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MJD1遺伝子内のCAGリピー卜3'末のCGG/GGG

多型に関するCAGリピー卜の世代間における

不安定性の分子遺伝 学 的 検討
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Maehado-Josephdisease(MJD)isanautosomaldominantneurodegenerativedisorder

causedbyunstableexpansionofaCA仁 r.epeatimtheMfDlgeneat14q32.1. Toidentify

elementsaffectingtheintergenerati｡naHnstabilityoftheCA仁repeat,weinvestigatedwhether

the∈GG/⊆GGpolymorph豆sm atthe37endoftheCA仁 repeataffectstheimtergenera如nal

instabi且ityoftheGAG repeaレ The[e叩amded(GAG)n-∈GG]/[mormal(CA仁)m一GGG]

haplotypeswerefoundtoresultimsi監nificantlygreaterinstabilityoftheGAGrepeatcompared

tothe[expanded(GAG)n一覧GG]/[nomaHCAG)n-蔓GG]or[expanded(CAB)n堪 G]/[nomal

(CA仁)n一GGG]haplotypes. Multiplestepwiselogisticre酢eSSionanalysisrevealedthat

therelativeriskforalargeinter酢ner離iくつnalChangeinthenumber｡fCA仁 repeatunits

(<-2or>2日S7.7-fold[95% Cl:2.5-23,9]higherinthecaseofpatemaltransmission

thaninthatofmaterna且もransmissionand7.4弓｡ld[95% C巨 2.4-23.3]h豆gheyinthecase

oftransmissionfrom aparentwith血e[expanded(〔AG)n-∈GG]/[nom al(CA仁)m-蔓GG]

haplotypesthaninthatoftransmissionfrom aparentWiththe[expanded(GAG)n-∈GG]/

[nomal(CA仁)m堪 G]or[expanded(GAG)n堪 G]/lmormaHCAG)n一GGG]haplotypes,
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Theet)mbimatiomofpatermaHramsmissionandthe[expamded(CA㌫)n-∈GGコ/[mmaHCAG)

nTGGG]haplotypesresultedina75.2-fold[95% C巨 9.0-625.0]increaseintherelative

riskc()mparedwiththatofmatemaltransmissir)mandthe[expanded(GAG)∩-宅GG]/[normal

(GAG)n-蔓GG]or[expanded匿AG)n-GGG]/[normal(CA仁)m-GGG]hapl()types, The

resu且tssu琵酢Stthataninter-allelicinteracts()m主sinvo且vedintheinter酢narationalinstability

oftheexpandedCA㌫ repeat.
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マシャ ド-ジョセフ病,MJDl遺伝 子 , CAG リピ--卜,ア 1,)ル問相互作風 遺伝子

変換

1. は じ め に

てシャ ト ジョセブ病 (MJD)は常染色体優性遺伝形

式を示 し ′掴遂失調,痩性,進行性外眼筋麻痔,びっく

り眼ヲ ジス トニア,莱櫓神経障害を望する遺伝性脊髄小

脳変性症である】)N8).1993年に原因遺伝子は日本人5

家系を用いた連銀解析により,染色体 1姻24.3T32.1領

域にマップされ9),その後ポル トガルアゾレア入家系な

どE3奉人以外の家系におて も同領域に連鎖することが確

認 されたlOj側音3㌧ 1994年,染色体 1廟銅 ,3-32,1領域

にある候補遺伝子内の CAG 】)ど- 卜が患者特異的に

正常の2から3倍に増加 していることが発見され 原因

過伝予の同定に至った14㌧ 正常ア リルの CAG リピ-

ト数は 13-44であるのに対 し 延長ア リルの CAG 1)

ど- 卜数は60184の範囲に増加 L14)-22),髄の CAG リ

ピ… 卜病すなわち-ソチソトソ病23汁26),spim∝erebllar

ataxiatype127)-30) および type23㌦ 歯状核赤核淡

蒼球ルイ体萎縮症32)~34), と閣様,CAG リピ- 萱､数と

発症年齢の間には リピー ト数が殿 くなると発症年齢が若

くなる負の相関開床が認められ,また世代を経るごとに

発症年齢が早まる表現促進現象が最にっれ,分子遺伝学的

には世代間の CAG ljピー ト数の増加 として理解 され

ている.

この三塩基繰 り返 し配列の世代間不安定性に関 し,近

年-ソテン トソ病35)137),spinocerebeuarataxia127),

脆弱Ⅹ症候群38)39),筋緊張性 ジス トロブ で-dolt-項望)等

で ljピ- 卜の不安定性に関与するシス-エレメン トの存

在が示唆されている.すなわち,-ソテントソ病で,CA仁

ljピ- 卜より約 150kb下流の 3塩基欠損/挿入多型の

解析により,正常アリルのおける欠損塾のアリルの CAG

リピ- 卜数が挿入塾のア Tjルの リピー ト数に比 し多い憤

向があり,欠損型のアリルが延長ア リルの基となりうる

ことを示唆した35-36}

Spinoceretxellaraも弧壬alにおいては,正常ア リルに

おける CAG Fjピ- 卜内に存在する挿入の有無と リピ-

卜の不安定性の関連が示唆 きれている27㌧ 脆弱X症候

群において CGG リピ… 卜の車に見 られる AGG三塩

基配列の有無 と CGG リピ- 卜の不安定性の関連が示

唆 された39),筋緊張性ジス トuブイ-においても CTG

uピ- 卜の 5kb L 流 に存在する lkb欠損/挿入多型

と CTG リピ- 卜の不安定性との関連が示唆 されてい

た40)-42 ㌧ しか Lながらこれ らの cisのエ レメン トの

リピ- 卜の不安定性に関する分子機構は明確にされては

い･･十､､.

M茸)における詳細な-プロタイプの解析により,我々

は,AFM343vflにおける M∬)巣色体の連鎖不平衡

ならびに日本人とアプレア人 MJD 染色体には高頻度

に共通の-プロタイプを有すことを鬼いだ し 創始者効

果であるか苧あるいは CAG リピ- 卜の不安定性に寄

与するような eisエ レメン トの存在を示唆することを

示 していた16)43)

MjD の原因過転子である MjDl遺伝子内の CAG リ

ど- 卜の近傍に存在する2箇所の遺伝子内の多型すなわ

ち1つは CAG リピ- 卜内の57より位置する CA盈/CAB

多型で もう-方は CAG リピ- 卜37末に接 して存在す

る GGG′′竃GG 多型が知 られている14). これ らの多型

が CAG リピ- 卜のごく近傍に存在するため,世代間

の CAG リピ- 卜の不安定性に関する分子機構の解明

に何 らかの糸口を与えるものと考えた,これら MJDl遺

伝子内の CAG リピ- 卜近傍の多型性と世代間での CAG

リピ- 卜の不安定性を解析することによりマシャト ジョ

セフ病において CAG リピ- トの滅数分儀 における不

安定性を規定するシス-エレメソ トまたは トラソス-エレ

メン トの同定とその分子機構の解明を目的 とした.
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2.実 験 対 象

日本人 MjD 患者41家系 107例,非ポル トガル西 ヨ-

ロッパ入 M茸)患者27家系79例,ポル トガルアゾレア

人 MJD 患者16家系56例,中国人 M3D 患者4家系20

例,北アフ リカ系 MJD 患者 3家系 6例,アフリカ系

禦入 M3D 患者 1家系 2例,米国黒 人 MJD 患者 2家

系4例,米国白人 MBj患者 1家系 2例, イエメン入

MJD 患者 1家系2例を患者対象とした.正常対象とし

て日本人 101名,非ポル トガル西 ヨ-ロッパ人97人,求

ル トガル-アブレア入46名, ロシア入23名,中国人29名

を用いた.イソフォ…ム ドコンセン トの後,末桐血より

DNA の抽出を行った,

延長 CAG I)ど- 卜にシス存在す る ∈GG/GGG 多

型の世代間の CAG リピ… 卜の不安定性-の影響に関

する解析は 101線の患者親子ペア- (日本人30轟.,中国

人8轟.,非ポル トガル西ヨーロッパ入32組,ポル トガル

アゾレア入24組,アフリカ系黒人 1軌 米国白人 1巌,

米国黒人 2紐.,北アフリカ系 3観)を用いた.

延長 CAG リピ- 卜の トランスに存在する ∈GG/GGG

多型 (親の正常アリルの ∈GG/GGG 多型)の世代間の

cAG リピ- 卜の不安定性-の影響に関する解析はヲ65

鼠の患者親子ペア- (日本人30線.,中国人8緩り 非ポル

トガル西ヨ-ロッパ入15観,ポル トガルアゾレア入9綴,

米国白人1組予米国黒人2纏.)を解析に用いた.この解

析では,親の ∈GG/GGG 多型が [Ex{ /N--G]-プロ

タイプ (延長 CAG リピ- 卜にシス存在する EGG/GGG

多型が GGG で正常アリルの ∈GG/GGG 多型が/慧GG)

が31纏" [Ex-∈/N宅]ハプロタイプが24軌 [Ex-蔓/N-

宣]ハプロタイプが10巌であり,延長ア リルの/GGG 多

型が低頻度であるため,[Ex-蔓/N-宝]ハプロタイプを

親に持つ患者親子ペア-は,存在 しなかった.

3. 実 験 方 法

1) CAG リピー ト数の決定

末梢血よりデキス トラン沈降法にて白血球を分離後,

常法に従いゲノム DNA を抽出 し44),Kawa那ユtiらの

方法旦4)に従い polymeracechainreaction(PCR)を

用い,Takiyamaらの方法16)に従い,延長ア リルなら

び正常ア リルの CAG リピー ト数を決定 した.

11)(lA臭/CA(1 多型と 〔GG!:･ノ卿 多型の解析

ゲjム DNA 200ng,10mM Tri告-HCl(pH8.3㌦ 50

11血IK(､1.1.5mM MgC111.0.iOoTritonXIOO,100o

DMSO.i)OO.lEM eこ1ChofdATP,dGTPd(1､t-Jand

693

'rTP,1llM ofeachprimerafld5UofTaqpolymerase

(Takara,Otsu)を含む全量 20lilの系で PC訳 を行っ

た.PCR に用いたプライマ-は Kawa鍔uCh呈らにより

記載 されている M3D52と M3D25を用いた14).95℃

の初期変性 2分の後,変性95℃1分,アニー リソグ60℃
1分,反応72℃ 1分を32サイクル行い,最後に72℃7分

の反応を行った.CAA/CAG 多型および CGG/GGG 多

型の解析は,PCR 産物をアガT3-スゲルまたはポ リア

クリルアミド､ゲ ルにて電気泳動 し 膜にプロット後,ア

リル特異的オ リゴヌクレオチ ドをプロ…ブとして,-イ

プ リダイゼ-ショソを行った.PCR産物を初めに2%

アガロ-スゲルにて電気泳動 し,ニ トロセルロ--ス膜に

プロットした. 2本のアリルが分離困難な検体に関 して

は5%変性ポリアクリルアミドゲルにて分離後,ナイロ

ソ膜 (Hybond-N+ ,Amersham ,Buckinghamshire)

にプロットを行 った,C良A/CAG 多型ならびに CGG/

GGG 多型の決定のため4本のア リル特異的オ リゴヌク

レオチドを合成 した,CAA/CAG多型に関しては MJDPl

(5'-TG∈TGCTGCTTTTG-3')と MJDP2(5㌧AA-

GCAGCA逸CAGCAGCA-31)を用い,CGG/GGG 多

型に関 しては,MJDP3(5′-AGCAGCAG∈GGGACCTA-

3f)と MjDP4(57-AGCAGCA堪 GGGACCTA-37)を

周いた く下線が一塩基の ミスマ ッチの位置).MJDPl以

外は ミスマ ッチの位置が 17-merのオ リゴヌクレオチ

ドの中心となるように作製 したが,MJDPlに関 しては,

CAA/CAG 多型が CAG リピ- 卜の中に存在するため,

CAG 多型のア リルは特異性がなく,ア リル特異的オ リ

ゴヌクレオチ ドでの特異的な検出が困難であったが,チ

備実験の結果,近傍の [5′m G]を含んだ 14-mer

のオ fjゴヌクレオチ ド (MjDPl)が最 も CAA ア リル

から CAG アリルを分離可能であった.polynucleotide

kinaseによりオ リゴヌクレオチ ドの57末端にエンドラ

ベルを行い,1×106cFm/mlのプロ-ブ濃度にて,6XSSC,

10Ⅹ工蔽nhaTdt'S,0.05% Nap汀Ophoshateに 50ll鑑/mi

shearedsalmonsperm DNA を加えた条件で-イブ

1)ダイゼ- ショソを行 った45).ハイブ リダイゼ-ショ

ソの反応温度は M3DPlは射℃,M∬)P2は47℃,MJ-

DP3と MjDP壇 は51℃で18時間行った.1ⅩSSC,0.5

% SDSにて室温 2時間,最後に MjDPlは44℃,MJI

DP2は50℃,MJDP3と MJDP4は54℃にて30分洗い

を行 った.FujiRX filmsにて-80℃で一晩オ- トラ

ジオグラフィ-を行った.

3) 統 計 解 析

世代間の CAG ljピ- 卜の変化の差は Mann⊥Whitney
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Utestを用い解析を行 った,世代間における CAG り

ど-･-卜の変化(-T)分布の差は x2検定を行った.世代間iこ

おける CAG リピ… 卜の変化の分散の差はF検定を行 っ

た.解析は P<0.05をもって統計学的有意差と判断 し

た.

世代間LTICAG りビー トの硬化;こ影響を与える因 子

を同定するために,多変盈ステップワイズロジステ ック

回帰解析を行 った.説明変数 として (1)親の延長 ア リ

ルの ∈GG/GGG 多型の遺伝子型 は)親の正常ア リル

の ∈GG/GGG 多型の遺伝子型 (3)親の正常ア リルの

erGG.::GGG 多型 と延長 ~j'り,Lの CGG､G(:,C,多型の絶

品合わせ (圧 x一七 ･N-fI]-1:othel-eOmbinこitio11S-O)

摘)親の性 (5)親の延長ア uJレの CAG リピ- 卜数 (6)

親の正常 丁 目′LCT)CAG りビー ト数を用い, 目的変数

と_して世代間の CAG ))ビー トの変化の大きい群 (く---2

or>21-1,世代間の CAG りビー-卜n変化し7)JJ＼さし､

秤 (-2< and<2)-0として解析 した.SASsoftwLTu-L1

6.08を解析 ソフ トに開いた,

4. 結 果

1) 正常アリルにおける 〔GG/(_XiG多型と CAG

リピー ト数の関連

CA盈/CAG 多型および ∈GG/GGG 多型の一塩基の

遠いは,ア リル特異的オ リゴヌクレオチ ドを履いた-イ

プ リダイゼ-ショソをこて検出 された (図 1).CAG リ

がいずれの人種の正常アリルにおいても高頻度に存在 し,

全体で 92,9%を しめた,EGG/GG 多型に関 しては,

それぞれの人種の正常アリルをこおいて特徴的なアリルの

分布を示した.(jGG Il'.JJt･は (JGG --川 7Lに比 し.CAG

リピー ト数が少ない鰭向をこあ り,最小の CAG リピ-

卜数で卦･る1̀1))ビー トL/･'H'りILは例外な く G_GG -''り

ルであった.GGG ア リルと gGG ア Tjルの CAG lj

ピー ト数の産は, 日本人,中国人,非ポル トガル西 ヨ-

ロッパ人において統計学的有意差を認めた (表 1).

2)C(iG/(viGG 多型と MJDl遺伝子の延長7 リ

ルとの関連

全体で独立 した88家系の MJD 染色体中,80染色体

図 1 アリル特異的オリゴヌクレオチ ド-イブ1)ダイゼ-ショソをこよる CA盈/
CAG 型と ∈GGGGG 冬型の解析

8名の MJD 患者のゲノム DNA 由来の PCR産物を2%アガロ…スゲルをこて電気泳

動後,4枚のニ トロセルロース膜にプロットした.それぞれ MjDPl(5'-TG∈TGCTGCm -

TG-3'),MJDP2(5㌧AAGCAGCA盈CAGCAGCA-3′),MJOP3(5㌧AGCAGCAG∈GGGA-
CCTA-3′)MJDP4(5'-AGCAGCAGGGGGACCTA-3′)の竣機構のア リル特異的オ リ

ゴヌクレオチ ドをプロ-プとして-イプ リダイゼ-ショソを行 った.



表 i CA盈/CAG 多型と ∈GG/GGG 多型ア リル頻度および正常染色体 と MJD 染色体における CAG リピ- 卜数の関連

CAA/CAG

日 本 人 中 国 人 非ポル トガル系西ヨーロッパ入 ポル トガル .アゾレア入 ロ シ ア 入

正常染色体 アリル数 平均 CAG 数 ア リル数 平均 CAG 数 アリル数 平均 CAG 数 アリル数 平均 CAG 数 ア リル数 平均 C A c 数

(形) ±標準偏差 (%) ±標準偏差 (%) ±標準偏差 (%) ±標準偏差 (%) ±標準偏差

CAA〔AG 178(88.1)24(ll.9)≡三雲≡二…j*ms 55(94.8)3(5.2) ……:60…….0]*ns 185(95.4)9(4.6) ≡;二言…喜:芸]*ms 45(97.8)1(2.2) ≡…二喜≡喜.7]*ms 44(95.7)2(4.3) ≡…:8oottO: ]*ns

Ⅶ D 染色体 家系致(%) 家系致(%) 家系数し9ol 家弟数(%) 家系致(oo)

CA人CAG 41(loo)O(O) 74.7±0.3 4(100)0(0) 77.1±0.6 27(loo)0(0) 72.4±0.4 16(100)O(0) 73.0±0.9 00

日 本 人 中 国 人 非ポル トガル糸西ヨ-ロツパ入 ポル トガル .アゾレア人 ロ シ ア 入

正常染色体 ア リル数 平均 CAG 数 ア リル数 平均 CAG 数 アリル数 平均 CAG 数 アリル数 平均 CAG 数 アリル数 平均 CAG 数
(oc.) ±標準偏差 (%) ±標準偏差 (ool ±標準偏差 (%) ±標準偏差 (%) ±標準偏差

htTT)染色 家 系 数(形 ) 家系致(%) 家系致(%) 家系致(%) 家系致く%)

CGGGGG 41(100)0(0) 74.7±0.3 4(0)OL0) 77.1±0.6 25(92.6)2(7.4) ;;:≡…冒:…]ms 10(62.5)6(37.5) ;喜二……喜:…〕ns 00

*cAG リピー ト数の比較は Mann-WhitneyU testにて検定を行 った.(a:P〈O.0001,ら:P〈O.05,ns:有意差なし)

**正常染色体 と Mm 染色体のア リル頻慶の比較をこx2検定を用いた.
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(91.0%)が ∈GG アリルで,正常染色体全体における

∈GG アリルの頻度39.0%であるのと対照的であった.

それぞれの人種でみると,日本人41家系および中国入魂

家系はすべて GGG アリルを有 し,非ポル トガル西ヨ-

ロッパ人においては,27家系率25家系 (92.6%)が,

ポル トガルーアゾレア入家系16家系中10家系 (62.5%)

が GGG アリルを有 していた.これらの結果はそれぞ

れの人後における正常染色体のアしいレ頻度 (日本人53.5

%,中国入場.3%,非ポル トガル西ヨ-ロッパ人25.3

%号ポル トガルーアブレア入 10.9%)と比較 し,芙2検

定にて統計学的有意差を認めた (それぞれ P<0,0001,

P〈O.05,P〈O.O(米11,P〈O.()川1ll.

CA盈/CAG 多型に関しては,検索し得たすべての 鳩プD

染色体は CA盈 アリルであったが,正常染色体におい

ても全体で93.2%と高頻度に存在 していた.

3) 延長 tlAG リピー トの世代間の不安定性に

対する親の性の影響

延長 CAG リピ- 卜の世代間の不資産性の解析は lOl

観の MJD 親子ペアーを検索 した.世代間の延長 CAG

リピ- 卜の変化は 101観全体で2.0±0.2(mean±SEM)

(範囲 :-8to+9,分散-6.6)であった中延最 CAG

リピ- 卜が父親由来か母親由来かで延長 CAG 7)ど- 卜

の世代間の不安定性を比較すると,父親由来の世代間の

CAG リピー トの変化は 2.8±0.3(mean±SEM)(敬

囲:-7to+8,分散-9.5,m-46)で,母親由来は1.3

±0.2Lmean±Sl二九･:い (範囲 :18to+6,分散-3.9,

m-55)で統計学的有意差 浮く0.00U Mann-Whitney

U testゥP<0,005:F検定)をもって父親由来の方が

世代間の延長 CAG リピ- 卜は不安定性であった.

Ll) 延長 ('AG リピー トにシスに存在する (二('J:i.,,:I
(jifXIT多型の世代間延長 rAG リピー トの不

安定性に与える影響

GGGアリルが M3D 染色体に高頻度に認められるこ

ど,および GGG ア リルの CAG リピ- 卜数が GGG

アリルの CAG リピ… 卜数より多い傾向があることよ

り,101鼠の M3D 親子ペアーを用い,∈GG アリルが

GGG アリルに比 し,世代間の延長 CAG リピ- 卜がよ

り不安窪か否かを検索 Lた.∈GG アリルに延長 CAG

リピー トがシスに存在する場合の世代間の延長 CAG リ

ど- 卜数の変化は2.1±0,2(mean±SEM),分散は7,2

であるのに対 し GGG アリルにシスに存在する場合は,

世代間の延長 CAG リピ- 卜数の変化の割合は1,1±0申2

(mean±SEM)声分散は1,9で両者には,Mann⊥Whitney

Utestでは統計学的有意差を認めず 津ニ0.085),分

散は両者に統計学的有意差を認めた (P〈O.05,F検定).

世代間の延長 CAG リピー ト数の変化の分布を比較

検討するため,世代間の延長 CAG リピ- 卜数の変化

の程度により5つのダル-プに分け解析 した (寮 2).

この解析では,GGG アリルに延長 CAG リピ- 卜がシ

スに存在する場合と 宣GG アリルにシスに存在する場

合の間では,世代間の延長 CAG リピー ト数の変化の

程度には統計学的有意差は兄いだされなかった (父親由

莱 ;諾2換窪 ;諾2-7.45,㍗-0.ll,母親由来 ;諾2-2.48,

p-0.65,全体 ;Ⅹ2-4.19,p-0,38)(寮 2),

5) 延長 CAG リピー トに対 Lトランスに存在

する (_lGG･/ら(iti多型の世代間の延長 CAG

リピー トの不安定性に与える影響

MJD 親子ペアーの親の正常染色体の GGG/GGG 多

型が世代間の CAG リピ- 卜の不安定性に与える影響

表 2 世代間の延長 CAG リピ… 卜の不安定性をこ対する延長 CAG アリル
の CGG/GGG 多型の影響

母 親 由 来 父 親 由 来 汁

CGG GGG CGG GGG CGG GGG

3以上の縮小 1(2.1%)* 0(0%) 2(5%) 0(0%) 3(3.4%) 0(0%)

1または2の縮小 3(6.4%) 1(12.5%) 6(15%) 2(33.3%) 9(10.3%) 3(21.4%)

変化なし 16(34-2%) 2(25%) 2(5%) 2(33.3%) 18(20,7%) 4(28.6%)

1または2の延長 20(42,6%) 5(62.5%) 13(32.5%) 1(16.7%) 33(37.9%) 6(42.9%)

3以上の延長 7(14.9%) 0(0%) 17(42.5%) 1(16,7%) 24(27,6%) 1(7.1%)

諾2 2.48 7.45 4.19

*親子ペアー数 ( )内は%
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世代間CAGリピート数の変化 世代間CAGリピート数の変化 世代間CAGリピート数の変化

または [Ex-伝/N-蔓]-プロタイプの問における世代間 CAG リピ-
卜数の変化の程度の比較

親の延長アリルと正常アリルの両者の ∈GG/GGG 多型が決定 し得た65細.の MJD 親子
ペアーを解析をこ周いた.世代間の CAG リピー トの変化の大きさの程度によって5グルー

プに分けて解析 した (2リピ- 卜より多 く短縮 した群, 1または2リピ- 卜短縮 した瓢

変化のない瓢 1または2リピー ト延長 した瓢 2リピ- 卜より多く延長 した群).

ハプロタイプの表記は,[Ex-∈]は expanded(CA仁)n-EGG,lEx-G]は expanded
(仁AG)m-GGG,[N-∈]は normaHCAG)n-EGG,[N-G∃は (CA仁)n-GGG の略
とした.

を検索する目的で,MJD 親子ペア-の親の正常染色体

および MJD 染色体の両者が決定できた65組の MJD 親

子ペア-を解析 した.世代間の延長 CAG リピ- 卜の

変化の程度を比較するため,世代間の延長 CAG リピ-

卜数の変化の程度により5つのグループに分け解析 した

(図 2).-プロタイプの表記は [Ex-∈],延長 (GAG)

n一蔓GG;[Ex-G],延長 (CA仁)n一蔓GG;[N-∈〕,正常

(CAぢ)n-EGG;[N-蔓],正常 (CA仁)n一蔓GG とし

た.

父親由来および母親由来の MjD 親子ペア-全体で

の解析では,親のハプロタイプが [Ex一宅/N-蔓〕の場合

は,親のハプロタイプが [Ex-∈/N一七]および [Ex一蔓/

N--G]の場合をこ比 し,世代間の CAG リピ- 卜の変化

は,統計学的有意差をもって大きかった (が 検定 ;[Ex-

∈/N-蔓]と [ExT宅/N-蔓];p-0.0035,はx-蛋/N-蔓]と

[Ex一蔓/N-G〕;p-0.023).[Ex-ら/N-G]ハプロタイ

プを持つ親の61%で世代間での CAG リピ- 卜の変化

は,<-2または>2と大きく変化を示 し,一方で [Ex-

∈/N-∈]または [Ex-∈/N-G]-プロタイプを持つ親

では,わずか18%のみ<-2または>2の大きな変化を

示さなかった.[Ex-蛋/N-竃]-プロタイプを持つ親と

[Ex一宅/N-G]ハプロタイプを持つ親の世代間の CAG

リピー トの変化の問には,統計学的有意差は兄いだせな

かった (が 検定 ;p-0.39),

母親由来の MJD 親子ペア-解析でも,親のハプロ

タイプが [Ex一蔓/N-蔓]の場合は,親のハプロタイプが

[Ex一一琶/N-蔓]の場合に比 し,世代間の CAG リピー ト

の変化は,統計学的有意差をもって大きかった (x2 検

定 ;p-0.0091).しか しながら,親の-プロタイプが

[Ex-ら/N-蔓]の場合との比較では,統計学的有意差は
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温いだせなかった (諾2検定 ;㍗ -0.23).父親由来の MJD

親子ペア--解析では,親の-プロタイプが [Ex-宅/N-蔓]

の場合は,親の-プロタイプが [Ex-∈/N-∈〕または

[Ex-∈/N-G]の場合に比 L,世代間の CAG リピ… 卜

の変化は,統計学的有意差を見いだせなかった (x2 検

定 ;p-0,2射 .

6) 世代間 (1AG リピー トの変化の程度に影響

しうる因子に関するろ多変量ロジステ ィ･ソク

帰解析

ステップワイズ ロジスティック回帰解析において,

Mぶ)親子ペア-の親の性,ならびに延長アリルが ∈GG

で正常アリルが GGG である緩み合わせの項が,大き

な世代間 CAG リピ- 卜の変化を説明しうる結果を得

た.

図 3に示すように,大きな世代間の CAG リピ- 卜

の変化に対する相対危険度は,父親由来の MJD 親子

ペア-の磯倉は,母親由来の MJD 親子ペ7-の場合

に比 し有意に高かった (OR-7.7,95% C1-2.5-23潮 .

M3D 親子ペアーで親が [Ex-蛋/N-G]-プロタイプを

持つ場合の相対簸険度は,他の-プロタイプを持つ場合

に臆 しテ有意に高かった OR-7.亀 95% Cl-2.嶺-23書3).

父親由来の MJD親子ペ7--の場合と親が [Ex一蔓/N一覧]
-プロタイプを持つ場合を合わせると,大きな世代間 C-

AG 1)ピ… 卜の変化をこ対する相対危険度は,さらに大

きな結果をえた (OR-75.2,95% C1-9甘薫25.0)(図

31.

;～). 考 察

正常染色体における CAG リピ--卜数の分布はきCAG

リピ… 卜3末端に存在する EGG/GGG 多型によって,

また各人種によって糖教的なアリル分布を示 した (寮 ま上

正常染色体における ∈GG アリルは正常染色体におけ

る GGG アリルよりも CAG リピ- 卜数が長い傾向が

あること,また ∈GG アリルは 抑 患者の91.0%と

高頻度に認められ,正常簸色体では39% しか見いだされ

ない草葉は,延長 CAG リピー トにシスに存在する GGG

配列が延長 CAG リピ- トの不安定性に直接関与 して

いる可能性が示唆された.

MJD 染色体または正常染色体における ∈GG/GGG 多

型が世代間の延長 CAG リピー トの不安定性に影響を

調べるために,MJD 親子ペアーにおける世代間の延長

CAG リピ- 卜の変化の程度を親の ∈GG/GGG 多型に

開 し詳細に検討 した一Table2をこ示すごとく,∈GG 多

型を有 した延長 CAG アリルは,GGG 多型を有 した鮭

兼 3 <-2or>2の世代間 CAG リピー トの
変化に対する親の性,正常アリルと延長ア
リルの相互作用の相対危険度

A.親の性の効果

性 オッズ比(95% C1) P値

男性 7.7(2.5-23.9) 0.000

B,世代間 CAG リピ- 卜の変化に対する正常ア
リルと延長アリルのアリル問相互作用の相対免
除慶

ハプロタイプ串 オッズ比(95% C息) P値

[EX-∈/捕-∈] 7.須2.4-23.3) 0.0006

C.世代間 CAG ljピー トの変化に対する親の性
ならびに正常アu/レと延長アリルのアリル問相

互作周の相対免除度

ハプロタイプ* オッズ比(95% C呈)

女性

[Ex-∈/N-G]
｢E＼-CNl_'1川･
[Ex一覧/N-G〕

[Ex-∈/NIG]

[Ex-∈/N-∈]or
[Ex-∈/N-⊆]

75,2(9.0-625.0)

8.8(2.4-32.8)

8.5(2.7-31.9)1

*[Ex一覧]:延長 (CA㌫)∩-EGG,[Ex-⊆]:延長

(GAG)n-電GG,[N-宅]:正常 (CA仁)n-EGG,
[N-GJ :正常 (GAG)n-GGG,

長 CAG アリルに比 し 陛代問の CAG リピー トの変

化の程度は大きい傾向は見られたが,明らかな統計学的

有意差に至らなかった. したがって延長 CAG Tjピ-

卜にシスに存在する ∈GG 配列が延長 CAG リピ- 卜

の不安定性にシ叉に直接作用 していると明確には結論で

きなかった.

今回の解析で最も興味深いことは,MjD 親子ペアー

の親の正常染色体の ∈GG/GGG 多型が世代間の延長

CAG リピー トの変化の程度に強い影響を与えている事

実である.図 2に示すごとく,GGG 多型を有 した親

の延長 CAG アリルは,親の正常染色体の ∈GG/GGG

多型の違いに依存 して,統計学的有意差をもって世代間

の延長 CAG リピー トの変化の程度に違いが見られた.

この結果は,延長 CAG リピー トを有する MJD 染色

体と正常染色体とのアリル問相互摩周の存在を強 く示唆

するものと考えられた.さらに多変量ロジスチック回帰

解析では,Ⅶ D 親子ペア-における親の性,ならびに
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MJD染色体

正常染色体

図 3 世代間の延長 CAG リピ- 卜の不安定性に関与が示唆されるアリル問相互作剛 こ
よる遺伝子変換のモデル
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MjD 染色体と正常染色体と GGG/GGG 多型のアリル

の鼠み合わせが,世代間の延長 CAG リピー トの変化

の大きさの主要な決定因子であることが明確に示された.

延長 CAG リピー トの不安定性に関する報告は散見

されるが,不安定性の分子メカニズムに関しては末だ解

明されていない.今回の解析において親の正常漁色体の

EGGC_,GG多型が世代間の延長 CAG りLJ:- 卜の変化

に影響を及ぼすこと,すなわちアリル間相互作用の存在

を示毅する結果が得られたことは,不安定性の分子メカ

ニズムの解明に寄与するものと考えられる.我々の観察

と輝似 した興味ある知見が MS32 ミニサテライ トの変

異メカニズムにおいて得られている種石)-鳩).MS32ミニ

サテライ トの変異アリルの塩基配列を含む詳細な構造解

析により,その変異は反復配列の5末端に存在する C/
G 多型の影響を受け,アリル問相互作用による遺伝子

変換の分子機構が働き,C/G ヘテロ接合体の場合,戻

復配列の増加 している塩基配列の大部分は,Cアリルの

対応する部分由来もので争すなわちCアリルが ドナ-管

Cアリルがレシピエソトの関係になっていることが示さ

れた47)鯛),この場合,反復配列近傍の C/G 多型は変

化しないので遺伝子変換は反復配列の車をこ限局されるも

のと考察されている.遺伝子変換の存在を示唆するデ--

タは,筋緊張性ジストロブイ-再こおいて延長 した CTG

リピ- 卜が陛代問で正常 リピ--卜に短縮 した症例49)58)や

脆弱Ⅹ症候群5[:においても示さ,Itてし､･:i.

今回の結果は,MJD における世代間の延長 CAG リ

ピー トの不安定性にアリル問相互作用による遺伝子変換

のメカニズムが関与している可能性を示唆するものであ

る (図 3).また,MJD 親子ペ7-の延最 CAG アリ

ルの CAG 7)ピ… 卜およびその周辺の塩基配列の解析

より,世代間での CAG リピー トの変化する際,EGG/

GGG 多型の配列その私のは,MS32 ミニサテライトの

場合同様に変換されないことが示された.現在までの検

索では,この遺伝子変換の直接的な証明は得られていな

いが,世代間の延長 CAG リピ- 卜の不安定性にアリ

ル間相互作用が関係している所見は,CAG リピ- 卜の

不安定性の分子顔横の解明の糸口をこなるものと思われる.
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