P Q N S F P A A Q Q T

372i GTCm ACGATCCATCCTrCTCACGTTCAGCCGGCGTATACCAACCCACCCCACATGGCC

1225V F T I H P S H V Q P A Y T N P P H M A

3781 CACGTACCTCAGGCTCATGTACAGTCAGGAATGGでTCCTTCTCATCCAACTGCCCATGCG

1245 H V P Q A H V Q S G M V P S H P T A H A

3841 ccAATGATGCTAAでGACGACACAGCCACCCGGCGGTCCCCAGGCCGCCCTCGCTCAAAGT

1265 P H M L M T T Q P P G G P Q A A L A Q S

3901 GCACTACAGCCCATTCCAGTCTCGACAACAGCGCAm CCCCTATATGACGCACCCTTCA

1285A i Q P I P V S T T A H F P Y M T H P S

3961 GTACAAGCCCACCACCAACAGCAGTTGTAAGGCTGCCCTGGAGGAACCGAAAGGCCAAAT

1305 V 0 A H H 0 0 0 L ★

4021 TCCCTCCTCCCTrCTACTGCTTCTACCAACTGGAAGCACAGAAAACTAGAAm CAm A

408i Tm Gm TTAAAATATATATGm Am CTTGTAACATCCAATAGGAATGCTAACAGTで

4141 CACTTGCAGTGGAAGATACTでGGACCGAGTAGAGGCAm AGGAACでTGGGGGCTATTCC

4201 ATAA TrCCATATGCTGm CAGAGTCCCGCAGGTACCCCAGCTCTGCTTGCCGAAACTGG

4261 AAGTTAm Am AATAACCCTT G A AAGTCATGAACACATCAGCTAGCAAAAGAAGT

4321 AACAAGAGTGATTcm､GCTGCTATTAC でGCT(A)∩

図8 SCA2cDNAの塩基配列

cAG リピートはタロ-ン Felのもの (22リピー ト)を記載した.CAG

リピートの増幅に用いたプライマー LF-1とR-1).5JIRACE に用

いたプライマー (R棚2),3′-RACEに履いたプライマ-(F-13),RTI

pcRに開いたプライマ･-(F-1∝略とR-1002)を矢印で示した.イダリ･ソ

ク体で示Lた部分は RT-PCR産物 (5RTl)によるもの.
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図9 Northernblot解析

4言kbの転写産物の発現が肺,腎を除き種々の臓器で認められる.

性のプローブが得られる.ステ･ソプ3:CA(i.りピー ト

病が疑われる患者ゲノム DNAを種々の制限酵素で切

断し,(CAB)55プロ-ブを開いたサザンハイブリダイ

ゼーションにて,その疾患で特異的に伸長 した CAG
リピー トを同意するさステップ4:電気泳動を再度おこ

ない,ステップ3でバンドがみられた部分のアガロ-莱

ゲ)Lを切i‖1-'tLDNAを精製後,ラムダベ J/ダーを用
いてライブラリ-を作製,(CAB)55プローブを周いた

ブラ-I/ハイプリグトピーションにてスクリーニングを

することによりクローニングする.得られた ゲ ノム

DNA断片中には理論上は少なくとも35リピ- 卜以上
の長さの CAG リピー トが含まれることになる,その

リピー トの近傍にプライマ-を設定 して PCR にで,
発症者および健常者のリピー ト散を解析し.て.発症者で

のみ伸長していることが確認できれば,その CAG リ
ピー トの伸長が原円遺伝子変異であることがわかる.

ヒトゲノム中に存在する伸長 CAG リピー トを検出

す る方法 と して ,Repeatexpansiondeもecもiom
(RED)という方法がある27).この方法は,用いたヒト
ゲノム中に伸長 CAGリピートが存在するということ

はわかるがそれをクローニングすることはできなかった.

D‡RECT法は伸長 CAGリピー トを検出したのち,
クローニングまでできるという点ですぐれた方法と考え

L二)れる.

我々は DIRECT法を周いて SCA2遺伝子を非常

に効率よく同定し,SCA2は発症年齢と CAG リピ-
ト数の間に負の相関関係が認められる.父親から子-伝

わる際によりりど･-トが伸長Lやすい.表現促進現象を

示す,遺伝子が広 く発現 している,CAG リピー トがポ
リグルタミンに翻訳されるなど多 くの点で他の CAG
リピー ト病と甘適している点を存することを明らかにし

た.しかしながら,正常アレルの 9掴 %が22リピ- ト

であるという点は.他の CA(i,リピー ト病の正常アレ

ルが大きな多型性を示すのに比して∴大きく異なってい

ら.

(CAGlSSプローブを用いたサザンハイプリグ1'ゼ-

シヨンで,健常者においてもさまざまな大きさのバンド

が認められることは,健常者においても35リピート以上

の長さの CAGリピートを複数有していることを示唆

する,サザンハイブリダイゼ-シヨンで発症者のみに認

められるバンドを直接タロ-ニングできるという点で

D王況ECT法は強力である.用いる制限酵素によっては

複数のバンドがみられるため,疾患特異的なバンドを同

窓することが困難な場合があるかもしれないが,家系蚤

用いて解析 し,そのバンドが疾患と共分離することを確

認することで,疾患特異的なバンドを明らかにできると
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考えられる.

現在まで原因遺伝子変異が明らかになった常染色体便

性遺伝性の脊髄小脳変性症は,驚くべきことにすべて

CAG リピートの伸長によるものである.原田遺伝子が

同定されていない他の常染色体優性遺伝性脊髄か脳変性

症28)も CAG -Hf-トの伸長によるものと予想され,

また表現促進現象の存在が報告されている-部の分裂

病湖,そううつ病 il)も CAG リピ-トの伸長を原因遺

伝子変異としている可能性がある.DIRECT 法は,原

因遺伝子の染色体唾が不明でも伸長した CAG リピー

トを同定し.そのまま直積クローニングが可能で.また

家系の DNA サンプルは必要だが小さな家系でも解析

ができるという利点を持つためこれらの疾患の原因遺伝

子の効率的な同定に大きく寄与できるものと考えられる.
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