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5) 色素性乾皮症A群の分子遺伝学的解析
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免疫遺伝学L7)最近(17)話題

緒 言

色素性乾皮症 xerodcrma1)igmt?ntosum LXPlは,

常染色体性劣性遺伝病で, 紫外線(こ高感受性で.小児期

早期より稜々の皮膚症状をきたし 高率に皮膚癌を合併

する. 神経症状を伴うもしりは, dcSanetis{二aeehiotle

Lr)修復機構の欠陥が考えr〕打ている21.現在までに∧---

H群の遺伝的相補性群と variamtの合計 9群が認めら

れている.A～H群については,DNA の除去修復機構

ハ異常 が指摘されている11＼. ･ヽar-ialltについては,授製

錬修復をこ欠陥があるとされている3).xpA群は,ⅩP

の率で最も臨床症状が墓篤で,日本人 ⅩP患者の約半

数を占めている.私たちぼ,先に,ⅩPA群細胞を特異

的に相補するマウスのゲノム DNA膝復遺伝子のタロ-

二ンブに成功 し.この遺伝子を XLlrO(krmLIP鹿llentO-

sum G1-PupAComplementing(XPAO Geneと命

名 した壇).このマウスの ⅩPAC遺伝子をプロ-べにし

ゾし,その構造をEIJ汗,かにした5㌦ ヒトn XPAC遺伝

子は, 273個のアミ}酸をコ- 卜､しており, 2つのポ

リA付加シグナルを有する.また,この遺伝子は,Zinc

fin酢TmO竜滋 を有 しており, この遺伝子の産物である

ⅩⅠJAC蛋白は.r)NA 結合rlンべ'7であるこ上が推測

して,全長約 25kbチ 6個のエタソソよりなると卜のゲ

ノム XPAC遺伝子をタロ-ニソダした6).今回,私た

ちは,日本人 ⅩPA群患者の ⅩPAC遺伝子をこついて

分子遺伝学的解析を行い,その変異を明らかにし,さら

で報告する.

方法ならびに結果

典型的な臨床症状を示す日本人 XPA 群患者細胞に

ついてヒト XPAC cDNA をイ1--ーべにして, ノー一一

ザソプロットを行った (Fig.且).いずれの患者細胞の

XPACmRN̂ も.正常対照i･こ比べて小さく､量的iこは

韓少 していた.これらの患者細胞の中で,ⅩP205 をこつ

いて.XPAC遺伝-.f･のシー.-r7:r∴/LL解析を行った.XP

XPACeI_)NA をゾIl-ベにして. Xl)20Sの XPAC

遺伝子をウtl一二ンゲした.5'-)ニランキンゲ領域およ

びI-)ランキング11ントt]ンを含む第 1から第6エク､Jン

簡域のシー-'JJ-ンス解析の結-乳 第3†ントt7ン･7'!]

Fig.1 Northernblotanalysisofpoly(A十
RNAL1O/Lge(Tlehlfrotllpatientswit-h
groupA XPLltlneL1-7)ant】Tlt)rmal
controls(lane1-3)WiththePstト

RsaIfrag【11ent･Oft･hehumttlnXPAC

13;2,GN･.113O:3.GM131;tl,XP20Sこ5.
XP78｢110:6,XP84TO;7.XP96TO.Two
ban(lsinnormale()ntr()1saredueto

alternative polya(lenylilt.i()ns. The
XPA(lmRNAsofgroupA XPCells
weresmallerthan thilt.Ofnormal

eontrolsandamountsWeremarkedly
rpdueed.

セプターの AG-AC に点突然変異 していることが判

明した (Fig･.21.こし')変取に.Lり,制限酵素 Al＼vN 1

(T)認識部位が第′Ll--?./ンr知こ新たに生しソこ.I-)011111eIてLSe

Chこ1illReLICtiotlLPCRlにより~7うンキン･A/･(ントt.]

ンを含/It.だ第Llユウ･ノン領域を増幅 し.AIwNlに､しろ

Rc･striL-lionFra打11CntlHJengthI)olylllLlr･phism LRFLPl

を調べた上ころ,Xf)2OSは この変異に-)いて h川11什

7,yg(1teであることが判明 した (Fig.3).こC'一変鞄に

よ･r).XP2OS細胞に RNA スブラ1'シング異常が生

じていることを示すたれ PClくを用いて XP2OS細胞

の ⅩPACcDNA を増幅 し,そのシ-クエジス解析を

J)LILが欠損 しているタL(ブ LXPACdefIRNA)と第

3エ ウ､ノン全体および第4エク､ノンの最初の2塩基が欠

損 しているJJlゾ (XPACdefIIRNA)の2種が主

に存在 していることが判明した (Fig.4).XPACder

ImRNA では,7し-ムシ7卜をきたし.第4工.I)､ノ
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Fig.2 ∫)NAscquenceanalysisofthe3'Splice llCCeptOrSiteofintron3･
Thisc()mparisonofthenoTTmllandmuta山 LXl12OS)sequences壬It･tEhc
intron/exollbol･dershowsEISinglei)壬lSC占ut_)Stituti()nLllStPrisklin
t,hemut･.ant.

ン内に終止二Lドンを生LTる.こL71結果により,XP20S

細胞では,ltNA 一･<ゾラ1'シンダ異常が生Lllている二王

が示された.こLl)スブラ(Iンゲ変異↓-I)頻度を知るため,

XPA 群34例 (LL本人21例,白人11例.黒人2例).

AIwN IRFIJI~)を調べた (Tab)ell.その結果,ifTt緑

4倒 し199Jd/)が heterozygote であり,｢二1本人 XP A

群患者では,樋めて高率にこの変異が認めと､､れること が

判明 した.この変勘 :i.他の人種の Xf･)A 群では認め

iT)れなかった. Lたが1て, この変異は meialdiver一

gence後に生 じたものであると考えられた . さr)に,

この変異について homozygoteである患者 XP84T0

の家系について,PCR による AIwN IRFLPを凋べ

たが,両親ともに保因者であることが判明し,本症が常

染色体性劣性遺伝形式で発症することが分子 しべ′Lで示

された (Fig.5).

次に,このスプラ1'シソゲ蛮艶について hetero7,ygOte

である患者 (XP75TO,XP270S,XP67TO)および,

この変異を全 く有きない患者 (XP390S)について,変

異を調べた. ノーザンプロ..'卜ではtXP390Sでは,

正常対照 とはば同量の正常サ イズの JmRNAが認めら

れた. XP75TO,XP270S,XP67TO では, mRNA

(/,Tl-藍は減少し,小さなサ ･(東の mIくN八が認よへrっわた

(Fig.61.Xl-)39OS く･よ,皮膚症状および神経症状が軽

微であり,非典型的A群!二Lて報告 さIlている9､101.xp

-JJ∴ン1解析を行ったとこ/一,いずI,tL')'Jl.コ一一ンも, It

ドン228の Al･g (CGAl)が,終止二)卜､ン (TGA)に変

異 してし､ることが判明 した (Fig.7). この変異により,

制限酵素 IIphIの認識部位が第6エ ク､ノンl軸こ新たに

生 しLfこ.PCIくにより第6エ ･ウ､/ン領域を増幅 し,r･1ph

異について homozygote,母親は,保因者であること

が判明 した (Fig.8上 XP75TO,XP270S,XP67TO

については,PCtくにより,5'7ランキング領域および

フランキン'71'ントロンを含む第 1かL､′)第6エ クソン龍

75TO と XP270S は. 第3イン トrlンのスブラ1'シ

ンダ変異と:}ドン228のナンセンス変異よりなる com-

poundlleterOZygOteであることが判明 した.I)CR に

よる HphIRFLP をEl本人 XPA 群患者21例につ

いて調べたが,XP3KR も, 同様の変異よりなる com-

p()undheteI･OZyg()teであることが判明 した.XP671､0
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Fig.3--hal Diagran10fthepositionsofPCR primersandthelocationorthe
TleW AIwN Isite(astcrisklgeIICrElteLdbythenueleotidetrallSVer-
SIOn.

bl AIwN IRFl｣PanalysisoramplifiedI~)NAs. AliquotsofPCR
produetsweredigested with AIwN Iand thenanalyzedon8'jt,･
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genotypesofAIwN IfiI.'l｣P areshownunderthephotograph:a
pltlSSigndenotesthepl･eSPllCeOrthe328bpband,andanュintlS
signthepresenepofthe24Llbpand8̀･lbpbands.
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Tablel AIwN IRestrictionFrt,lgmentLengthPolymorphism
(RFLP)ini12patientswithXPこInd一,hlOl111alcontl･OIs
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XPACdellmRNA

XPACde川mRNA

CrypticSpliceSite

Fill.1 1'Ⅰ･ocessingofmutanttranscripts.A partoftheXPA(｢geneisshown,
Withexonsrepresentedbyopentx)Xesandint.Tonsbythinline s . The
tWo(li汀erentmRNAsproducedbythemutantgenearesh()wnbelow:
exonsjIr･eShownasopenboxes.withsplicesindicatedhycarets.
Thenueleotidesequcneesofthe31spliceaccept-orsiteofintron3

shown byan 壬IrrOW,an(1thatofthe3′crypticsplicesitebya
vertical(1flShedline.TheabnormalsplicingresultsinafrallleShirt
andとinew St･OpeOdon(asterisk)inXPACderIIl一RNA.

: -- 1

一･ ＼

tv ､

Fig,5 PedigreeofXP84TO analyzed by
AlWN Ipolymorphism inampliGed
I)NAs. Themarkerlane〔M ) Con-

tBins aHaeIII-digestof¢Ⅹ174
DNA.

46二i

Fig.6 Northernblot､analysisorp()ly(A)千
ⅠモNA L10/唱eaCh~)from groupA XI)
patient.sLIane2-61anda normal
eontrolLlane1)WiththePstトRsa

lFragmentofthe human XPALI
cr)NA asa probe. Lane:1,Wl38
1JA13:2,XP20S;3,XP390S;4,XP
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Fig.7 Nucleot･idesequencesoftheallelesoftheXPACcr)NA andgene
ofXP390S(mutanい andW138VA13(normal).respectively.The
left･partofthe figureshowstheCorresponding portion ofthe
normalexon6Sequenceandtherightpart showsthemutation-
cont･ainingregioninpxon60fthepatient'sXPACcr)NA･ The
arrow indicatest･heposit､ionofaCtoTtransition.
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lntron5 Exon6

*Hph!

b

Fig.8-a) Diagram ofthepositionsofthe
PCR primersforIIph 1RFI.P
analysisan(ithelocation()rthe
new IIphIsite(asterisklgener-

atedbythenucleotidetmnsition.
bl)pedigreeofXP390Sanalyze(iby

l-~Iph1RFIJPinamplifie(ir)NAs.
Themarkerlane(h:I)containsa

HaeIIトd_癌est･of¢X174i)N A_
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Fig.9 NucleotidesequencesoftheallelesoftheXf'ACgeneorXP
67TO (mutant)andWI38VA13Lnormall. The leftpartof
t･he figureshowsthecorrespondingportion ofthenormal
exon3Sequenceandtherightpartshowsthemutation-con-
tainingregionine又on30fthepatient'sXPA(二gene.The
arrow indicatesthepositionofaTt.oA transversion.
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Fig.ltトa) 1〕iag･ram oft･hepositionoft･he
P(二R prilneI･SforuseIRFIJP
anal.vsisとlllt1thelocationofthe
new MstモIsit･PLasterisklgel-er-
atedbythenueleotidetransver-
S10n.

b-1MseIRFIJP analysisofampli-
RedI_)NAs.I,anes:1,XP67TO:
2,XP78TO:3.W138VA13.The
markerlane(Mleont.aimsaf-Iae

llトdigest･or¢X174DNA.

については,C()don116の Tyr(TArrlが,終止 コ ド

ン (.TAA)に奄異 していた (Fig.91.この変輿により.

制限酵素 MseIの認識部位が第 3エ '7､ノンl知 こ新たiこ

生 Llた. I)CR による MseIRFLI)をLl本人 XPA

変異と窮 3 イン トuンの ~八一~ナう1'シン ダ変異よりなる

compoundheterozygote,Xr78TO は, この変異につ

いて heterozygote.第 3仁 /トロンの tLプライシンゲ

変異については homozyg()te であることが判明 した

(Fig.10).

467

考 接

血縁開陳のない日本 人 XPA 群患者21例の XI〕AC

遁伝了-について.分子遺伝学的解析を行った.その結果,

3機構の点突然変異が認めiL-〕わた. 1番 目は,第 3イン

･興により,RNA l入ゾラ (シンゲに異常 をきた L Xr)-

AClllRNA は, 著明に減少 し, 酵素活性を有 きない

XPAC蛋白が度生 されることが考え1,L〕わた. 2番 目は.

:,)ドン228のナンーt･_ンス変異で, このため,C末端側の



468 新潟医学会雑誌 第105巻 第7号 平成 3年 7月

とが予測された.この変異について hom()zygoteであ

る患者 xI)39()Sは,臨床症状,特に神経症状が極めて

軽微であることよ畑 この変異iこより産生される XPAC

てプラ(シソゲ変異と=Lドン228のナンセンス変異の

compou【ldheter()zygoteである患者J)臨床症状は,典

型的 Xr)A 群よりも軽く,XP390S よi)も重い.XP

A 群にふi.〕Itるこのよ･'7な臨床症状の heterogeneit.y

は.XPAC遺伝子における変異の違いを反映 して いる

ものと考えと､151た.3番目の変異は, コドン116のナン

センス変異で,この変異によりC末端側の 158個の7ミ

ノ酸が欠損Lた XPAC蛋白がつ くtI.)れることが予測 さ

れた.この変異iこついて hom()zygoteである患者は,

今回の検討では認めi､)Ilなかったが,スプライシング変

異とこの変異の C()mp()ulldllete1-oz),gOteである XI)67

rI､0 が重篤な臨床症状を示す二王より,この変異によ

り産生されるXPAC薫半日‡,活性を失っているも(T)と

考えl､'IILた.

奪回の醜紺ではき第3イントロ汐のスプライシソダ変

異は.H本人Xl-'A群患粧7)950わ.ニJドン228cT)ナン′

-･t･.ンーく変柊は190･O,:lトン116L･')ナン-･t,_ン1変異は1()0.

に認.tL)I-■,Jtた.これ王､'LT)変鞄は.他L/')人種iこは認よ')t､-わ

剛酢半島が考えit).11て い るが, こか 11)しっ悶 々では, XI二'

A 群愚考は非常に′レたい.Xl'AC 遺 伝 -f一に変 異を もつ

変異の歴史は比較的浅いもL')なのかもしれない.今回LI)

検討で,t1本付7)XPA 群L･7)ほとんど全てが, 3梗概

の督異の組合せで生Llていることが考え上丁-:,わた_ したがっ

て,PCR を用いた AIwN I,HphIおよび MseIRF-

LP法は､ 今後. 出生前診断を舎人T)たt]本人cT)XlJA

群の DNA 診断法として非常に有用となるものと思わ

れる.

稿を終えるにあたり,発表の機会を与えで 下さっ

た新潟大学小児科 堺 鳶教授 に深謝いた します.
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司会 ありがとうございました.MHC抗原の疾患関

連性の中で疾病発症iこ関する遺伝子部位LT)解析を行った



免疫遺伝学の最近の話題

成績J)発表で寸が,質問はござい了トトか.

た子供が発症 していますね.両親はどうなっているので

LLLうか.両親ヰ)患者で寸か.

里方 両親は患 者ではありませA..

松本 上いrlことは, こ(TlmLltLltiollを heteroに

柿-､ている人(′')中にも発症すく,人としない人がいるとい

･')ことにな･p)ますわ.

里方 Exon3の mutとltion は hL,tLlrOですが, ち

･-7-･1L')mutこItionは,第3itltI･onLT)sp一icingmuta-

tionですから,今お話 しした三つの mutationがある

のですが5必ず,この組合せが今まで調べた日本人では

認められます.

轍凍 ですから heteroといっても,異常に関 しては

必ず.l･10rTIOにな---､てし､る訳ですわ.

里方 そうです.

西村 両用は heteroで畑 りに患者では IIOmOにな一･〕

て発症 していますね,患者で初めて mutationが出現

したのでしょうか.

里方 美甘 こ('つも･うー一一一･一一→〔-T)e又on3 に lllutuli()n

を有する XlJ67TO こL_し､･'7患者さ/'t.は､今お話 しt_まし

たよ;)に,第 二】intr川=T)こl(TCt-?PtOrSitet/'うmut;-1tion

おり.nlutこ1tion として .L/l持--,ているわけです.XlJ67

TO Lf)第3illtrOtlの acceptorsiteの splicingmuta-

tion i･二一'rlいては自然に起こ--)ている上い･')こ上が,親

子関係を調べてわかりました.

西村 両親;･こはなか-.､たわけです-1Ll.

里方 ありませんで した.

西村 両親とい うか,夫の patell･lityについては大

丈夫で しょうか.

里方 それは ＼･JNrrR などを調べ.親子関係はまず

間違いないとい･-1ことを確認 しています.さらに調べた

とこ7', 第 3intronの aeceptorsiteの mutation

が自然に生ずることの他に. 第3exnllの IIOIISe【1Se

mutat_ionが,自然に起こる症例も持--,ています.遺伝

によって伝えL■つれるもの以外に日本人では,この muta-

tionがかなり自然に生 L'ているということです.

上1169

eellにffl:_しソこ上し､,')意味で寸か.

ています.(L_い--_,て もと卜です(1)で tlit〕roblLISt上LlTl液

ですが,そ(rr)結梨甘全 くrH-3してmutLltion が認ムTll､-,Ilて

います.ですか{-.muti一tiollハ生 しヾた時期こし【鳶lJと早い

時期ではないかと思いますa

西村 こしITl遺伝子(･JlmRNA はどLI')細胞にヰ)普遍的

iこ出ているので LL上･-)か.

里方 はい,胎児も含枯ヒトで調べましたが.T針IL':.A

番多 く出ているようでした.この疾患特をこA群では,秤

経症状が必発です し,中頭症なども見られます中私達は

ヒトでは全 くわか-･)ていたい DNA rppair･に昔日し,

それを解明する糸口をこなるのではないかということで,

この疾患は遺伝子を調べたわけです.DNA repai1-は

た卜の脳の発生をこ重要な働 きをしているのではないかと

いうことで,検討 していこう上い･"7計画です.

西村 そIILかと､_i,CloningLり方法で斬 りIJ･･:ち.二わt

は,mulこ-1tionを reseu(ナするよう左通伝 f-を取 上､-わた

ので しょうか,

里方 そp')です.

西村 こ(･')gL,nPpt･Oductは最終的にはLL:へい√う退

転予の傷を見分けるので しょうか.

里方 XPのこLJ)相補性群は DNA repa_irL')中でも,

earlystepの段階iこ関与 していることがいままでの実

倒 しか存在 しない XPですが.そ(T)遺伝子も得t､'かま

したので,それらを利用 して, ヒトCTIDN̂ 修復機構

を解明 していけるのではないかと考えています.

西村 ありがとうございました.

司会 他に,御意見はございますか.どうも,先生あ

りがとうございました.以上で本日のシンポジ.17ムのす

べてを終えたわけですが,残念ながi.っ.少し時間を趨過

したようです.MIiC抗原,HLA による免疫応答の解

析と分子遺伝学的解析を中心に御討議をいただきました

が,大変有意義なシンポジrH､であったと思います.漢

た,お鮭まりいただいた諸先生方にはデ fスカ.IIシコン

に参加 していただきましてありがとうございました.


