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hybridization法 で 分析 した.そ の結果,出 生時には

殆んど存在 していなかったCCKmRNAが10日 頃 よ

り増加 し,30B位 で プラトーに達す る ことが明 らかに

なった.ま た脳各部位のmRNA含 量 を分析 した処,

大脳皮質には圧倒的に高濃度であるが,小 脳には存在せ

ず,海 馬,線 状体などではある程度の存在が認められた.

またinsituhybridizat沁nセ こよる分析をも試みたが

未だ成功するに至らなかった.

我 々は更に精神分裂病の中核群から白血球を分離 し,

高分子DNAを 抽 出してラットCCKcDNAを プ ロー

ブとしてSonthernblot分 析 法で遺伝子の異状を検討

したが,現 在の処未だ結論は得 られていない.こ のため

には恐 らく人間のCCKcDNAを プ ローブとして使用

することが必要ではないかと推測されるが,我 々は未だ

人間のCCKcDNAの クローニングに成功するに至っ

ていない.

現在得られた遺伝子DNAを 使用 してHeLa細 胞

抽出液による無細胞転写系での転写機構を検討 しつつあ

り,既 に若干の予備的データは得られている.こ の実験

によ りニユーロン特異的転写の1つ のモデルとしてこれ

まで不明であったこのペプチ ドの生成過程の解明が得ら

れるかも知れない.
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Hereditarydiseasesarenowconsideredinthefollowingmaincategories:

1)chromosomalaberrations

2) multifactorialdisorders

3) single-genedisorders.

SincetherecombinantDNAtechniqueswereestablishedin nineteenseventies,single-gene

disorderswerestudiedpreciselyatthelevelofgenomicDNA. Ithasbeenestablishedfor

instancethatmanymutations,morethan35types,foundinthereglOnSessentialforthe

variousstepsofgeneexpressioncausethebeta-thalassemia. Howeveritwasalsoknown

thatthesemutationscannotexplainallthecasesofthisdisease,andmoreeffortsare

requestedtoexploreothertypesofregulatorymechanism ofgeneexpressioninthewide

areacoveringintronsandflankingregions. ThemethodsofDNAdiagnosisofsingle-gene

disorderswerealsodiscussed.

Keywords:hereditarydiseases,recombinantDNAtechniques,thalassemia,DNA dia-

gnosis
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ヒトの先天性疾患は McKusickの提唱に従って次の

3つのタイプに分類されている.

1) 染色体異常型遺伝疾患 :染色体の数または構造上

の異常によって遺伝情報の総量が変化 したとき,あるい

は総量は変わらないが染色体の一部が他に転座して機能

的遺伝子が障害されたためにおこる疾患で,発病はたい

てい突発的で脳障害と発達遅滞を伴い,また複雑な奇形

を生じることが多い.

2) 多因子型遺伝疾患:糖尿病や心臓血管障害などの

ように,発症に遺伝的要因の含まれていることが強く示

唆される.しかし家族内での発病も様々で遺伝の法則に

従った単純なパターンが得られず,おそらく遺伝的素因

と環境的因子が一緒に作用して作 り出していると考えら

れ,今日のところ正確な欠陥が兄い出されていない.

3) 単一遺伝子型遺伝疾患 :ある一つの遺伝子の欠陥

がメンデルの遺伝法則に従って子孫に伝わ り,それに

よって発症するもので,近年その数が劇的に増加し,自

己免疫疾患など免疫に関連した多くの疾患や,ある種の

癌もこれの一つの型と考えられるにいたった.

そこでこれらの先天性疾患のうち,単一遺伝子型のも

のに限定してここに取り上げたい.

現在までに報告されているこのような遺伝疾患は約

3,000種あり,新生児のはば 1%は何らかの遺伝する異

常をもつとされている.そのうち常染色体性優性遺伝の

形式をとるものは70%,劣性は25%,そして X染色体

に伴う疾患は4%で.200程のものは発症の原因となるタ

ンパク質がすでに同定されているか,または少なくとも

推定されている.

1970年代に組換え DNA実験技術,細胞工学の技術

ならびに DNA の塩基配列の化学的決定法が相次いで

確立されるにおよび,ヒトの複雑な染色体からも単一の

遺伝子を多量に精製して生化学的に解析する速がはじめ

て開かれ,分子遺伝学的研究は医学の中に大きな位置を

しめ,医学研究は新しい時代を迎えた.

その結果,いくつかの遺伝疾患について発症の本態が

DNA レベルにおける異常として理解されることとなっ

たが,中でもサラセミア血症はもっとも徹底的に解析さ

れた.その1つであるp-サラセ ミア血症では,現在はば

35種の遺伝子異常がみとめられている.その中で遺伝子

に大きな変化がみられるのはわずかに2種類で,他はす

べて1-数塩基の欠失,付加または置換で, 1)転写開

始の異常 (5′側プロモ-タ一領域の変異),2)スプライ

シングの異常 (コンセンサス配列における変異,および

新しいスプライシングサイドを生ずる変異), 3)ア ミ

ノ酸配列の異常 (mRNAの翻訳における異常), 4)

転写終止の異常 (3′側終結領域における変異)に区別さ

れる.しかし実際には発症の原因となる変異を β一グロ

ビン遺伝子およびその付近に兄い出せない症例も多くあ

り,われわれが未だ理解していない形質発現の調節機

構の存在を示唆している.一方遺伝子にはほぼ1榊塩基に

ついて1個の割合で遺伝的ばらつき (Polymorphism)

があり,それが真の病因となる変異を決定することを非

常に困難としている.

次に DNA による診断には次の3つの方法がとられ

ている.

1) 制限エンドヌクレアーゼ分解による直接的診断:
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遺伝子に100塩基以上の大きい欠損または付加のある時,

あるいは小さい変異であってもその結果特定の制限エン

ドヌクレアーゼの切断部位が新たに生ずるかまたは元々

存在していた切断部位が消失する場合には,その酵素に

よる DNA の分解によって生じる断片の大きさが健常

者のそれと異なることによって容易に検出される.前者

では は-および β-サラセミア血症,後者では鎌状赤血

球貧血症,家族性アミロイドポリニューロパチ-などが

Lられており,この方法は最も簡便かつ確実であるが,

今後新しい制限酔素の発見にともない診断される疾患の

数は増加するとしても,あまり多くを期待することは出

来ない.

2) 合成オリゴヌクレオチドプローブを用いる診断:

これは20塩基程度 (普通は19塩基)のオリゴヌクレオチ

ドプローブを合成して DNA と水素結合をさせる時,

もしもプローブの中央付近で1個でもミスマッチがある

と,それがなくて完全に結合する場合にくらべ一旦結合

してもまた半分量が解離する温度は約 10oCも低いこと
にもとづいている.この方法はいかなる部位に生 じた変

異をも診断可能で,最も理想的であるが,ただ判別が必

ずしも明瞭でないことが多いという難点があり,鎌状赤

血球貧血症,α-アンチ トリプシンインヒビター欠損症

などで行われているが,その数は必らずLも多くない.

3) 制限エンドヌクレアーゼ分解による間接的診断:

病因である変異が明らかでない遺伝疾患,および病因は

わかっていても,適当な制限エンドヌクレアーゼの切断部

位がないため健常者と比較してそれを容易に兄い出しえな
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い時は,その発症に何んら直接の関連はないが,同じ染色

体上でその付近に存在する制限エンドヌクレアーゼ切断部

位のうち遺伝的ばらつきを示すものをいくつか組み合せて

-プロタイプを分類する.そして1つの患者家系内で発症

と連鎖するタイプを予じめ知っておき,その-プロタイ

プから逆に異常な遺伝子を含む染色体をもつか否か決定

する.これはフェニルケ トン尿症,-ンティントン舞踏

病などで行われているが,100%確実な診断が得られな

いという重大な欠点がある.

なおこの方法は現在 さらに広げられ,これ らのば

らつきにもとづく多型性を利用してヒト染色体を DNA

マーカーによりマッピングし,遺伝疾患と強く連関

する DNA マーカーを兄い出す.そ してマーカーに

より分類されるタイプと発症との問に組換えのおこ

る頻度からそのマーカーと原因遺伝子との間隔を推

定し,一層近い DNA マーカーを次々にもとめて,

最終的に原因遺伝子の位置をしり,本態をつきとめ

ようとする linkageanalysisが盛んに行われてい

る.それによって Duchenne型および Becker型筋

ジストロフィー,ハンティントン舞踏病, Ⅹ-linked

retinitisplgmentOSa,fragileX-linkedmental

retardation.polycystickidney,cysticfibrosisで

は原因遺伝子に近接した DNA マーカーが兄い出され,

そのいくつかは胎児診断が可能となり,原因遺伝子-の

アプローチも続けられている.しかしこのような解析は

極めて繁雑で長時間を要し,より一層すぐれた方法の確

立がまたれる.




