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Toward Better Understanding of Molecular 

Mechanisms of Neurologic Diseases

Shoji TSUJI

Department  of  Neurology, Brain Research  Institute, 
                           Niigata University 

 Re.i-mt advances in molecular genetics have made it possible to identify genes for various 

 hereditary neurodegenerative disorders. The approach, which is  now  called positional 

cloning, consists of two steps. The first step is to determine the chromosomal localizations 

of disease genes by linkage analyses. The second step is to determine the causative genes 

themselves. 

   As many microsatellite markers have been described, the linkage analysis can now 

be performed far more effectively. Development of new technologies including pulsed-field 

gel electrophoresis and cloning of several hundred kilobases of genomic DNA using yeast 

artificial chromosomes have also brought new effective strategies for the positional cloning.
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十∴∴ -T‥it'1- - :L･'1.連錘解析､

只今ご紹介頂 きました辻でございます.本 日は,嘗武

先生に座長の労をおとり頂 きましてありがとうござい護

守.

神経疾患は,神経難病という言葉で言われますようにや

未だに,その成因がよくわからない病気がた くさんあり

ますヰ本 日の私の話のタイ トルは神経疾患の分子 メカニ

ズムということでありますが, これは神経疾患の分子 メ

カニズムを解明したということではありませんで予神経

疾患は分子 レベルの反妃二としてその病気のプロセスが理

解できるはずだという私の信念と,その方肉に向けての

私共のス トラテジ州といいますか,現在行っている努力

の道筋をお話 したいと思います,

神経疾患の分子 メカニズムを明らかにするためにはい

ろいろなアプロ-チの方法が考えられますが,最近特に

成功を収めておりますのはやは り分子生物学からのアプ

ロ-チであり蜜すく>この方法は,従来リバースジェネティツ

五 ･二三∴ ･;-'

Duchenne型筋 ジス トロフ ィ --〟

筋 緊張性 シス トロフ ィ-

高 力 lJウム性周期性四肢 麻 種

莱 棉 神 経 疾 患

Cha｢cot-Marie-Tooth病

連 斬 ニ=- Lyl/i,,鳶､

球脊髄性箭萎縮症

Werdnig-Ho什mann病

Kugelwerg-Welande｢病

家族性 筋萎縮性側索硬 化 症

11ぐul･(i(lLIL,(111t､I-こIti＼･し､(~最(~､こISL､,miL･Ⅰ-()SL,lttlllitt､

神経変性疾患,マザクロサテライ ト多 型

クスと呼ばれており鷺したがァ最近 こ の ア ブ p - チ の 方

法はポジショナルタロ-エソダとい う 言 葉 で 統 一 さ れ る

ようになりました,このようなアプ ロ - チ に よ る 最 近 の

進歩の---部をこのスライ ド勺(図 漫) をこ示 します が , 系 統

那(_!'Hr‖ ･Lこ:細 札 紺 伸輔整. 運 動 ∴二::-一r:-,∴ 脊 髄 小

脳,太月詣基底核,大脳と, 大 ま か に分贋 して み ま し た ｡

原因遺伝子の同産方 法 に は , ① ポ ジ シ ョナ ル タ U -

ニソダにより,いわば 力 づ くで 原 因 遺 伝 子 を 同 意 す る ,

② 病因に関す る何 らか の ヒ ン トを 手 が か りに して 行 う

駿補選転子アプロ--チ, (丑 遺 伝 子 産 物 の 機 能 を 履 い て

常滑遺伝子を決定す る発 現 ク ロー ニ ングの 3-つの 原 理 に

分けて考えることがで き ます &

例えば高カリウム性 周 期 性 四肢 麻 痔 で は ナ トリウ ム チ ャ

わ レの異常が疑われ 蜜す L, 球 脊 髄 性 筋 萎 縮 症 で はア ン

ドロゲンレセプタ-の異 常 が , ア ル ツ - 十マ - 病におき

ま して は , β蛋白の給駆体で あ り ます ア ミロ でド前駆体

笹 ざ'J'､､●:こい一̀i:･::-

ブリ･-一･一･ドライヒ病

SCAl

十 !.::;_i:J.了{:

ハンテントン病

一､､U J

アルツハイマー病

柁謝随疾患
Ad｢enoteukodystrophy
Zellwege｢症候群
Xerodermapigmentosum

団 且 神経疾 患 の 分 子 メ カ ニ ズ ム解 明 の 進 歩
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1.連鎖解析
疾患遺伝子のおおよその染色体上の位置を決定す る.
用いられる多型マーカー
RFLPマ-力-
VNTR(variablenumberoftandemrepeat)マーカ-
microsateHteマ-カー (代表的なものCAリピ--ト)

2.疾患遺伝子の同定
連鎖解析により決定された遺伝子座について
詳細な物理地図の作成
発現遺伝子の単離

i

患者で共通 に変異が存在する遺伝子を同定する

図 2 ポジショナルタロ-エソダのフローチャ- 汁

タンパ ク (APP)の異常が疑われるといったようをこ,

これ らは駐裾遺伝子アプロ-チにより原因遺伝子の同定

をこ成功 した疾患でありまず.

ZL111＼＼,i,gLlr症候群や x(･-1･tld(,rna1)i即110TltOSunl二王

両方とも日本で行われた仕事ですけれども,その変異細

胞の蓑貌形,例えば紫外線感受性のような表現形を利用

してその原因となっている遺伝子を発現タロ-エソグの

方法をこより,同定 したものであります.ところが神経疾

患におきましては,侯禰遺伝子アプロ…チや発現タロ-

こリグのような手法が有効をこ健えない疾患が多い03であ

りまして,言いかえますと才力づ 宅でといいますか,求

I:/二･･7十JL'Jt~トーニンFrLTlー~,'イr;=トー+にiり日原因遺伝

子の解明に向けて-歩一歩瀞窯をこその研究が進められて

いる疾患が多い職が現状であります.

このような背寮から私ど屯の研究室でもポジショナル

タ田-エソダという方法を過 してこのような神経疾患の

メカニズムを分子レベルで解明したいと考えています｡

今日お餐護りの先生方は,神経内科を専門とされていな

い先生方屯たくさんいらっしゃると思いますけれども,

神経内科で扱 う疾患といいますのはこういうふうをこ筋肉

から末椅神経,脊髄,小脳,大脳基底核,大脳にいたる

まで幅の広い疾患をカバ…しているのであるという感も

ご理解いただきたいと思います.特に老齢化社会を迎え

てアルツ-イマ-病に対する研究は,現在その必要性が

叫ばれておりますけれども,神経内科はこのような痴呆

疾患を含めて幅の広い疾患をカバ-しているものである

ということをぜひご理解頂きたいと思います,

ポジショナルクローニソグといいますのはスライ ド

(図 2)に示 しますように,大きく分けて二つのステッ

プからなります.最初のステップは,遺伝子座がおおよ

そどの辺をこあるか,例えばX染色体の凝腕の鴎にあると

かヲおおよその位置を決定するアブr3-チです.これは

連銀解析と呼ばれるむのです.おおよその遺伝子座が紋

渡されたあと,政のステップは,多大な労力を必要とす

る屯のですが,その原因となっている遺伝子その屯のを

同定するというステップがあります,

ゲノムプロジェクトでよく例えにだされる話ですが,

地球上の金太郎ま今どれだけでしょうかき40-50億とい

うところで しょうか.もしも-人の入間を1塩基という

ふうに数えますと diploidの細胞はおよそ60億塩基対

を持･･-,ています.し!こし､うこし･廿t. 一つの細胞し.り持一･､てし＼

る核酸情報という殿はちょうど,地球上の全人口を合わ

せた程度の情報であるとたとえることができます.家族

かった遺伝子密猟というのは,APP遺伝子の中のたっ

た一つの塩基の置換でした.ということは,世界中の入

口の率で約たった一人の殿常な入間を見つけだす,とい

うような作業に例える車が出来ます.あるいは別の例え

をしますと日本列島というのは,大体北から南まで 3000

km だそうですが,そうすると1塩基というのは 1mm

に相当します.lmm 刻んで塩基を連ねた上きにf~~ニト本列

島全土をカバ…するとまあそういうふうな例えになりま

す.連鎖解析といいますのは,どの染色体のどの辺をこあ

るかということですから目的の遺伝子が新潟市のどこか

をこあるかどうかを明らかにするというようなことです.

魔窟にあるか,あるいは新潟にあるかというマクロなレ

ベルが連鎖解析であります.おおよその位置がわかった

として,次に目的の遺伝子の番地まで正確をこ決めるのが
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図 3 連 鎖 解 析 LTl原 理

第二のステップになります.本日は連鎖解析の例としま

いて私共が研究しております,興味ある脊髄小脳変性症

例としまして,遺伝子同定-のアプロ--チを紹介 したい

と思います.

最初に連銀解析のT京坪を簡単に説明しま-:卜 -<二:,(ド

(図 詔)でDと書かれたところにその疾患の原因となっ
ている遺伝子がある上して,こn染色休_山こ利肝できる

マーカーがいくつかあるとし渡す.目的の遺伝子のすぐ

そぼをこたまたまマ…カ-があったとしますと減数分裂の

過程でこLT).7--]]-と疾患遺伝~T･LTl間で組換えが起こる

確率は極めて低くなって濠いります書だも､たい吐卜の場

合, 1回の減数分裂でおおよそこi(拒主Jほど租換えが起こ-･-､

ているLl二し､われています.ですかL.1大きな染色体で寸土

l箇所t†LL胤換えが起こっているわけです.ある7-カー

がこの病気しり遺伝~TILT)近 くにあIPlますと.こ(r)魁換えが

その間で生じる可能件は少なくなります.逆に遠い上組

伝子のすぐそぼにあるマ-カ-の多型パタ-ソという殿

は必ずついて回る,つまり発症 している 太は必ず岡-の

パタ-yを持つということになります.これが,遵頗解

析の原理ですが,今の説明からおわかりのようをこ数多く

のマ-カ-が必要であるという点が慶費な点です.

つまり病気の遺伝子を見つけるということは,染色体

975

気〔T)遺伝 Tはこのて-13--の近くにいますか?と質問を

LTtJす.そLLT)結果,いました.いませんでした.という

けです.この実験をくり返 して情報を総合すわは大体こ

LTl辺だ.上わか--､てきます.最近の進歩上して特筆すべ

ることです.

ます上 主なもtlT)は,:1-→の種板に分頓できます.1二.人前

は,例えば血液型でありますとか.血清群素などの蛋白

多型がよく使われましたけれ(i:ち,最近ではここに示し

ますよ,>)に r)N:l＼ 多型がもー､ばL､)使われております,

多型性は誰にでもありまして.こL')よ+-7たものの多くは

遺伝子し71機能上は無関係のもLT)であります.DNA 多型

て--1)-上して最初LT)ものは.制限辞素断片長多型

Lresl,r･ieti()rlfra即TlelltlLlnglhpolynlOrDhism.RFLPl

といわれるものです.

2番LIlには 癌研の中村先生が開発されたもし■りで大変

行名に左･11ましたが ＼･.'NTRLv'viablenumb1-0ftalldem

はサザン解析により分析するわけですが,大慶のゲJiふ

I)NA を必要とするという難点がありまLた.

東近にこなりましてはるかに少な巨象の上,ごノム IlNA

を屈し､て分析でき. しかも阜型惟ミこ富むて一･-1か -が開発

されました.これは.て (･L7ロサ十-う[卜多型と呼ばれ

るもので,CACACA というような単純な2塩基のくり

返 しがありまして.そしりくり返 しLfT)数に多型性があると

(singlestrこp.lndeonformとItio【lPOlymorphismIという

方法で見ることが出来ます.こL･り万法は制限辞素の認識

部位iこ射撃がある.ないに関わ己､-)で利用できるというこ

とで,その応頗範囲は広いと考えられます内

RF/LP 一.-:一一11]-しり場合,制限酵素iニよ--,てある1か

所が切Jlt.る切It左い上いうことで.そLT)r)NA 断片(r)

濃削こ影響が出るというパタ…ソであります.ですから

原理的に,ふたつのパタ-ソしか出てこないとい う 事 で

遇伝学的な解析としては情報量が′折こいわけです.

CA IIビーートですけれども,こ,!.Lは単純な 2 塩 基 の 繰

り返 ししり数が連･-71-_い･t,ことでありまして.PC R を 用

いて解析を行いますので,使う Ⅰ)Njlの巌が非常に′レ

なくて済む上し､･"7ことで大変効率的な方法であります.

二L')TJイ')ロサ:7--ラ･[卜多型や ＼!N′l'lそぼ ;111pltナLL-り数
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が多くて多型性のパターンが何通 E)もあることかL')その

遺伝マーカーとしての有用性が極めて高いといえます.

CA リピー トの場合,CA の繰 i)返 しの数が7,8.9,

10とか20とかいうふうに多い場合には10通 りぐi■二､いある

わけです.ということはそれだけそれぞれの人がこの部

位について-テロ接合となる可能性が高くなります.常

染色体は2本あ[)ますから,母親由来と'<親由来の2本

の常染色体を区別する必要性があるわけですけれども,

allele(7)数が多いということはそれができる確率が高く

なるということになります.

私共が現在研究して おi)ます脊髄小脳変性症の 1家系

をお見せ致 します.発端者は入院時41歳の女性でありま

して主訴は起立不能.構音障害であります.血族結婚は

ありません.現病歴と致 しましては.処女歩行が 1歳2

ケ月,3歳にな一一つて動揺性の歩行を指摘されて言語は不

明瞭,それから不随意運動が首と上肢にあります..10歳

の頃から歩行困軌こなりまして車椅子生活を余儀無 くさ

れ 学業の成績は下位のほうで症状は緩徐進行性で現在

に至っているという症例であi)ます.同胞が全部で6名

いらっしゃいますがそのうちの4名が発症 しております,

それかド)上の世代あるいは下の世代には発症者はおりま

せん,

検査所見で注目して頂きたいのは低-F'′しブミン血症で

は 3g../'dl以下と非常に低い値を示しているのでありま

す.高二Lレステロ一一′L血症もありますが,臨床的な検討

ふうに考えております.MRI所見では.,ト髄に著 しし､

萎縮のあることが示されています.

この家糸について,発症 しているお二人の万を調べて

ふますと.発症 して いる方は必ず低Tl,Lブミン血症があ

ります.それから健康な兄弟やお母さんには7'ル7+ミン

の異常はなく,低丁ルブミン血症とこCT)脊髄′ト脳変性症

とは一致 して動いている,すなわち C(ナSegregati()nが

認められることが分かりました.

この疾患は現在のところH本でのム見出されておりま

して諸外国からの報告はあi)ません.最初の報告は高知

医大の池田先生らの報告ですが.そCT)あと同様(-')症例の

報告がなされてきております.特徴的なことは.発症年

令が10歳以前と早いこと,それかl:'本家糸では血族結婚

はありませんけれども,過去の報告例を合わせますと7()

%の家系で血族終審があります,それから累代発症が願

いということ,臨床症状としましては.運動失調,それ

と膝反射の消失,構語障害.知能障害そかかL,I,,ト脳萎縮

が非常に強いことが特赦です.この症例は 7り--卜､ぅ

I(ヒ失調症に非常に似ているわけですが,~7日--ドう1'

ヒ集調症上LT)比較では.本症では,ト脳萎縮が非常に強い,

cardiomyopathy,糖尿病がない,低7,しブミン血症を

伴うことなどが特徴であります.

7り一一一ドう1'ヒ失調症につきましては連鎖解析により,

イギり､x.の OlanltPrlaini.'により.第9染色体の h!ICrl12

MCT112との間iこ租換えは左し､上いわれておi),7日-

ドラpTヒ失調症の遺伝子は M(Trl12に棒めて近いと考

えられています.私だもし7〕∵イL-ー率とLtましては,漢

じ疾患であるか杏かということを作業仮説として.連銀

解析を始めたわけです.

本症の家系では,700わに血族結婚がございTfrL 興味

あることに発症 している人には必ず低IT,Lプミン血症が

あi)ます.健康な兄弟の万や両親には,低ー~i',Lj ミン血

症はありません.ですから,こL7)7,し1 ミンが下がる上

いうメカニズムと脊髄′ト脳変性症を起こす メカニズムが

どのようiこ関係しているかという点が興味ある点です.

その メ･rJ):Lでム上しては. 2つtl,T)可能性を考えることが

できます.つまり1つの原田遺伝子が存在 してそcT)異常

がl司時に脊髄′ト脱変性症 Lと低'TJLノイミン血症をおこして

いる.もう1つは,低rj',Lイミン血症をおこす遺伝子と

脊髄小脳変性をひきおこす遺伝子がそれぞI7L存在 して,

同時にそし')2-.~一一L7)遺伝子が欠失するとい･T,よ･')たことが

起こっていか寸能性があるわけです.

連鎖解析では,さきほど紹介した多型て--J3-を用い

て解析 し,その結果かい -斗 得点を計算します. 口LJ

についてそLT)口1.,卜得点が3を超えると連鎖がある十考

えます.まず.この連鎖解析LT)過程で2家系において

ドラ1'ヒ失調症では申し上げましたように M(1ーllL)と

の組ム換えはまずないといわItていますので,本症はーJ

Eトートラ[ヒ失調症ではない可能性が高く在･')ます.寸

たわi')I/I,)- ドラ[ヒ失調症とは退伝 †･を輿iこする疾患

である可能性がかなりでてきたという寒がいえます.し

かし左が1､)少しMCrl12から距離をおきますと最大ハ

ロッド得点が3を超えれば有意な適量鮎ミあると考えます

那,3に近いロッド得点が得られていますのでチまだ断
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卜連鎖解析(Linkageanalysis)

用いられる多型マーカー

RFLPマーカー

VNTR(variab)enumberoftanderTlrepeat)マ ー カ -

Microsatemte(代表的なt,の ;CAリビ- 卜)

SSCP(singlestrandconformation polym orphism )

2.疾患逓伝子の同定

連鎖解析で決定さ.hl二染色 体 座 に つ い て

言羊和rJ物王里地E]の作成

遺伝子の同定

i

患者で共通に変異が存在する遺伝子を同定する

弼 凌 ポジショナルタロ…エソダのフローチャ… 卜

定はできません汁かCL:も Mrl､112にある距離をおいて

連鎖 している可能性があると考え,現在こ(二')帯域L'!)他しり

こ(1')ように連鎖解析を行うにあたりまして.tよ神経疾患

i:T)家系の方々LT)協力のもとに検体を収集するこ!-_がきわ

めて重要です.私共は,鋭菅努力致 しましてこしTlような

神経疾患の細胞バン!)を作ってます.現在細胞株として

は1)48株樹立しております.こ(.T)内 117株が発症者かlL-

L'･TlもLT)です.

疾患LT)内訳ですけIILLL-:も adrPnOl(-_,uko(恒 tr(叩hyに

つきましては現在37家系で愛部で鵜練あります,それか

LLl今お示ししました.低LPi'′し-JLLiン血症を伴う脊髄小脳

変性症L7')家系;こ関 しては今のところ25株ほど輿まってい

ます.それか上T'=fi:-年性nぺ-キン'/こズムが36抹ありま

す.まだまだ数は'i,,たいですけわと:もこのよ･nこ地道で

はあり渡すが,神経疾患の細胞バy夕は将来さまざまな

研究に人いに利用されるもLJリ二倍してし､ます.

液色体の位置がわかった時につぎにどういうふうをこして

その逓伝子を決めるかという事をお話したいと思います.

アプロ-予のしかたの概略をスライ ド (闘 魂3をこ示 し

ます軋 まず目的の遺伝子の周辺の物理地図をつくりま

す. 二L')過程iこおいて最近開発されました巨大 r)NA

ます. 二の中には巨大 DNA を分離することL''､)でき.さ

パルスブイ-ル ド電気泳動による物理地図の作製があり

ます.また最近では,酪母人工染色体や Pl左上n'7

977

伝 ~j㍉ Liし て 実 際 に 轍 能 し て い ,:'遺 伝 子 を 見 -つけ る 必 要 が

あ り ま す . い あ い ′汗 こ方 法 が あ り ま す が , 最 近 で は 大 変

7 -.･-ン シ -.--な 方 法 も 開 発 さ れ て い 了‥たす . 今 Llは 私 共 の し上二

こ ろ で お こ な っ て い る ア プ ロ - 予 をこつ い て 紹 介 し た い と

思 い ま す .

ポ ジ 二･三1ナ ′し ヤ ー.- 一二 ン '/を 成 功 さ せ た い 上 思 一･_亘 二と

き に . 過 去 に ニ LT)方 法 で 成 功 を し た 例 を 研 究 す る こ ｡1二が

大 変 役 に ;i-/ う上 思 わ れ ま す .例えば [)uchH111e型筋ジ

ありました.こかは頻徴鏡で.もてもわかる程度(,T)欠失で

した.も') ･一･'→の録重た例くまX染色体!,;常染色体と(T)間

t･71相互転座のある女憾..一丁l九lChetlrlくさ型LT)筋j｢く卜llフ†-

を発症 した例でした.-)凍り二･'lL､Jbl染色体しべ′Lで見

て分かるような漉きな変才巨のある殖産の症例を解析する

ことをこより,効率よくその原因遺伝子すなわちジストロ

7(ン適伝 [･が発見されたわけです.

どをこおいても,やはりサザンブロットとで認識できるよ

･㌍亡大きな変化,こJ)場合は3塩基の繰 i)返 しですけわ

けLi-:ち.それが非常に大きくなっていることが見-~｢け皇L,

れました.では逆に､点突然変異を手がか.I)に遺伝 flが

ります.この場合には最初から駄補遺伝子がわかってい

たわげです｡つまり従来からの研究でチ病覚のメカニズ

ムを考えるとこの遺伝子がおかしいんじ率なかろうかと

考え1･丁,かる場合には.そハ遺伝子を詳細に調べて点雫然

変異の有無を調べることができます.結局,歴史から得

られる教訓といいますのは予やぼり衆賢であるとかタ

reat1-angCment.すたわちサ.･げン7(｢]･J卜でわかるよう

な大きな変異を持った症例を探すということと,もう1

-~,はなにがしか従来かt､)Lr)研究でヒン~卜iこ在るものがあ

ら予それを使って詳細をこ調べることのどちらかの方法が

成功 しやすいと_い･>7ことができます.こLT)2つの方法L7)

どちら屯とれない場合には,これはもう地道をこその周辺

の洩転子を1つ1つ全部洗いざらい調べるという車をこな

りま寸.

今L-.日露占しますし･')はこidrenoleukodystrophyLAu))

と呼ばれる疾患でありまして,これは主に学童期の男児

をおかす脱髄性疾患であります.連鎖解析によりX染色

体長腕の q28という場所をこ遺伝子があるということが
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わかっていますが現在のところ,未だその原因の遺伝子

は兄い出されてはおりません.

最初にこの ALD の臨床iこついて少しご緯介させて

いただきますと,好発年齢というのはだいたい5歳か1二･:)

10歳くLT)いの男の子であります.小学生iこなるまで全く

異常がなく,学童期になって視力障害で発症することが

多いのですが,臨床症状の特徴は視力障害,知能低7(.

性格変化,学業成績の低下,四肢の麻嘩あるいは協調運

動障害,などで比較的急速に悪化して 1,2年ぐLL)し､で

寝たきりになってしまうことが多い疾患であります.

この ALD には,さまざまの臨床型があることがわ

かってきています.典型的なものは小児で発症するALI)

でありますが,adrcnomycloncuropathy(AMN)と呼
ばれ成人になってかf･'痩性対麻痔で発症することもあり

ます.この他にも脳幹や′ト脳を主に侵すタイプもありま

して,脊髄′J､脳変性症とかなり類似の粗末像を示します.

成人でぴまん性に大脳白質が偉さIlて小児の ALl.)と

同L'バク-ンを示すような症例もあります,ヰ~りこは.ご

く一一部ですけれども,おそL--)く遺伝子異常は持っている

/-i.だけナILLj-:も発症 していないという方もいt､‥,Lやいま

す.そナtかIL,この疾患は伴性劣性遺伝ですかr･)原則とし

て女性は発症 したいんですが,-テロ接合の女性のl.flで

i)わずかですけれども.軽度の神経症状を呈す る

symptomaticheteI･OZygOteの例もあ;)ます.1981年

かと､'昨年までに.新潟大学で診断 した症例が,110例を

まLて2(対例近い患者さんがいることがわかっています.

A.i.JI)i-,')退伝手軽であ･'･)ますが.連鎖解析によりXq28

に存かす.ることが示されています.Xq28 Lに存在する

多型て--.-か---(lこして DXS52があi)ますが,A⊥D症例

でこの部位での組換え例があり.I)XS52かj､-)telomere

までの問 2.5jガベ一･一スの抱卵に ALI)の遺伝子があ
ることがわかってい~ます.

今日は.目的の染色体領域が決ま-A-､た時に.その領域
に存在する耗能遺伝子をどう見-~~･)けてし､くかということ
を中心iこお話ししたいと思います.

が,最初iこお見せしますのは.大変オー--､/ト∴ソ′71な方

ぎふ,:..昌一し::1ト:､､･ ､ ､-. . ･ 一･ ＼＼､;-.:

諾
濫
濫
漂
濫
潤
濡
漂
濡
濡
漂

∴ 一 ･･

⊂正三コ

図 5 ヒトXq241qterの Notlりンキン'/コ一八ミドッ【二トーンの:.:1ン二,J一(- ブ化
(K.Kanekoetal.C1･togenet.Ce=Gぐ,net.6Ll:5･p胤 19931
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法でありまして,i.rOSS-SPeCieshomologyL71存在を利

潤ずるものです.例えば歯髄遺伝子をこぼ噂を越えてマウ

スであってもあるいはショウジョウバェであって鮎,堰

関性があります.つまりある程度の骨格は残さないと機

能を維持できませんので,機能 している部分は,橡を越

えても採存されるという点を芋がかりにして遺伝子を見

つけるという方法であ.I)ます.

私共はまず,ヒトⅩ染色体の-部のみを持った雑種細

胞を用いて.ヒトX染色体上しT)A,∫/∴r)NAJl人巌の

クローン化を行ったのであります.周いました細胞は Ⅹ3肺

というもので,ヒトの q朗 から q28のみもったチャイ

ニ-ズ-ムスタ-との雄健細胞であります.この Ⅹ3000

を用いて常法に従いコスミドゲノムライブリーを作製 し

ました.

このスライド く図5)をこ示しますのは,教室の金子が

行---､た仕事ですけれども,▲＼･'りfIという制限酵素認識存

在を有するコスミドク四-ソ4㈱個をマップしたもので

す.ヒトLT.)全染色体でたし､たい洲 )個く･･吊 ､(,THY()IIsite

があるだろうと言われていますが,NotIというのは8

塩基認識の制限酵素でありますが,8塩基の認識部位は

めったにないので,道しるべとして大変有周なわけですめ

97～)

こ碍ような Not王部位を含むコスミドタロ-ソをゲル-

-,'L-JJiiけしたものです.Xq28に-きまして現在19個C')ゲ

小 一プを作ることができました.今,私共はこの:I一八ミ

q28全休をカ′こ-したいと考えています.それかtL-ち

をどう見つけるかということであります.

な･r)ますが.hetel･OgenOuSnuCleal･RNA と言いまし

て,メッセソジャ-R銅A が作られる過程をこおきまして,

最初転写された時iL二は. †ントロンが含まIlた汁うにな--i

ています.それがスプライシングによって,そのイソト

ロンが除かれてメッセンジャ- 民NA をこなるわけです

けれども,そのスプライシンダの前をこ,まだイソトロン

が入一)た IくNA があ十 二才lカミheterogenousnuclear

RNA (hnRNA)上いいます.

ーくこう(ド し図 61にこハ hnRNA L')構造を模式的iこ

示し了とすが..i-/)､Jンイントロンが存在していて. (ン

な繰り返し配列が入っていることが多いと考えられます,

この Alu配列はヒトゲノム上では平均して4キロペ--

hnCDNAlibraryconstructionathightemperature

DNase-treatedhnRNAfrom sc)mat,cce!Ihvbrzd ､､30m ll1:Xq241qterと

t

FけS t- S trandcDNAssynthesrs at55rl

i

Second-str∂rldcDNAssynThesJS

hnCDNA Aiこ.IPnmer 517 .C〔)rbo t3lj/:汁 )

･ ･∴ 一 一七 二 十 一一-･一一 - 一･- 一一

elOn

i

Cbned,nto:1gtll

i

Sc｢eenedvv-thtota=1umangenOmicDNA

喜
LsoJatIOnOfhumanderivedhnCDNAclones
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スに1個ぐらいあるといわれていますので.そ･')すると

ヒトの遺伝子はそのほとんどが Alu配列を持ってし､る

と考えられます.ですからこういう吐卜の漁色藤の一部

細胞を使って,その hnRNAで (ントLTン(/･7)中に Alu

配列が入---,ているものを取ってくれればそれ.が全部ヒト

のX染色体で発現 してし､る遺伝子である.とい･')のが本

法の原PF.であ;)ます.

原理は,Ah配列を含む†ントロンがあ一､て Alu プ

ラ†て一･一を使って el)NA を合成する上 うまくいく｡L_

二r-I/､/ンを含んだもLp7)ができさす.こナIiこは必ず11Jlビ一一

のAlu配列がする亡までですかL､',ヒトLrllノム DNA

定することができます.

まだ予備的な段階ですけれどもXq24-Xq28で15個

ほどのhncI二)NA ･AJ[--ンを単離 Lています.Xq28か

の塩基配列を調べて./1るとその中に必ず∴しこ-I)な配列

がはいっていることが分かりました. ノー-インイロ･､′卜

で,どういう組織で発現 しているか調べてふる上 lつ

の hncDNA タロ一･･一-ンは中枢神経系に特異的に発現 し

t-ーンは肝暁と腎臓に強 く発現していることがわかり渡

か上い･')問題がありますが.最近の研究では 組織特異

的過伝 f･上いいましてもわずかたが{)発現がある上い･'1

ふうに言われていますので. ここで示 した hncL)NA

F'ロー一二ンケ(.')方法でも比較的組織特異的な遺伝子を単

R的L･り領域か11-ヒト由来の (,r)NAを単離するLT)く･こ大変

有効左方法である!-_考えてし､ます.

私兵が現在までに単離 した Xq28(JIcr)NA ′7r:7-

との共同研究でわか--,たことですが,特に r)887と.QM

に′1きTtJして ^Ll)で注目さIlています色貰蛋白遺伝

･子･周辺iこfllf守 る, しかし 従来種喜LT)ない新しい遺伝

･(･であるということが判明 し.こか吊 ‡ALI)適伝7-

である可能性があるわけです.これ!､)ALl)過伝予で

あるかどうかに-1いてしり検定を今後 し'ていく必要があり

ます.

今日紹 介しまLたL'p')は.多くの先生方直り則L-]ll研究で

なされてきたも(-I)でありこの頃を借りて感謝申し上げた

いと思います.まだまだ道は通し､L･りてあり-;.t'すが,今碧

でなかなか手をつけることのできなかった神経難病がポ

ジLJ｢十ILウロー一二ンケにより1J'ブrト-+が可能に左-I

てきているということに興奮を感 じるのは私だけではた

い上思います.これは私の夢ですが.神経疾患はトー-し')

L'-ており,新たな治療法.予防法(I)開発i)こ〔･')よう左知

見殿上をこ初めて成立ずると信 じています.この夢を実現

すべく頑張 りたいと思っています.どうぞよろしくお願

いし渡す｡




