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常染色体優性遺伝性成人発症脱髄性白質脳症における

Lﾉl仏旧Zコピー数解析と分子臨床遺伝学的検討
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要 旨

近年，遺伝子検索により確定診断が可能となった成人発症大脳白質脳症が増えている．

Autosomaldominantadult-onsetdemyelinatingleukodystrophy (ADLD)は，常染色体優性遺伝

を呈する成人発症大脳白質脳症の一病型である. ADLDは，中年期以降に自律神経障害から発

症し，錐体路徴候や失調を呈する. ADLDの原因としてLam"BI (LMABI)重複とL〃ⅣBI

上流のエンハンサー領域の欠失が報告されている.L〃ⅣBIは核内膜の裏打ちタンパクである

LaminB1をコードする． いずれのタイプの変異においてもL〃】VBIの発現が冗進することが

示されており, LaminBlタンパクの過剰産生がADLDの病態機序として考えられている．

本研究は，成人発症大脳白質脳症患者を対象にLMNBIおよび周辺領域のコピー数解析を行

い，本邦ADLDの臨床遺伝学的特徴を明らかにすることを目的とした．原因が未同定の成人

発症大脳白質脳症の99例を対象とし,L〃ⅣBIとその上流領域の遺伝子コピー数をTaqMan

プローブによるリアルタイムPCR法で解析した． この解析によりL〃ⅣBI重複を3家系4例

同定した． ゲノム上の重複範囲は153kb, 220kb, 221kbであり，既報のLMNBI重複範囲

と異なっていた． またL〃ⅣBI上流のエンハンサー領域の欠失を1家系2例同定した． この家

系の欠失範囲は249kbであり，既報1家系で示された欠失範囲(660kb) よりも狭い領域の欠

失を認めた．次に， コピー数変化を示した症例の末梢血白血球から全RNAを抽出し,L〃ⅣBI

発現量解析を行った．重複を示した4例のLMNBI発現量は対照者と比較して有意に増加して

いた．一方，欠失例ではL〃ⅣBIの発現量に有意な差を認めなかった.L〃ⅣBI重複を伴う6

例の平均発症年齢は46.3士7.6歳であった．重複例は起立性低血圧，錐体路徴候，運動失調が

全例で出現しており，既報例と類似していた．欠失例では自律神経障害を認めなかった点が菫
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複例と異なっていた．本研究で同定したADLDは，既報例に比して認知機能障害が重複例・

欠失例ともに高頻度であった. MRIでは左右対称性の大脳白質と中小脳脚の信号変化を認め，

側脳室近傍白質は比較的保たれていた．本研究で示されたADLDの臨床・両像的特徴は成人

発症大脳白質脳症患者の鑑別診断と効率的な遺伝子解析の施行に有用であると思われた．

キーワード：大脳白質脳症白質ジストロフィー，成人発症， コピー数多型, LaminB1

(LMNB1),常染色体優性, Autosomal dominantadult-0nsetdemyelinating

leukodystrophy(ADLD)

方 法

対象

成人発症大脳白質脳症と臨床的に診断され，

COﾉo"yst""/at"噌胞ctorZrecepror変異が陰性

であった99例を対象とした．遺伝子解析を行う

際には，患者または代諾者からインフォームド・

コンセントを取得した．本研究は新潟大学の遺伝

子倫理委員会の承認を受けた．

はじめに

成人発症大脳白質脳症の原因は脳血管障害，脱

髄，炎症感染，腫瘍外傷など多岐にわたり，診

断を確定するのは容易ではない． しかし，近年，遺

伝子診断により確定診断が可能となった成人発症大

脳白質脳症が増えてきている. Autosomaldominant

adult-onsetdemyelinatingleukodystrophy (ADLD)

は，常染色体優性遺伝を呈する成人発症大脳白質

脳症の一病型である. ADLDの平均発症年齢は

46.4士5.0歳である1)-14).典型的な臨床経過は，

中年期以降に自律神経障害から発症し，錐体路徴

候や失調が出現する’5)．認知機能は正常あるい

は軽度の障害のことが多い7)15).MRI I画像所見

の特徴は，大脳白質の信号変化に加え，錐体路や

中小脳脚病変を認める')'5)．病理学的所見として

は， 中枢神経系の炎症を伴わない脱髄を認める点

が特徴的である2)6)16）

2006年,LIImBI重複がADLD4家系におい

て同定された'7)．遺伝子重複は,LIWVBI全遺

伝子領域を含んだ169kb, 341kb, 150kbの範

囲とされた17)．現在までに， 26家系のLA"WI

重複を伴うADLDが世界から報告されている9）

10)18)． さらに2015年,LIWIBIプロモーター上

流領域の660kbに及ぶ欠失がADLDの原因とな

ることがイタリアの1家系で報告された'9)．

本研究は，原因遺伝子が未同定である成人発症

大脳白質脳症患者を対象にL/1刎旧Z関連ADLD

を同定することを目的にLMABIとその上流領域

の遺伝子コピー数解析を行った． この解析により

LMﾊBI関連ADLDの4家系6例を同定し，分

子臨床遺伝学的な特徴を明らかにした

遺伝子コピー数の確定

ゲノムDNAは患者の末梢血白血球からQIAamp

DNABloodMaxiKit (QIAGEN)を用いて抽出し

たTaqManCopyNumberAssays (Thermo

FisherScientific)を用いて遺伝子コピー数解析

を行った.LJWVBIのexon3 (HsO2537023_cn),

exon 6 (HsOO696436_cn) , exon lO

(HsOO579415_cn)にTaqManプローブを設定した．

L〃ⅣBI上流のゲノム領域においてはPIMXexon

5 (HsOO92512_cn),ALD"7AI exon8

(HsOO222439_cn),GRA"D3exon 2

(HsO1106540_cn)にTaqManプローブを設定した．

定量はリアルタイムpolymerasechainreaction

(PCR)法で, 'IhqManCopyNumberAssaysのプロ

トコルに準じ, ABI7900HT(AppliedBiosystems)

を用いて行った.L/WVBIの相対量をCopyCaller

Softwarev2.0 (AppliedBiosystems)を用い，比較

Ct法で解析した．基準となるゲノムDNAサンプルは

コントロールDNACEPH1347-02を，内在性コント

ロールはTaqManCopyNumberReferenceAssay,

Human,""asePを用いて算出した.LMIVBI及びそ

の周辺領域の遺伝子コピー数変動領域を

AffymetrixCytoScanHDArrayにより決定した．



目崎：常染色体優性遺伝性成人発症脱髄性白質脳症におけるLj"VBIコピー数解析と分子臨床遺伝学的検討 153

遺伝子発現量解析

患者の末梢静脈血をPAXgeneRNA採血管

(BDBiosciences) を用い採取し, PAXgene

BloodRNAKit (QIAGEN)により全RNAを抽

出した．抽出したRNAはBioanalyzer2100を用

(､RNAintegritynumber (RIN) を測定した．

RIN7以上を示したRNAを用い, SuperScriptlV

VILOMasterMix (ThermoFisherScientific)

を用い相補的DNAを合成した．遺伝子発現量は，

L〃/VBIの2ケ所(HsO1059207_ml,HsO1059210

ml)に設計したTaqManGeneExpressionAssays

(ThermoFisherScientific)を用いて定量PCRを

行い, ABI7900HT(AppliedBiosystems)を用い

て測定した.ACTB(Hs99999903ml) または

7BP(Hs99999910ml)を内在性コントロールとし

て補正し,L〃ﾊBz相対的発現量を算出した．年

齢を適合させた7人の対照群の平均を1に設定し

た比較Ct法を用いた．データは中央値士標準偏

差として提示し，統計的解析はMann-WhitneyU

検定を用いた．

臨床症状の解析

遺伝子解析によりL〃ⅣBI関連ADLDと診断

した4家系6例（図l)の臨床像を後方視的に確

認した．患者の背景情報初発症状，臨床症状と

して自律神経障害，錐体路徴候，失調の有無を診

療録を用いて検索した認知機能はMini-Mental

StateExamination (MMSE),MontrealCognitive

Assessment (MoCA)により評価した1.5テス

ラMRIを用い, T1強調画像(T1weightedimage:

T1WI),T2強調画像(T2weightedimage:T2WI),

fluidattenuatedinversionrecovery (FLAIR), 拡

散強調画像(diffusionweightedimage:DWI),

Apparentdiffusioncoefficient (ADC)により脳

病変を評価した．
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図l LA"VBI関連ADLD患者の家系図

家系IからIVの家系IxIを示す．
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Lﾙ"､BI砿複を認めた4例を含む前述の99例を

対象にLAWVBIの上流甑域の遺伝r-コピー数を解

析した． この解析により,LﾊﾉYVBIの｜流に位i『'1:

するPH4X, =4L"〃Z4Iを含む彼域で欠失を1

家系21WI1において認めた（図2B).Affymetrix

Cyt()ScanllDArrayを川いた解析により， 本家

系の欠失範|ﾉ |は249kbであることが示され，既報

| ||の欠失純llllよりも狭い領域であった（図3) 19).

結 果

L〃ⅣB7重複変異

99例の成人発症人脳''1質脳ｿ,1;忠者を対象に

LIMVBIの3つの領域に設計したTaqManプロー

ブを用い,L/lmBIの遺伝fコピー数を解析した．

基準となるゲノムDNA(CEPH134702) と比

絞し,対照荷のLルハB1コピー数は約2を示した．

99例の患尚群の' '1で， 3家系41#'1において

LAMBIコピー激が約3となり, LIMVBI砿複の

仔在が示|唆された（図2A) .

次に,LM,BI重複を認めた3家系において，

AffymetrixCytOScanHDArrayを川いてケノム

重複範I川を決定した． 3家系ともLIMVBIの全遺

伝子領域とAMRC/汚の一部の領域が砿複してい

た（図3) ． ゲノムDNAの喰複範|ﾉﾄ|は，家系Iで

153kb,家系11で220kb,家系IⅡで221kbで

あった．

L〃ⅣBプ発現量解析

LMVBIコピー数の変化を示したADLD忠尚

の末|;i'i lil l'l lⅢ味l ll米の全RNAを川いLMIVBI

発現|,tを解析した.LMVBI砿襖患ffの

L〃/VBImRNAの卜Ⅱ対的発現量は, 7人の対照群

と比1鮫してｲj意に墹加していた（図4).LMVBI転

'Jj確物を検,'l',する2つのアンプリコンを解析し，

ACTBhli 'fで3．66倍(p<0.0001)および4.14ff

(p=0.0106)の哨加, TBPili血で3.81倍(p=

0.0115)および4.301ir (p=0.0061)の墹加を認

めた. LMVBI I2流領域の欠失例では，健常対1!<{

腓と比絞し, 4<li'illll'I血球におけるmRNA発現

1ItのｲI意な哨力| |は認めなかった．

L〃ⅣB7の上流領域欠失変異

LIIWVBI上流領域の欠失がADLDのIj( IAIとな

りうることが既報により報告されているため19) ,
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(A)LMVBIのex()n3, exon6, exonlOにTaqManプローブを!;W!ilし，遺仏fコピー数を解析した． リ,剛l1 1から4に

おいてLMVBIコピー数が約3を示し, 'II襖のｲ〃［が示唆された． リ,剛l15と6のコピー数は約2を示した．

(B)LMIBI I流にある3つの過仏子（〃制xALD"別I,GR』〃"3)のコピー数をTaqManプローブを川いて解析

したりiW#115と6においてLM,BIの｜流P/制X,4/｣〃〃Z4Iのコピー数は約1を示し， この紬城の欠失が示唆

された. GJMMD3のコピー激変化はみられなかった．
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図3 LJIWVBIIIIrl辺のコピー散変化のケノムtの純|川の決定

AffymetrixCytoScanHDArrayの結眼を示す．家系lからIVにおいて過仏子コピー数変化を示したゲノム領域を，

UCSCゲノムブラウザ（アセンブリGRCh37/hgl9) を参照して1,1示する. LAW"Iのエンハンサ一A(Enh-A)お

よびB(Enh-B)を矢頒で，既報19)のLAWWI I流欠失伽城を点線で示す．
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図1 L"NBImRNA発現量解析

LMVBIに2つのプローブを設計し，

"MIBImRNAI11対的発現量を解析した． 内

ｲf'|'|コントロールとしてAC7万（ﾉI言） または

7BP(li)で補l[し，対照群7人の発現量を

騒唯とした．統計的解析はMann-WhitneyU

検定を川い， ！' !央値±標準燗差を示した．

(A)LMVBI (HSO1059207 ml)測定，

｣CTB(Hs99999903 ml)で補正．

(B) I,A卿VBI (HSO1059207_ml)測定．

7YBP(Hs99999910 ml)で補If.

(C)LMVBI (HsO1059210 ml)測定，

AC7B(IIs99999903ml)で補征．

(D)LMVBI (HsO1059210 ml)測定。

7BP(Hs99999910 ml)で補IE､
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cerebellarpeduncle (MCP)サインを認めた．

LAMBI上流領域欠失例では大脳白質病変が前頭

葉や側頭葉前部を含む広い範囲に認められた．

FLAIRで高信号を呈した領域はDWIでも高信

号であり， 同部位はADCで等信号あるいは高信

号を呈していた．

臨床症状

本研究で同定したLA勿VBI関連ADLDの4家

系のうち， 3家系において常染色体優性遺伝形式

に矛盾しない家族内類症を認めた（図1).家系I

では明らかな家族内発症を認めなかった．

ADLDの4家系6例の臨床症状を表lにまと

めたLMﾊ旧Z重複を伴う3家系4例の平均発症

年齢は50.3歳(44～55歳）であった．初発症状

として歩行障害が多く，ふらつきを初発症状とす

る症例もあった．起立性低血圧，排尿障害，便秘

などの自律神経障害や錐体路徴候，運動失調，認

知機能障害は全例で認められた（表l).

LMABZ上流領域欠失1家系2例の発症年齢は

34歳および43歳であった．錐体路徴候運動失

調，認知機能障害はLAHWI重複症例と同様に認

めたが， 自律神経障害は認めなかった．

考 察

成人発症大脳白質脳症の99名を対象に

L〃ⅣBI及び周辺領域の遺伝子コピー数を検索す

ることにより4家系6例の日本人L〃ⅣBI関連

ADLD患者を見出した.LA打IBI変異が確認され

ているADLDは本邦で1家系の報告がある17).

本研究により新規のL〃ⅣBI関連ADLD家系を

同定し， その分子臨床遺伝学的な特徴を明らかに

した．

本研究で同定したL〃ⅣBI重複範囲は家系I

153kb,家系Ⅱ220kb,家系Ⅲ221kbであった．

ゲノム重複が生じている範囲は，既報のLA幻VBI

重複の範囲とは異なっており17)20),新規の重複

変異であることが示唆されたゲノムの重複範囲

MRI画像

全例において大脳白質の両側性の信号異常が

T2WI/FLAIRにより検出された（図5).側脳室

近傍の大脳白質の信号変化は比較的軽度に留まっ

ていた． 中小脳脚は高信号を呈しており, middle

表1

発症

年齢

(歳）

検査時

年齢

（歳）
富律神経蝿失調 認知機能初発症状
障害 障害

症例 家系 LMNBプ 性別 家族歴

＋

＋ ＋ ＋

MMSE23
1 1 重複 女 ふらつき44 56

＋

＋ ＋ ＋

MoCA21
2 Ⅱ 重複 男 十 55 57 痙性歩行

＋

＋ ＋ ＋

MMSE15
3 Ⅱ 重複 男 十 52 67 歩行障害

十

十 十 十

MMSE22
4 Ⅲ 重複 女 十 50 70 歩行障害

5 Ⅳ 上流欠失 女 十 43 50 構音障害，筋力低下
認知機能障害

＋

＋ ＋

MMSE9

＋

＋ ＋

MoCA10
6 Ⅳ 上流欠失 男 十 34 42＊ 歩行障害

MMSE＝MiniMentalStateExamination；MOCA＝MontrealCognitiveAssessment

*45歳時に死亡
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図5 Lj小万I IMIjilADLD患者のMRI I由I像

TlWI, FI｣AIR, DWIを示す．

(A)症例1.家系I.LM1EI重複例. 56歳女性

(B) 1,i;例2.家系Ⅱ. L｣1ハF1重複例. 57歳男性．

(C)症例4.家系III. L肌､BI重複例. 70歳女’性．

(1)) 1,f例5.家系1V． LM,BI I流欠失例50歳女性

(E)症例6.家系1V. LAハB1上流欠失例. 42歳男‘性

は既報例と異なっていたが,L/M,EI全領域に及

んでいる点は共通していた． 家系11, 1Ⅱは, !n

複範州が220kb, 221kbと顛似していることか

ら, Inlじ創始者を有する可能’性が考えられた．

LAWIBI重複を伴う患者の末梢|Ⅲ'' 1血球lll*

RNAを用いた解析により， 砺複例ではLMMI

発現が冗進していることをlﾘlらかにした（図1） ．

また既報では, LaminB1タンパクが増加してい

ることが明らかにされている1)4)8)17)19)20). しか

しながら,LA小IB1過剰発現がADLDを引き起

こす機序は未だ|ﾘl確にはされていない. Lamin

Blは核内膜を裏ｲIちするタンパクの一つであり，

核をもつ全ての細胞に存在している. ADLDの

モデルとなりうるLj掴VBIを過剰発現するトラン
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報例では62.5％に認めておりl)2)5)7)9)10)23),本

例では全例に認知機能障害を認めたことが特徴的

であった.LA打VBI上流領域欠失の既報例での特

徴は，重複例と比較し発症年齢が遅く， 自律神経

障害と運動失調の頻度が低い点であった'4)．本

研究で同定した欠失例では自律神経障害を認めな

かった点は合致していた． しかし，本例は重複例

と比較し，発症年齢が若年であり，運動失調と認

知機能障害を認めた点が既報と異なっていた

既報例での〃l肌旧I関連白質脳症のMRI画像

の特徴は,大脳白質と中小脳脚の信号変化であり，

本例でも同様の所見を認めた1)-6)8)12)14)15）

今回の結果から， 本邦においても複数の

ADLD家系が存在することが明らかとなった．

本研究で示されたADLDの臨床・画像的特徴は

成人発症大脳白質脳症患者の鑑別診断と効率的な

遺伝子解析の施行に有用と考える．

スジェニックマウスにおいて，加齢とともに中枢

神経系の脱髄が生じたという報告がある21)22)．

このマウスの脳由来のRNAを用いた網羅的な発

現解析により， ミエリンの主要な構成成分である

脂質やコレステロール合成に関わる遺伝子発現量

の減少が明らかにされている21)． このことから，

LJWWIが過剰発現するとミエリン合成が抑制さ

れADLD発症に至る機序が考えられている．

本研究においてL〃ⅣBI上流領域欠失による

ADLDの1家系を見出した.L〃/VBI上流領域

欠失はイタリア人1家系の報告がある'9)．既報

例におけるゲノム欠失範囲は660kbであり，本

家系IVの欠失範囲は249kbとより狭い領域で

あった．既報の欠失例では,L〃ⅣBImRNA発現

量が患者脳において増加していることが示されて

いる'9)． この機序として,PH4XとALD"別Z

の間に存在し，遺伝子間の干渉を防ぐ､ためのイン

シュレーターと本来L〃ⅣBIに作用するエンハン

サー (Enh-A)が欠失し，本来機能しない別の

エンハンサー (Enh-B)が作用することにより，

L〃ⅣBIの発現冗進が生じる可能性が考えられて

いる （図3） 19)．本例と既報例で共通した188kb

の欠失領域にはインシュレーターとEnh-Aを含

んでおり，この説を支持している． しかしながら，

本例の末梢血白血球由来のRNAを用いた発現解

析では，欠失を有する患者においてL〃ⅣBI発現

の明らかな冗進は認めなかった．本例でLMWI

の発現冗進を認めなかった理由は不明であるが，

解析した組織の違いに起因する可能性が考えられ

る. ADLDは大脳白質が病変の主座であり，病

理学的にもオリゴデンドロサイトが主として障害

される．非神経系においては, ADLDの病変は

通常生じない.L〃ⅣBIは神経組織とりわけオ

リゴデンドロサイトにおいてエンハンサーを介し

た発現調節がなされているのかもしれない．本例

でもオリゴデンドロサイトを含む中枢神経系組織

でのL〃ⅣBI発現量の解析が重要と考えられる．

次に,本症例で認めた臨床像について考察する．

L〃ⅣBI重複例の臨床的特徴は，既報例')-15）と

類似しており， 自律神経障害，錐体路徴候や運動

失調を呈していた．認知機能障害の出現頻度は既

結
語
覗

原因未同定の成人発症大脳白質脳症の患者にお

いて，既報とは異なる範囲の重複および欠失変異

を有するLA仏旧I関連ADLDの4家系を同定し

た．
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