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伝子診断に基 づ い て
,
外来

,
リ ハ ビリ テ

ー

シ ョ ン
,

在宅に い た る患者 の Q O L 向上 を行 っ て い る . 臨

床検査科を ベ ー ス にした臨床 D N A 検査の 実際的

運用を紹介する . 対象疾患 は遺伝性脊髄小脳変性

症
,

ハ ン チ ン ト ン 病
,

ミ ト コ ン ドリ ア脳筋症な ど

で ある . 特 に
,
ミ ト コ ン ドリ ア 病 に つ い て は既存

の 点変異 の みならず , 筋生検や 臨床的 に疑 われ た

症例 に つ い て は ミト コ ン ドリ ア遺伝子全塩基配列

決定を行うよう に努力 して い る . ミ ト コ ン ドリ ア

遺伝子に類似 の p s e u d o g e n e が核内に存在す る た

め に
,
白血 球 D N A の dir e ct s eq u e n c e で は

p s e u d o g e n e の 配列を変異 と間違う可能性 が指摘

され て い る . そ こ で
,
1 o n g P C R を行 い ミ ト コ ン

ドリ ア遺伝子全体( 165 69 b p) を二 つ に わ け (6 ,5

k b お よ び 11 .2 k b) で 増幅し ( 赤沼 ら の 方法) こ

れを t e m p l a t e とする こ と で
,
核内遺伝子 の 影響

を除 い て い る .

2 　 増 幅 に よ る ゲ ノ ム D N A の 不 死 化

武井教展・宮下哲典（脳研究所附属生命科学リソース研究センター遺伝子実験部門）

桑野良三

疾患感受性遺伝子を解析する際
,
染色体全域 を

ゲ ノ ム 網羅的に解析する ため には少なく見積も っ

て も 1 検 体あた り数十 〃 g と い う大量 の ゲ ノ ム

D N A が必要になる . しか し
,

ヒトから採取で きる

ゲ ノ ム量 は有限で あり
,
微小な組織 か ら採取 で き

るゲ ノ ム 量はさら に限ら れたもの で あ る た め
,

い

ずれ は貴重なゲ ノ ム 資源が枯渇して しまう の は明

らか で ある .

当 N iig a t a G e n o t y pi n g C e n t e r で は こ の 間題

を解決する ため に
,
ゲ ノ ム D N A の

"

増 幅
”

,

`
`

超

微量解析
”

,

"

再利用
”

の確立 を目 指 し て い る . ま

ず我 々 は現 時点 で 可能 な増幅法 に着 目 し
,

P C R

法を ベ ー

ス と した ゲ ノ ム D N A 全領域を増幅する

新た な手法を検討 し て い る . そ の 手順 は
"

①断片

化 ゲ ノ ム の 作製
” "

② 断片化 ゲ ノ ム の 平 滑化
''

"

③ア ダプタ ー の 付加
” "

④高温 P C R による 断片

化ゲ ノ ム の 増幅
”

と い うもの で ある .
こ の 手法 の

予備実験 にお い て約 10 00 倍の ゲ ノ ム の 増幅を確

認する こ と が で きた .
こ の 方法が確立 され れ ばゲ

ノ ム の 半永久的な利用が期待で きる . 本研 究会 で

は こ の
"

増幅に よ る ゲ ノ ム D N A の 不死化
”

へ

の チ ャ レ ン ジを紹介する .

3 　 K C N J 2 の C 末 端 の 遺 伝 子 変 異 が 確 認 さ れ

た ア ン デ ル セ ン 症 候 群 の 1 例
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【背景】 周期性四肢麻痔 ･ 心室性不整脈 ･ 形態

異常を三徴とする ア ン デ ル セ ン 症候群は遺伝性疾

患 で あり , 最近
,
内向き整流カ リ ウ ム チ ャ ネル を

コ
ー

ドする K C N J 2 の 遺伝子変異が報告さ れた .

【方法と結果】 我 々 は ア ン デ ル セ ン 症候群 の 1

症 例 に て 臨床的 ･ 分 子 生 物 学 的 解 析 を 試 み
,

K C N J 2 の C 末端に新 し い 遺伝子変異 ( G 2 15 D )

を認め た . 心電 図 で は 突出 し た U 波 と原発す る

心室性期外収縮を認め
,
心臓電気生理検査 に て多

形性心室額拍が誘発され た . C O S 7 細胞を用 い た

全細胞 パ ッ チク ラ ン プ法に て 変異型単独 で は電流

発現を認めず
,
野生型と の共発現 で は優性ネガテ ィ

ブ効果を認めた . 共焦点蛍光顕微鏡 で の 解析 で は
,

野生型と変異型の細胞内輸送に差を認 め ず
,

カ リ

ウ ム チ ャ ネル が野生型と変異型 の 複合体 で ある こ

と が認め られ た .

【結語】 変異型は細胞内輸送 で 野生 型と 差を認

めず
,
野生型 と複合体を形成 し

, 優性 ネガ テ ィ ブ

効果を発揮した . 本症例 の 遺伝子 変異 ( G 2 15 D)

は ア ン デ ル セ ン 症候群 の 原因と考えられ た .

4　指の数を決める遺伝子

堀越泰三（厚生連三条綜合病院整形外科）

軸前性多指症 は四肢奇形 の 中で 最も多く
,

ほぼ

左右対称性 に過剰指( 祉) を生 じる . 我 々 は染色

体転座を伴う多指症患者お よ び多指変異 マ ウ ス を
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用 い
,
7 q 36 上 の 相 同領域 に異常が ある こ と を明

らか に した . さ らに
, 多指症発症 は当該領域 か ら

1 M b
ー
F 流の S o ni c H e d g h o g 遺伝子 の ci s 調節

配列 の 変異 に起因する こ とを示唆する結果を得た .

一

方 , 指が全くなくなる A c h ei r o p o di a と い う稀

な劣性遺伝性疾患 は
,
先天性四肢切 断と い う驚く

べ き表現型を示す .
A c h ei r o p o di a 家系の 連鎖解

析 により
,
S o n i c H ed g e h o g に隣接 する L M B R l

がそ の 原因遺伝子と して最近同定され た . 我 々 は

ニ ワ トリをモ テ
ざ

ル に L M B R l ホ モ ロ グ をク ロ
ー

ニ ン グし
,
I n sit u h y b ridi z a ti o n に よ り胎生期肢

芽開業 に発現する こ とを突き止めた . その 機能 に

つ い て は未知の 部分が多い が
,
L M B R l は 四肢形

態形成 に重要な機能を果たす事が予想 さ れ た . 指

の 数は こ れ ら機能的 ･ 物理的 に密接にリ ン グした

別個 の 遺伝子により制御され て い る と考える .

肝細胞癌発癌過程 に お ける テ ロ メ ア 不均 一 性
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【目的】 テ ロ メ ア の 染色体間不均

一

性と
, 肝細

胞癌発癌過程 にお けるそ の 意義を検討する .

【方法】 各染色体 の テ ロ メ ア 長は
,
G M 1 30 B よ

り分離 した 染 色体 の 相 対 テ ロ メ ア 反復 配列 数

( R T C) を指標と した . 肝組織中 の テ ロ メ ア 長 は
,

肝細胞癌 の癌部
,
非癌部 と

, 非慢性肝疾患 の 肝組

織を用 い
,
T e r m i n a l r e s t ri c ti o n f r a g m e n t ( T R F )

を測定した . また
,
h T E R T と T R F l の 発現量 を

c o m p eti ti v e R T- P C R で 半定量化 した ･

【成績】 各染色体 の R T C はそ の 長さ に 比 例 し

て い た . 染色体毎 の R T C を考慮 に入れ
,
肝組織

中にお ける平均( T R F- A ) ,
なら び に長鎖 ( T R F-

L) ,
短鎖 ( T R F-S) T R F を測定 した結果

,
h T E R T

の 発現量は T R F- A の 短縮度 と負の 相 関を示 し
,

T R F l の 発現変化量 は T R FIL の 伸長度と相 関 し

た . また
, 肝細胞癌にお い て T R F- A ,

T R F-S が有

意に短縮し
,
そ れら は早期再発群 で 有意に 短縮 し

て い た .

【結論】 染色体間 で不均
一 な長さ を有する テ ロ

メ ア は
,
慢性肝疾患 の 進行過程 で よ り短 い 分画 で

強く短縮する . テ ロ メ ア 維持 に関わ る蛋 白群の 発

現制御 には
,
テ ロ メ ア 長の 不均

一

惟 が重 要な因子

で あり
,
よ り短 い テ ロ メ ア 長が 臨床的な腫癌悪性

度を反映する良 い 指標 と成る こ と が示唆され た .
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遺伝子多型の解析
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蓋)
【目的】 歯周炎 の 発症

,
進行 に炎症性サ イ トカ

イ ン の 役割は重要 で ある . 中で も侵襲性 ( 早期発

症型) 歯周炎は遺伝的要因が強く示唆され て い る .

今回我 々 は
,
6 カ所 の I L- l ク ラ ス タ ー 遺伝 子多

型の 頻度 に つ い て検索 し
,
歯周炎と の 関連性 に つ

い て 検討を行 っ た .

【材料と方法】 イ ン フ ォ
ー ム ド コ ン セ ン トを得

た日本人健常者 10 0 名及び広汎型侵襲性歯周炎患

者4 7名か ら採取した末梢血 よりゲ ノ ム D N A を摘

出した . I L- 1 r a ( V N T R ) 遺伝子多型は
,
P C R 増

幅後電気泳動 ,
また I L- 1 α ( 十 48 4 5)

,
I L- 1 β( -

5 1 1
,
- 3 1

,
＋ 3954)

,
I L- 1 r a ( ＋ 2 01 8) 遺伝 子多

型は P C R - R F L P 法 に て 検 出 した . 各遺伝 子多

型の 頃度と疾患 の 統計学的解析 は カ イ 2 乗検定 を

用 い た .

【結果】 歯周炎群 に お い て I L l r a ( V N T R ) 遺

伝子多型の 頻度は有意 に 高か っ たが
,
I L- 1 β ( -

3 1)
,
I L- 1 r a ( ＋ 20 1 8) 遺伝子多型 の 額度 は高 い

傾向 に あるもの の 有意差 は認め られなか っ た .


