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To betterunderstandtphemolecularbasisforadulttypemetachromaticleukodys-
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ofapatientwithadulttypehJILD.

dementiaappearedandbyt′heageor30,shebeca汀Ie

assistancefordailyactivities. CTscallrevealedbrain

densit.y,andnerveconductionvelocitieswerefoundto

lowerext･remities. Pronouncedreductioninmyelinatped

accumulatrionofmetachromat.icmaterialswereobserved

act･ivitiesincultruredskinfibroblast.softilePatient.were

severelydementedandrequired

atrophyandwhit.elnatterlow

bedecreasedinbothupperand

fibers,t･hinningofmyelinand

bysuralnervebiopsy･ ASA

roundtobemarkedlyreduced

comparedwit･hnornlalsubjects,

Toanalyzethegenet-icabnormalityofthepatientwithadulttypeMLD,Ⅰfirst

elucidatedthegenomicorganizat･ionsofthehumanASA geneandthencomparedthe

nucleotidesequencesofexonsandsplicejunctionsofthemutantASA genewiththose

ofanormalcontrol. Ihaveidentifiedanew mutation,G toA transitioninexon2,

which resultsin amino acid substitution orAsp forGly atcodon 990rtheASA

protein. Intransientexpressionstudy,COScellstransrectedwiththemutantCDNA

carryingG toA transitiondidnotshow increaseofASA activity,whichconGrmsthe

mutationasacauseoradulttypeMLD.
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A

緒 悶

metachromatieleukodystroplly (MLr))は, :iI

､ノゾ一一ム水解酵素の一つである arylsLllfataseA (ASA)

(EC 3.1.6.1)の欠損により,中枢神経系のE!二】貫およ び

る1-.Mu) には乳幼児型, 若年型.成 人 型 L') S種 株

の臨床病型が知L')れている.乳幼児型の臨床症 状 は ff:_後

1-12年に始まi),患児は通常10歳を越えてfi二存 す る こ

は思春期以降のあらゆる年齢において発症する可能性が

ある11.これLl-'の各病型における初発性状は,歩行障害､

知能低下,尿失禁である.年少者の他の一般的な症状は,

視力障害,言語障害,四肢麻痔および末栴神経障害であ

ら.成人型では痴呆が主症状であi),病状は数10年且.L･.

にわたって徐々に進行することもある1､.これらの臨床

病 型 に 加 え て ,ASA の欠損がときに健康人において認

めL'二凍 ること があり. こかは ASA pseudodelieiency

とLて知L'-)11ている2､.

こかLT-)の異なる臨床病型の多様性がいかなる分子メカ

ニズムによって生 しるのかという点については,従来不

defieicncyが polyadenylylationsignalと N-glycosト

1;I:ltionsiteの欠損に基づ くものであることが見出され.

た;t､.このことは,MLD と ASA pseudodeficielle)I

tionによるものだとする以前からの仮説に合致する51(n

本研究においては.成人型 MLD における病態 メカ

ニズムを解明する目的で,患者および正常者の培養皮膚

線維芽細胞より抽出 した RNA を用いて, ASA の

mRNA の発現量を Northernblotting法にて検討 し.

さ吊こ.ASA 遺伝子のゲノム構造を決定 した上で.,患

者 ASA ゲノム DNA の詳細な塩基配列解析によって

過伝子異常を同意 したT).また.この遺伝子異常がどの

ような機能異常をもたiTっすかを明Lt)かにするために.餐

異 ASA cDNA を作成 し,COS細胞で発現 させるこ

とによi),ASA 活性を検討 した71.

症例お よび方法1.症例

症例は35歳,女性.両親に近親婚はない.24歳より緩

徐進行性の痴呆が出現 し,30歳時には高度の痴呆,前頭

葉症状を認め,麻痔はないものの日常生活で介助を要す
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Fig.1 Arylsulfatase A (.ASA) activities
toward p-nitrocat･echolsulfate(A)

andsulfatideLB)inculturedskin
rlbroblasts.

C;cont.rotand P;theadulttype MLn
.,H-‥….＼t-･こ-…-ぎ･モ･芦.II･≡ l＼､l ･

ASA activit.-y oftheadultt･ype九.1TJI)was
markedlyrcduecdto70oand9% ofr"rmal
valuestoward 〟-nitTOeateCholsulfat･eand
sl】lfatide,respect′ively.

るようにな--7,た.頭部 CT は脳萎縮,白質低吸収を示

L . 末梢神経伝導速度 LMC＼/,')は尺骨神経で 22.3m..::S

値 :49.9±5.2m;S)と低下 していた.俳醸神経生検で,

有髄線維の常減と髄鞘の非薄化,異染性物質の番横を認

めた.

患者の培養皮膚線維芽細胞を.超音波処理後,可溶惟

画分を抽出し,p-nitr(忙ateCllOIsulfateおよびsulfatide

を基質として ASA 活性を測定 したところ,それぞれ

正常者の7/Qdと9%に著減 していた8)9日 Fig.1).

2. Northernblo帖ng解析

正常者および患者の培養皮膚線維芽細胞よ.I)抽出 した

20ILgの total RNA を,0.66M fonllaldehydeを含む

1.2%'変性 agarosegel__Lで電気泳動後.ニ トr]セJL

r:I-1ス膜にtransblotL.本研究で得た全長のヒトASA

CDNA (pcl)21ASA71を 32p でラベルして hybridize

させた.Hybridization後,最終的に0.1XSSC,0.1

aut()radi()grapllyを行なった10).

3. ASA遺伝子の塩基配列の解析

正常者および患者の白血球からゲノム DNA を抽LLtl.
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し. poly汀leraSe Chain reこietiorl(PCR)ll-により,

増幅 した.用いた oljgonucleotideprimerは.I)Ⅰく1-

18O.1)1178-lく3.こ11269･一･-270(Fig.2および Tablt,

aTlnealing55て∴ 1分,extellSion72℃∴4分.30eyclcs

とLJ=. I)CR productは plasmid l･ectorである

pLTC1912日こサ-fウl二- ン化し､dideoxymueleotidechain

teLrminator法13＼にてその塩基配列を決定 した.

4. ヒトASAd)NA の molecularcloning

最初iこ. ヒ ト皮膚線維芽細胞の cDNA library(pcD2

rヽeLCtOrlibran,)1̀I＼より調製 した全 plasmidDNA を

f(1L--･-

1アア 二
35ii-叫
†丁9-------

357-------

----.249

- -1日〇

269 - --･●

0- 358

Fig.2 Sぐhematieillust.rat.ionofASAer)NA

･･:In° posit･ions Llr Oligonuelpotide
prilllerS.

Theopenboxrepresentstheregioneoding
fortheInatureASA pr･oteinandthehatched
boxreprespnt､sthesignfllpeptide.
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template として, 2組の ()li岩()I-IuCle()tideprimeI･I)

177-180,21179--K3(Fig.2および TableI)を用

いた PCR iこて, ヒ ト ASA cDNA を増幅 した. 2トi~'

の cDNA をそれぞれ pLTC19 にサー7")口-ン化 し,

XlZttIIsitL,にて接続 した.この ŜA cI)NA の 5'断

片をゾt-トー7㌦L_して.co一onyhybridi7,ationにより全

長の ヒ ト ASA CDNA (peD2-･ASA2,pcD2-ASA7お

よび pcD21-ASA8~)を pcD2 ･ヽeetorlibraryより単離

した10､.すべての cDNA は長さ約 2kbpであり,同

5.JfZl-t-1romutageneSis

ASACDNA (pcD2-ASA2)の一部を,oligonucleo-

tideprimer357-358(Fig.2および Table1)を用

いて増幅 した.primer357は患者 ASA遺伝子の exon

2内Cこ同定 されたGからA-の塩基置換を含んでいる.

PCR productは .Ylltaliこて切断 し,.1'llZ()Ⅰにて切断

した peD2-ASA2 へ挿 入した. 作成 した変異 cDNA

(PCI)2-ASlゝ2Mlの構造は.制限酵素地図および塩耳配

列解析によって確認 した.

6. ASAcDNAの一過性発現

5×105個の COS細胞に. L)ン酸 カ′しノJrH ､法10､

にてE-E常 ASACDNA LpcD2--ASA2.PCI)2-ASA7お

ASA2h･-I)を含む 20/Lgの plasmidI)NA を transfect

した,この COS細胞を5O時間後に han,estL,♪11it-

TableI Listofoligonucleotideprimers

()ligmluCle｡ti°e
prilller

i.,∵

､
.1

ト

i

卜

･:･

.:.

.[

‥

[･

NuClt-,Otidenumber
ofAS免 CDNA

tSteinetal.19891

一118--9⊥1

1648-･1625

-8-16

494-･517

263-286

517-498

459-L･14O

L134-455

567--550

238-259

282- 305

1424--1403

SequellCe｡f()lig｡IluCleotidepl･i111er

5'-GGGAATTCTATTTGGG′rCCGGGGTCTCAGGGAA-3'

5'一･GGGAATTCTCAGATGTGCAAGTCTCCACTGGTG-3'

5㌧ccATGTCCATGGGGGCACCGCGGrト3'

5--AC､CCTGGCGTCCTGGTGCCCAGCT-3'

5'-GGGAATTCCACAGCCACCGTCGCAAGGA-3'

5'-CTGGTCGTGGGAGTACGC,GA-3.

5'-TAGGCATCCCGTACTCCCACGA-3'

5'-GC,(;AATTCCGCCTCCACGGACAGGTT-3'

5'-CGGC′1､ccCGGrⅠ､TCGGATGGGCA-3'

5'-CAGC'rCCCGGGGGG△CC′rGCCCC'Ⅰ､-3'

5'-CCTC.GCCCCGGGCCACCTGGCT-3'

Kl.K3,180and 270containEC()RItinkersequence(GGGAATTC)at5'end.
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Table2 Nueleotidesequenecsofeachsplicingdo110rand
acccptorLqiteofhumanASAgene.

E又on E又onSIZe,bp Sequence()fexon-intronjunction tntr()∩SlTe,kb5'btーrder 3ナborde

i >226 -†TCTAGgtaaagaggg218Arg-73 --0.2

2 241 tgtccLCLgCagG(;CrG... -A('CAGgtaggaaぐぐa ･-∩.1

219 459

Arg-73 Gln-153

3 219 cc.egcctcagGGCCC. - -CTCACgtaagtatet -.0.1

460 678

Gly-154 His-226

4 170 ttgceeCragCACAC... -.AATGGgtatgccagc --0.4

679 848

His-227 Gly-283

5 125 tgtgt(JeeagACCTG. . - -.TCCeG gtぐagtCCge ･-0,2

849 973

Gly-283 Gly-325

6 128 ct輯CeぐeeagGCGTG.- ･十.GeAAGgtagggぐCgg ･-0.2

974 1+01

Gly-325 Lys-367

7 loョ ctgccLCCeagAGCC(｢-. -CĈ GGgtaaeeeetぐ --0十2

1102 Ⅰ 204

Ser-368 Gly - 4 (一〇

r()eatecllOIsulfateを基質として ASA 活性を測定 し

た.さLl'に ,20/Lgの COS細胞蛋白を109,apolyaery1-

amideslabgel_.l二で電気泳動後.ニ トr7-tl_′Lr- ース膜

に transblolL,抗 ヒト ASA rt7サギ血清を用いて,

aヽridin-bit)tineomplex法にて WesternblottinL,解析

を行な･-_)た1511.

7. HacⅢRFl.P

l塩基置換を含む ASA 遺伝子の exon2の一･･一一部を､

oligonueleotideprimer354-249(Fig.2および Tablc

1)を用いて RCR にて増幅 した.RCR prくつductを,

制限酵素 HacⅢにて切断 した後.10.%~polyacrylamide

slabgel上で電気泳動 し.ethidiunlbr･()mideにて染

色を行な-lた.

結 果

Northern blotting解析で,患者LT)培養乾膚線維芽

細胞中に,正常者と同 一サ 1′ズLT)正常農tflAŜ mRNA

がRltl･･･J,さJTた (Fig.31.この結果は.患者 ASA遺伝

f-の転写 Lベ,Lには異常LJr)ない二王を示唆 しているた札

患者 ASA 遺伝子の exon 上 splirejunction (r)解析

を行な--,た.

pUC19にサイケE-ーン化 した ASA 過広子の塩基配

列解析i･こより. ASA 遺伝子の構造を決定 した. ヒ ト

ASA 過伝子の eodingregionは全長約 3kbpで8つ

の exonから構成 されることが判明 した (Fig.4).

Tat)lC2は ヒ ト ASA 過伝 子の各 splicejunetjon

および acceptorsiteの塩基配列を示す.すべての ju11C-
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l十 ‥

C :C ontro一

P:P atient

Fig.3 Northernblottinganalysis.

TwentymierogramsoftotalRNAextra-
cted fr･om cultured skin fibroblasts ofa

noI･nlalstlbjectandthepatientwereelectro-
pllOreSed throtlgh 1.2% denaturingagarose
gel,transblot･t･edtoanitrocellulosememb-
raneand hybridized with the 32p-labeled
fulトlength human ASA eDNA.Thefilter
waswashedfinallyin0.1×SSC,0.100SDS
at680Cfor30111in.

tionは consensus配列をとっており,ここで示され

た ASA遺伝子のゲノム構造は, ごく最近, Ⅰくreysing

遺伝子変異を同定するため,患者および正常者のASA

冒
i
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管XORを7-L m --一一-1コ1 ト 音 エ コ2 3 4 5 6 7 8

signalpeptide

1kb

Fig.4 Struetureofeodingregion

orhtlImanASA gene.

Theco°ing region orhulllan ASA gene
spansapproximately 3kbp in leng･th and
consistsof8cxons.Threeopen trillnglps
indicate potential N-linked g･1yぐ()Sylation
sites.

遺伝子の各 cxonと splicejunctionc')塩基配列を比

較 した.すべての exくつnと splieejuncti()n を通 して

そのためをこ99番田のアミノ酸のダリシソからアスパラギ

ソ酸への変換がもたらされていることが明らかにされた

(Fig.5).この塩基際換は,独立 した2個のサブクロー

ンの塩基配列解析によi)確認 した.

患者および両親のゲノム DNA の変異の存在を確認

ことを決定するために.変異部分を含む PCRpr()dLlCl

の IIaeⅢ RFLPを検討 した.この塩基置換によりJIlLf,

Ⅲ切断部位の消失がもたらされるため,59bpcf)かわり

に 85bpの大きな DNA 断片が生 L+る結果｡リころ.忠

者と'父親では 85bpと 59bpの両方LJ)r)NA断片を認

めたが,母親および正常者12例においては 59bpの断

片のんを認めた (Fig.6).

exon2内に同定された遺伝1∴変艶が ASA酵素活性.

消失の原田であることを確認するため,tlltl,Z'/7･()muta一

genesisにより peI)2veetorに変異 ASAcl)NA を

一一一適性発現実験において,変異el)NA(per)2-ASA2M)

を transfectした COS細胞では ASA 活性の上昇が

pcD2-ASA7および pcD2--ASA8) を trarlSfectした

COS細胞では3倍から4倍の ASA活性上昇が認めら

れた (Fig.71.

cDNA を trallSfectした COS細胞では抗 ASA抗体

に対する同量の crossreactirlgnlaterial(CRM)を示

した (Fig.8).分子量約 43kDaと 58kDaの CRM

の主バン.卜に加え,変異 cDNA を trallSfectしたCOS
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Fig.5 Nucleotidesequenceanalysisorexon20ranormal
andthepatient'sASA genes.

(Jr車 ､ニL･(:一･ミ＼ -:H.･いI.･∴ ､･:{ニIl JH :t･･､く一▲∴!H舌;.､-:.1･i.･一
日Il＼ ＼ト＼Ll･･･l･.,.､･:.≡,､､､:.M.､･･･､-‥t,､‥:､l.I.､･tl-!L..川 .げ.i.J.:げ_

ticacidfor99glycine･
●
H H H HH

Fig･6 IIaellIRFLP analysisofnormal,
thepatient'sandtlleParentSIASA
geneS･

A partore又on20rASA gelleSinCItldillg
the mutation site was amplif二11ed by PCR
usingprimers,354flnd2⊥19･ThePCR pro-

ductsweredigestedbyIIczeluandpleetro-

phoresedthroughlOOopolytlerylamideslllb
gel follo＼ved by staining With ethidiunl

broI-1ide.Both85bpand59bpDNA rl･ag-
1TlentSWereObservedinthepat.主entalldthe
father,whereasonly59bpDNA fragment
was observed in the motherand normal

stlbjects.The26bprragnlentgeneratedby
HaenldigestionorthePCR productsderi-
ved from thenormalallele,notfrom the
99Gly･-,Asp mutantallele comigrate with
another26bprrag111ent.
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Fig.7 Tr(lnSientexpressionstudy.

5＼10[.COSepllsiI125crl･了cultureflaskwere

tr'TlnSreCted ､ヽ･ith 20/Eg Orn()rn川l(pCr)2-
ASA2,pcn21ASA7and pcl)2-ASA8)and
thp nut(･1nt (_PCD21ASA2丸い ASA cr)NAs.
TheLT()Scells＼＼,ereharvest.ed50hrs壬lrter
thet.ransfeL.tioll(lndttleASA activitiesWere

measLired LlSing FTllitroc(･lteeholsulrat･eas
a substrLlte.Vert･icl11bars reprt,sentStnl
(n-那.

細胞で比較的多量の 66kDaの CRM を認めた.

考 察

本研究において.成人型 MLD患者の ASA 遺伝子

の cxon2に新 しい poil一tmutこltionを見出した.こ

の変異の結果,ASA 蛋白の codom99においてアミ

ノ酸のダリシソ (GGC)からアスパラギン酸 (GAC)

への置換がもたらされる.Hae既 RFLPで示したよう

iこ.この p(･1intmutこItionは患苦に特異的なものであ

り,患者は父親由来の 99Gly-Asp変異を持つ allele

と母親由来の未知の変異を緒つもう1つの alleleとを

中性アミノ酸から酸性アミノ酸への匿漁のため ASA

蛋白の構造が大きく変化 している可能性が考えられ,〟

過惟発現実験において.こL･')変異が ASA 活性を失活

させていることが確かめられた. さらをこ, 変異 cDNA

269

Fig.8 Westernblot･tinganal.vsis.

Twenty microgramsofproteinextracted

from COSCellswereelectrophoresedthrough
lOOoSDS-polyaerylamideslabgelandtra-
nsblottedtoanitroeellulosemembrane.The
blotwasineubat､ed with anti-ASA rabbit

serum andvisualizedbyperoxidasereaction.

を trLTulSfeetLた COS細胞の CRM がわずかに異なっ

たパタ-ソを示 したことは,ASA 蛋白のプロセッシン

グに変化をきたしている可能性を示唆 している.

および a11Llle^ が同定された (Fig.9).彼吊よ,こ

の2-)の変異 Illleleによって,Ml_r)患者68名中約半

とができるとしている.allele1(7一homozygosity6
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ON 1 FragrnenlD ON2

ONI FFa9mentA ON3 ON4 Fragm即11CON5

▲･･ ･ l- 1

NormalCCAG91ag lGG AGT
Trp †hl

■''l‥ ､＼ !■･ い.: ･::J

†GA

ATG J ..･･

NoTmat CCG
P10

Mutant CTG

Leu

0 1 2 3

Fig.9 Mutat･ionsinthearylsulfatase
A gene.

BoxesindicateeXOnS:so一idpartsreprese-
nttranslatedalldhatchedpartsuntranslated
regions.I｣inesdepictintrons,andtriangles
potential sites of N一glycosylation.ATG
andTGA aretheinitiationcodonandt∫er_

minationeodon,respectively. A,C,andi)
arethefragment･s thatwereamplified:A
and C for allele-specific oligonucleot･ide
hybridization,andC(,-1ndDf()rsubcloning
and sequencing,ON 1 through 5indictlt･e
th(,bindingsitesofI-heoligonueleotides(ON)
usedfortheamplifiCat-ionofDNA.Arrows
sh()w t.he location ofthemutations.The

mutations and the codons in whichthey
occuraresl101Vn. Adjacent-SeqtlenCeSare
shownforthesplice-sit･enlt】t-ation.

例はすべて乳幼児型であり,al1eleA の homozygosity

8例中5例が成人型で, 3例が若年型であった.また.

両方の alleleを持つ7例はすべて若年型であー-_,た.さ

覗)は通常乳幼児型であり.alleleA の hetcrozygosity

はより遅発性のものと関連 していた.以上のように,樵

ド)は,臨床的多様性はこJtl､-)の遺伝子型に関連 した ASA

残存活性 レベルの差によ--て説明でき,alleleIが allclc

A に比 しよi)早発で,より重症のものと関連 している

と主張 している.この m()delは興味深いものであるが,

すべての Ml.I)症例を説明することはできない.ここ

で示 Lたように,この成 人型 Mu)は Polten lT)のと

なえる変異は持たず,99Gly-→Asp変異と他のまだ未知

の変艶とを持つ compoundheterozygoteである.こ

のように MLD は遺伝学的により多様であり,他の症

例において新たな変異が見出される可能性も考えL:･)かる.

Mu)のこいつの臨昧病型に対する分子過伝学的機構は,

未だ充分には解明されていない.変興 ASA 蛋白の酵

素学的研究に加は て,ASA 遺伝子の変異に関する詳細

た解析が.各病型に対応する分子樺構解明への糸【二1にな

るものと考えられる.

稿を終えるにあたり,御指導.御校閲を腸 E)まし

た宮武 fT:.教授に深謝いたします.また直接御指導
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申し上げます.貴重な御指導,御助言をいただきま

した犬壕 貴助手,吉野 某先生,小林 央先生,

山内豊明発生,Å凍由紀子女史,諸橋イネ予女史,

国正療養所犀潟病院神経内科 福原信義先生,新潟
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下さいました北海道大学医学部附属癌研究施設生化

維芽細胞 cDNA libraryを御fitJJ-/下さいました人

阪大苧微生物病研究所 難治疾患 ′ミイオ分析部門 岡

山博人教授に心より感 謝いた します.

本研究Lr)概要は.第二ill~i肝 卜本神経学会総会 (東京.

19鎌)).Vthlntemational(11nLn･eSS,I.ntxlrllrlIrrozs

ofM(1tI1bolism LAsilomar.1990㌦ 第1封中日-ト本分
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