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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝及び疫学に関する研究
平成2年度研究報告書

総　括　研　究　報　告　書

主任研究老　高　　橋　　桂　　一

国立療養所兵庫中央病院

本研究班は，昭和59年度～61年度の〔筋ジス

トロフィー症の疫学，病態および治療開発に関

する研究〕および昭和62年度～平成元年度の

〔筋ジストロフィー症の退伝，疫学，臨床およ

び治療開発に関する研究〕（西谷　裕班長）の後

を受けて，新たに分担研究者を公募し，再編成

を行って発足した。本研究班の目標は国立療養

所と関連大学，研究校関の密接な協力体制を確

立し，全国的なフィールドで，筋ジストロフィ

ーの病態，退伝及び疫学に関する研究を行い，

治療への発展をめざすことにある。27の国立療

養所と，大学や研究機関より52名の公募班員と

3名の顧問の班構成で，4つの分野において10

系統のプロジェクト体制を発足した。今年度は

83題の報告がなされた。組織図および班員構成

は巻末に掲げた。以下各分野の研究成果をまと

め，今後の発展の方向性について考察する。

1）遺伝・疫学

Ⅰ－A　疫学

遺伝子診断の発達にともない正確な保因者診

断，出生前診断が可能となってきた。近藤らは

近年の産児数減少と出生間隔短縮をとらえて，

後向的遺伝相談は意味が少なくなり，女子近親

に対する前向的遺伝相談の必要性を強調し，国

立療養所を中心とする診療機関に端末をおいた

全国的遺伝相談ネットワークの可能性について

検討した。家族の協力体制や，秘密保持などの

問題点はあるが，ハイリスクを避けることは重

要であり，データベースとリンクさせて効率的

な遺伝相談が行われるように発展が望まれる。

Ⅰ－B　遺伝子診断・遺伝相談

一方，DNA診断が進歩しても，患者家族に

対する遺伝相談の現場においては様々な問題が

残ることを大澤らは指摘して，今年度は当班班

員全員にアンケート調査を行った。その結果，

相談件数は77％の施設で年間5件以下で，遺伝

子診断は保因者で11－20％，出生前診断は9～

14％の現状である。カウンセリングと医療行為

の間をどのようにしてみたすのか，倫理をふく

めた検討が今後なされるべきである。

遺伝子診断の進歩には目ざましいものがあ

る。特にPolymeraseChain Reaction（PCR）

の手技の普及は特に遺伝子欠失例の診断におい

て大きな成果をもたらした。鈴木らは独自に合

成した22種のオリゴヌクレチオドプライマーを

用い22家系で55％の欠矢を検出している。金

沢らは従来の制限酵素によるDNA多発性の解

析（RFLP）と　PCR　法を比較検討し，PCR

のスクリーニングとしての有用性を確証した。

乾らも同様の方法で種々の臨床例を検索し，臨

床像との対比を行った。遺伝子重複の検索に関

して加藤らはサザンプロットの手技の改良によ

り検出が可能であることを報告した。出生前

診断への応用について片山らは多形分析，CDN

A法，PCR法を比較し，臨床例を紹介した。

その他亀尾，松村らもサザン分析の結果を報告

し，本年度の報告および従来の日本人での解析

結果を合わせると，方法論はほぼ確立してきた

と考えられる。最近　Roberts　らにより報告さ

れた，リンパ球よりmRNAを抽出し，CDNA

に逆転写し，PCRで増幅して分析する方法は

保因者検出の有力な標準法をして急速に普及す

ると考えられる。今後は日本の数カ所の地区で

遺伝子診断をおこなうセンターの設立が期待さ
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れるが，設備，人，ランニングコストの点で直

ちに実現することは困難かもしれない。多くの

患者や家族をかかえ．ている療養所と大学や研究

所がタイアップした迫伝子診断グループがとり

あえず各地域で組織化され，その活動の情報が

患者や家族に伝えられ，効率よく利用されるこ

とが実際的である。

筋緊張性ジストロフィーの退伝子座位は第19

染色体長腕に存在することが知られているが，

三木らは遺伝子単離をめざしてレーザー光線に

よるマイクロダイセクションをおこない，鴻巣

らはApo CII退伝子と対比染色マッピングを

試みた。いまや原因遺伝子の確立は追い込みの

状況にあり，大家系の退伝子解析など，当班員

各位の協力が期待される。

2）臨床・病態

Ⅱ－A　画像診断

石原らは画像診断の欧米の現状を紹介し，問

題点をまとめた。心エコーによる心機能あるい

は病変の評価は，ほは確立されたと考えられる

（石原，矢嶋）。近年のⅩ線CTによる筋の画像

解析はルーティン化され，筋CT所見と機能

あるいは経過との関連が検討された（井上，松

村，鴻巣）。さらにMRIの所見と病変進展部位

（松田），MRIのTl値と関節拘綿の関連（長

柄）などMRIによる機能的画像診断が報告さ

れ，今後MRI装置の普及とともに，機能評価

とより関連して有用な所見が蓄積されると考え

られる。

Ⅱ－B　臨床・病態生理

機能評価について，上肢機能とCT所見（松

家），座位保持機能の評価法の開発（高柳），電気

生理（広瀬，南，大城），レーザードップラーに

よる筋血流量の測定（問野），自律神経機能（三

吉野）など種々の方向からの検討がなされた。

客観的機能評価法の確立は治療法の開発におけ

る評価法としても極めて重要である。日本にお

ける　Duchenne　型（DMD）の自然歴につい

て，新潟のグループよりの報告があるが，一般

に治療効果の判定に用いられるに至っていな

い。ジストロフィンテストによる病型確定と臨

床経過の客観的記載とそのデータベース化は当

班で進めるべき重要な課題と考えられる。

筋緊張性ジストロフィーに関しては，中枢障

害（松岡，秋口，高橋），肺按能（堀川），自律

神経機能（坂井）の検討が報告された。これら

の成果は治療にただちに還元されるものであ

り，薬物療法の工夫とともに病態の解明は重要

である。また本症の胆石症の合併に関して検討

がなされたが（村上），従来胆汁組成の異常も報

告されており，さらに全国的な規模での調査が

なされ，結論が期待される。

DMDの心病変に関してSPECT（金沢），心

電図の遅延電位（松家，岩垣），31p－MRスペク

トル（松村）などにより解析が行われた。ベッ

カー型との相違など今後検討されるべき課題が

のこされている。心不全死の検討は呼吸不全と

の関連もあり，治療法の検討とあわせて第4班

とともに調査が必要である。心不全をきたした

症例の同胞例で運動負荷や薬物療法の影響を検

討する必要がある。

Ⅲ一C　生化学・内分泌

松永はこれ迄報告された筋ジストロフィーに

おける内分泌異常および生化学的研究を考察し

た。血中のNGF（林），CA－Ⅲ（島），ミオシン

軽鎖Ⅰ（松岡）の意義について検討がなされ

た。筋緊張性ジストロフィーの糖・脂質代謝異

常（姜）は画像診断を用いた興味ある所見であ

る。偽副甲状腺機能低下症Ⅱ型煩似病態の確認

（広瀬）は新しい知見である。さらに他施設か

らの追加検討が待たれる。

Ⅲ－D　福山型特別プロジェクト

先天性筋ジストロフィー特に福山型に関する

調査の要請はすでに西谷班で取り上げられてい

たが，さらに調査と診療の充実が社会的にも期

待されているので，福山によりプロジェクトが

発足し，遺伝子解析に関しても第2班と協力し

て家族発症の症例の登録の調査がスタートし

た。筋のCT（福山），頭部MRI（吉岡，松村）

などの画像診断の進歩がみられ，特に松村らの

三次元脳表MRIによる異常脳回の描出は極め

て印象的な成果であった。

3）病理

Ⅳ－A　剖検例・病理

全国の剖検例の登録は西谷班より持続して行

われ，本年度は16例が追加された。また内喉頭
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筋（槍澤），呼吸筋（石原）の病理や，心不全を

望した　DMD　の保因者発症例，拡張型の心病

変を示したベッカー型など興味ある症例が報告

された。最近は剖検率が低下しているが，個々

の症例の詳細な検討が治療にまで反映されるこ

とは疑いがない。班会議でも熱心な討論がなさ

れ有意義であった。

Ⅳ一B　ジストロフィン関連

ジストロフィンに関する研究は病因，診断，

退伝子解析あるいは治療につながる重要な課題

である。三池により現在日本で使用されている

5種類のジストロフィン抗体について免疫組織

化学，ウェスタンプロットなどによる検討がま

とめられた。ジストロフィンテストの普及は当

班の促進すべき重要課題で，病型分類，遺伝子

解析あるいは実験治療の判定の基本となる。杉

田，荒畑らにより開発された抗体が一日も早く

発売されることが期待される。来年度はジスト

ロフィンテストの普及のためのワークショップ

が予定されている。

ジストロフィン遺伝子に関して，松尾らによ

る　DMDの第19ェクソソのスキッビング例は，

コンセンサス配列の異常を伴わない特異なスプ

ライシングの異常によると考えられる症例で，

今後の各症例の検索のあり方に大きな示唆を与

えた。ベッカー型（館ら）や福山型（斉田ら）

のジストロフィン染色の結果，染色の多様性と

再生や壊死過程との関連など興味ある今後の課

題が示された。寺本らはmdxマウスにおける

ジストロフィンを検索し，筋以外の組織におけ

る発現とその意義を考察した。中枢における

isoformの存在の可能性を三池らは考察してお

り，ジストロフィンの生体膜における機能の解

明も含めて今後の発展が期待される。春原らは

ジストロフィンテストの結果と臨床症状をあわ

せて検討し，quadriceps myopathyがベッカー

型の不全型であることを報告した。以前は肢帯

型の不全型とされていたものである。

Ⅳ－A　データ・ベースの確立とネットワー

ク化

データ・ベースの基本体制は既に西谷班によ

り発足し，全国患者のほぼ半数がこれに参加し

ているが，一部の参加が得られず疫学的見地か

らは不完全な状況であり，是非とも当班員の協

力によって全国を包括したものに確立されるこ

とが期待される。またこのデータ・ベースが新

しい治療法の判定などに利用されることが望ま

れる。福永らは今年度の全体統計を示し，今後

の問題点と方向性について検討した。

Ⅳ－B　評価法と治療法の開発

プロジェクト研究として，妻らは，これまで

の筋ジストロフィーの薬物療法を考察し，プレ

ドニソロソ治療が最も有力として，当班で多施

設による治療研究を行う計画を立てている。具

体的な投与量，評価法などが検討されている。

プロスタグランディングの効果（木下，本家）

は循環改善に役立つと思われる。人工換気療法

によるクレアチン代謝の改善（笠木）は興味あ

る報告である。脊柱変形が予後に大きく関与す

ることはよく知られているが，その予防と治療

には困難を伴う。妻らは脊柱変形矯正手術の4

症例を報告した。欧米では以前より行われてい

る治療法ではあるが，今回手術適応の意義につ

いても熱心な討論がなされた。

以上，各分野の総括を行ったが，今後一層班

研究の特徴を生かした研究がなされることが期

待される。
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Ⅰ．遺伝・疫学

A．疫学



肪ジストロフィーの臨床病態と退伝及び疫学に関する研究
平成2年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅰ遺伝・疫学▲

筋ジストロフィーの遺伝相談ネットワークの可能性について

班　　員　近　　藤　　喜代太郎

北海道大学医学部公衆衛生学講座

共同研究者　南　　　良　二1），松　岡　幸　彦2），福　山　幸　夫3）

三吉野　産　治4），鈴　木　義　之5），金　沢　　　一6）

三　木　哲　郎7）

1）国立療養所八雲病院　2）名大神経内科　3）東京女子医大小児科　4）国立療養所西別府病院
5）東京都臨床研　6）国立療養所川棚病院　7）阪大老年科

要　　旨

Duchenne型の遺伝相談，発生予防はDNA

技術の進歩により有効になった反面，産児数減

少，出産間隔短縮のため，組織的な前向的体制

を必要とするようになった。

本研究では，この立場で全国的システムを作

るかどうかを考える前提として，Duchenne型

について，

1）家系登録

2）データノミンクと入出力

3）DNA技術の導入

4）任意の時点・施設から家系登録にアクセ

スして遺伝相談を行なう仕組み

などについて，若干の国療筋ジス施設との共同

研究を計画している。

Ⅰ　研究の意義と必要性

プロジェクトIAは疫学を課題としている

が，Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は

じめ，当班の対象疾患の疫学的知見はすでにか

なり整っているので，lA　ではメンバーの自由

課題の他に，疫学的手法で診療を側面支援する

課題を共通に研究することにしている。

本年度からは表記の課題をとり上げ，当面，

技術的問題の検討をすすめる予定である。

現状では筋ジストロフィーは不治で，とくに

DMD，先天型など致死的疾患が多いので発生

の予防が大切である。しかし筋ジストロフィー

は単因子遺伝性疾患なので，その予防は「遺伝

相談」を通じて息児が誕生する確率を減少する

以外にはない。

この分野は世界的にも関心がもたれ，多くの

国で，治療・リハと遺伝相談とが対策の2本柱

になっているが，日本では前者がきわめてよく

体系化された反面，後者の発展が充分でなかっ

た。しかし　DMD　に限っても，つぎのような

動向のため，この分野は新しい取組みを要する

段階に入っている。

1）患者・家族が養育施設における遺伝対策

の充実を望んでいる（表1）1）

2）産児数減少・出産間隔短縮のため，後向

的遺伝相談がほとんど無意如こなった（表

2）2）。

3）DNA技術の進歩のため，確率によらず，

yes／no　型の保因者診断ができる場合が増し

た。

4）胎児診断の進歩で，碍患する胎児を特定

できる場合が増した。

5）患児の大半が第1子となるため，年長児

の発病を動機とする後向的遺伝相談の機会

が激減し，保因者を事前に検出し，前向的

遺伝相談を行なう仕組みが必要となった。

このような変化のためDMDの遺伝相談は，

個々の事例の主治医が個別的・後向的に対応す

るだけでは不充分となり，全国の関連施設・専
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表1北海道のDuchenne型筋ジストロフィー患者の家族の意見

国立八書評入院当在宅また賃欝設入所中

1．長く家庭生活できるように「在宅ケア」を充
実して欲しい

2．筋ジスと種々の障害を一緒にした施設がよい

3．筋ジス患者を施設に閉じこめるのは好ましく
ない

4．筋ジスでは専門スタッフのもとで「施設ケ
ア」を充実するのが正しい

5．「在宅ケア」が望ましいが，筋ジスでは最終
的には専門施設がよい。

6．現行の筋ジス専門施設は，筋ジスの特性を最
大限に考えて医療・生活・勉学が一元的に行
なわれていて，筋ジス独自の施設としては理
想的である。

7．予防，とくに遺伝対策を筋ジス専門施設で充
実して欲しい

14（8．4）

3（1．8）

15（9．0）

33（19．9）

42（25．3）

30（18．1）

29（17．5）

9（17．0）

1（1．9）

11（20．8）

4（7．5）

11（20．8）

8（15．1）

9（17．0）

166（100．0）l　　53（100．0）

複数回答可，回答延べ数（カッコ内は延べ数の合計に対する％）
近藤：神経進歩34：211，1990

門家が協力して継続的に進めなければならない

状況となった。

本研究では，患者・家族の希望，療育に当る

施設の実情などに配慮しながら，今後，DMD

蓑2　Duchenne型筋ジストロフィーをもつ兄の診断

時期（Ⅹ1）と次位同胞の誕生時期（X2）の関係

Ⅹ2－Ⅹ1　　　観察数　　　累椚数　　　（％）
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近藤ら：昭和60年度当班報告書，1985

の前向的遺伝相談を組識的に進めるに当って，

なにが問題であるかを検討する。

勿論，遺伝相談は各施設の診療行為そのもの

であるから，この研究で検討する仕組みが実施

に移される前には，患者団体の賛意，施設の同

意による参加，ネットワーク体制の確立，その

運用にかかわる問題（経費，マン㌧ペワ－，機密

保持など）をはじめ，多くの問題がある。ェ

しかしlAのプロジェクト研究の段階では，

主につぎの各点を検討し，実施するかしないか

の判断資料としたい。

ⅠⅠ遺伝相談ネットワークの確立の前に検討す

ること

ここでDMD　の「遺伝相談ネットワーク」

では複数の施設が参加し，継続的に運用される

「家系登録」に基いて，DMDの前向的遺伝相

談を行う仕糸1みを指している。

1．家系登録

遺伝性疾患の「家系登録」では，疾患を限り

（血友病，腸管ポリポーシスなど）または地域

を限って，患者・近親者に関する多くの情報を

データバンク化し，遺伝相談をふくむ医療保健

福祉サービスに活用する活動で，英国でとくに

発達している。
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蓑3　遺伝病の家系登録に関する報告要旨

1）遺伝病を伝える確率が高い（1／10以上）家系を登録し，遺伝相談に活用する。

2）地域の遺伝病センターにおかれるべきで，特定の疾患（血友病など）の全国的登録制度と
は協力する。

3）本人の承諾を得て登録する。

4）地域の家庭医と協力して運用する。

5）他地域の登録制度と協力できるように，仕組み，コード化などを共通にする。

6）電算機の利用が前提である。端末操作上の資格，秘密保持，機種プログラムの統一など，

技術的問題を解決する。

7）専門スタッフと給与

ClinicalGenetics Society Working Party，UK：J med Genet15：435，1978

家系 番号 個 人 コー ド 個 人情報 患 者番号（先端書のみ）

性．年令

環愚の有無

C P K 値 等

患者情報の

呼出 し
家 族織 成

J

家 系 図 作 成

図1　愚老レコードの構成．

索引レコード

病歴レコードアドレスレコード

索引レコードは個人同定に用いる情報で、個有名詞をふ

くみ、必要に応じて秘密化する部分、アドレス、病歴、
家族性レコードはすべて数値コードによって表現されて
いる．la．lb．…6、7、8、…は図2に示したデータ

カードの構成を示している。

発症と経過

諸検査

死亡に関する情報

家族歴レコード

）家系内発症

近藤ら；昭和58年度当班研究報告書，192，1984

英国では保健と医療を包括化し，National　　掟としてはいるが3），DMD　の場合にも参考に

Health Service　という国営の組織が担当して　　なる点をふくんでいる。国療筋ジス施設をネッ

おり，地域別に構成された1次，2次，3次機　　トワーク化して　DMD　の遺伝相談を試行する

関が実務を行っている。表3はこの仕組みを前　　場合，当初，つぎのような手順が考えられる。
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近藤ら；昭和58年度当班研究報告書

1）ある施設，例えは北大公衆衛生に親コン

ピュータを置き，登録に参加する施設と「パ

ソコン通信」ができるようにする。

2）DMDを診断したとき，その女子近親，

とくに姉妹の保因者検査などを行なう。

3）患者の保護者などに遺伝相談の意義，

DNAによる保因者診断，絨毛穿刺による

出生前診断などについての知識を提供し，

希望があれは家系登録ができることを説明

する。

4）希望があった場合，パソコン通后によっ

て親コンピュータに家系登録を行なう。

2．データノベンク

臨床の場で借用される方法で措いた家系図と

mf m
X X

ロ　　の
l l

I－I

m－l－

11　12

8　　0

l－＿「

ll I2　13

川■＋∈）＋の

近親の情報を電算化し，それを数値出力し，さ

らに元の家系図として自動的に描記する方法は

すでに確立されている（図1，2）4）。

3．DNA技術など

保因者診断，DMDの出生前診断には従来の

方法もあるが，DNA技術の導入でその精度が

著しく高まる場合があり，確率によらないで，

yes／no　型で診断できることも少くない。そこ

でこのネットワークはDNA技術の利用を前提

として拡大することがより望ましい。

4．任意の時点・施設から家系登録にアクセ

スする仕組み

初期登録の内容を，ホ後の時点で，他の施設

から改変し，または出力する行為をパソコン通

－　8　－



信で試行する。

ⅠⅠⅠ今後の方針

Ⅱの2はすでに完成し，プログラム化されて

いる。それで3をもつ施設と共同してネットワ

ークの原形となるチームをつくって，若干の家

系の実例，またはプライバシー問題を避けるた

め，架空の事例を用いて，1，2，4を試行し，

技術的な問題点を明らかにしたい。

この段階で本班の他のプロジェクト，とくに

lB遺伝相談との協力が必要である。さらに広

い範囲，とくに患者団体の意見を得て運用にと

もなう問題を検討することとしたい。

文　　献

1）近藤喜代太郎ら：平成元年度当班研究報告書，5，

1990

2）近藤喜代太郎ら：昭和60年度当班研究報告乱66，

1986

3）Emery AEH，Brough C et al：A report on

genetic reglStries based on the report of the

Clinical Genetics Society Working Party．J

med Genet15：435，1978

4）近藤喜代太郎ら：昭和58年度当班研究報告書，

192，1984
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Ⅰ．遺伝・疫学

B．遺伝子診断・遺伝相談



筋ジストロフィーの臨床病態と退伝及び疫学に関する研究
平成2年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅰ遺伝・疫学

遺伝相談の現状把握と今後解決すべき課題の検討

班　　員　福　　山　　幸　　夫

東京女子医科大学小児科

共同研究者　三吉野　産　治11鈴　木　義　之2），金　澤　　一3）

三　木　哲　郎4），大　澤　真木子5）
1）国立療養所西別府病院小児科　2）東京都臨床医学総合研究所　3）国療川棚病院神経内科国立療養所

4）阪大老年病医学　5）東京女子医大小児科

要　　旨

遺伝相談ネットワークの確立は本班の目的の

1つである。そこで本班における遺伝相談の現

状を把捉し，今後解決すべき問題を探るために

班員および顧問55名を対象にアンケート調査を

実施し，44施設80％から回答を得た。遺伝相談

は30施設で実施されていたが，1年間の相談件

数は5件以下が22施設77％と最も多かった。回

答施設の遺伝子診断の実施状況は，患者で2ト

27％，保因者で11－20％，出生前診断で9－14％

であった。14施設から出生前診断の適応正っき

意見が述べられ，保因者又はその可能性のある

女性の妊娠後の相談で実施が9施設で，妊娠前

から計画的に出生前診断を勧めるが12，勧めな

いが2であった。患者の遺伝子診断，保因者診

断，出生前診断に対し倫理的な配慮について

は，必要が順に55，57，57％，不要が18，14，16

％であった。遺伝子診断が遺伝相談サービスに

実際的に応用可能となる．よう技術の向上・経済

的基盤の確立・倫理的コンセンサスを得ること

が重要である。

目　　的

本プロジェクトは，平成元年度には，恩児家

族への遺伝相談サービスのため教育材料として

小冊子『筋ジストロフィー症のやさしい退伝相

談～患者・家族のために～』を作成した。同冊

子の読後アンケートが約10人より送付された

が，主として患者家族とパラメディカルスタッ

フからのものである。筋ジス協会より事業の1

つとして同冊子印刷の要望も出されており，患

者家族からの遺伝相談への要求が大きいと考え

られる。本研究班の目的の1つとして遺伝相談

ネットワークの確立がかかげられている。そこ

で本研究班における遺伝相談の現状を把捉し，

今後解決すべき問題を探るためにアンケート調

査を実施した。

方　　法

本研究班班員および顧問55名を対象に，表1

に示すアンケート調査を実施した。

結＿　果

1．アンケート回収率：回答は44施設80％か

ら得られた。

2．アンケート結果：1）遺伝相談を実施：

30施設68％，非実施：14施設32％，前者におけ

る過去1年の相談件数は5件未満22施設，5～

9件2施設，10～14件3施設，15件以上1施

設，不明2施設で，後者の理由は，1．臨床例

を扱っていない7施設，2．患者からの要求が

ない5施設，3．遺伝相談をしている時間がな

い2施設，4．相談をする自信がない2施設で

あり，項目3と2ないし4の重複回答が各々1

件あった。

2）遺伝子診断の実施状況，適応は，表2，

3の如くであった。各方法ごとの退伝子診断の
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蓑1　アンケート調査の実際の設問内容

1）遺伝相談を　a　している　b　していない
1）－l aとお答えの先生は，過去1年に何件くらい

退伝相談をされましたか
1）－2　bとのお答えの先生は，理由をお答え下さい

1．臨床例を扱っていない，
2．患者さんからの要求がない
3．遺伝相談をしている時間がない

4．遺伝相談をする自信がない

2）患者の遺伝子診断を
1．RFLP　を用いて　　aしている　bしていない
2．cDNAを用いて　　aしている　bしていない

3．PCR法を用いて　aしている　bしていない

2）一1，2，3，aとお答えの先生
退伝子診断の適応はどのようにしておられますか
1．患者または家族には特に理由を説明しないが，

必要な検査として採血する
2．患者または家族に説明し，極力協力してもらう

3．患者または家族に説明し，希望があった場合
4．遺伝相談の希望があった場合に，退伝子診断の

可能性について説明する。
5．退伝相談をしている他施設の医師から依頼があ

った場合に分析をうけおう。
6．その他（　　　　　　　　　　　　　　　）

2）－1．2，3，aとお答えの先生，

の程度ですか

1．RFLP

2．cDNA

3．PCR

各々の検出率はど

3）保因者の遺伝子診断
1．RFLP aしている　bしていない
2．cDNA aしている　bしていない

3．PCR法を利用　　aしている　bしていない

3）一1，2，3，aとお答えの先生
迫伝子診断の適応はどのようにしておられますか
1．患者または家族には特に理由を説明しないが，

必要な検査として採血する
2．患者または家族に説明し，極力協力してもらう

3．患者または家族に説明し，希望があった場合
4．退伝相談の希望があった場合に，遺伝子診断の

可能性について説明する。
5．遺伝相談をしている他施設の医師から依頼があ
った場合に分析をうけおう。

6．その他

4）出生前診断を
A l．RFLP　を用いて
aしている　bしていない

2．cDNAを用いて
aしている　bしていない

3．PCR法を用いて
aしている　bしていない

4．性別の判定のみ
aしている　bしていない

B l．級毛膜を用いて
aしている　bしていない

2．羊水を用いて

aしている　bしていない

4）－1，2．3．4　aとお答えの先生
出生前診断の適応はどのようにしておられますか

A　保田女性または保因者である可能性のある女性が
妊娠した後に相談をうけた場合

1．保田女性がすでに妊娠しており，
a．患者のcDNAにおける欠矢が判明している場
合のみ

b．患者のcDNAにおける欠矢が判明していなく
ても

2．保因者が否かは不明だが可能性のある女性がすで
に妊娠している場合

a．患者のCDNAにおける欠矢が判明している場
ノゝ

b．患者のcDNAにおける欠矢が判明していなく
ても

3．保困女性がすでに妊娠しているが，患者のCDNA
の検査はまだ実施されていない場合も行なう

4．保因者か香かは不明だが可能性のある女性が既に
妊娠しており，患者のcDNAの検査はまだ実施
されていない場合も行なう

5．その他（

B　保田女性または保因者である可能性のある女性が
今後妊娠したいと思っている時点から，出生前診
断の可能性について話し，計画的に妊娠を
1．勧める　2．勧めない

C．その他（　　　　　　　　　　　　　　　　）

5）患者の遺伝子診断，保因者診断，出生前診断につ
いて何か倫理的な配慮をしておられますか

1．患者の遺伝子診断について倫理的配慮は

必要　　不要
2．保因者の退伝子診断について倫理的配慮は
必要　　不安
3．出生前診断について倫理的配慮は　必要　不要

6）具体的にどのような配慮をしておられますか
1．貴施設の倫理委員会に

a　申請し許可を得た　b　申請中
C　申請予定　　　　　d　倫理委員会がない

aとお答えの先生具体的条件をお知らせください

2．その他

7）何か御意見がございましたら御記入下さい

検出率は算出していないという回答が多かった　10％～70％，PCRでは31～50％という回答が

が，1．RFLPでは10％～90％，CDNAでは　　あった。
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蓑2　退伝子診断の実施状況（対象44施設）

4．伴性遺伝の性別判定l　　2

表3　遺伝子診断の適応

患者または家族に

1．理由を説明せず，必要な検査として採血する

2．説明し，極力協力してもらう

3．説明し，希望があった場合

4．迫伝相談の希望があった場合に，遺伝子診断の
可能性を説明

5．退伝相談をしている他施設からの依掛こより分
析をうけおう

患者　　　　保因者
数（％）　　数（％）

1（5）　　　0（0）

9（47）　　　3（27）

6（32）　　　4（36）

7（37）　　　6（55）

8（42）　　　4（36）

回答施設数　　　　　　　　　　　　　　　19（100）　11（100）

注：2，4，5は重複回答があった。

3）出生前診断の適応については14施設から

回答が得られ，残りの30施設は無回答であっ

た。保因者／可能性のある女性が妊娠後に相談

をうけた場合実施するのが9施設で，そのうち

わけとして，まず明確な保因者が既に妊娠して

おり，患者のcDNAにおける欠矢が判明してい

る場合のみ実施が1，判明していなくても実施

が2で，次に，保因者の可能性のある女性が既

に妊娠している場合に，患者のcDNAの欠矢

が判明している場合に限るのは0で，判明して

いなくても実施が2であった。さらに，患者の

cDNAの検査はまだ実施されていない場合も明

確な保因者が既に妊娠していれば実施が2，保

因者の可能性のある女性が既に妊娠していれば

実施が3であった。

次に保因者／保因者の可能性のある女性が，

将来妊娠したいと思っている時点から，出生前

診断の可能性につき話し，計画的に妊娠・出生

前診断を1．勧めるが12施設，2．勧めないが

2施設で，3．その他：本人家族の希望に添う

という回答もあった。

4）遺伝子分析による患者・保因者・出生前

診断に対する倫理的配慮の安否は，表4の如く

であった。

5）具体的対策として，施設の倫理委員会に

a申請し許可を得た2，b申請中0，C申請予

定2に対し，d倫理委員会がないが16，倫理委

員会に申請は不要が5件あった。
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2．その他，退伝子診断をとり入れた退伝相

談サービスを行ないたいが，実際には依頼先の

問題，時間的制約の問題などで遺伝子診断結果

を応用できず，遺伝相談サービスのための遺伝

子診断を実施するセンターを班として確立，あ

るいは分担決定の要望があった。

考　　案

退伝相談とは，正確な診断に基づく医学的知

識，正確な遺伝情報，家系情報に基づく確率，

既知の経験的確率などの退伝情報を提供し，

患者および家族の苦悩を可及的にとり除き，与

えられた情報を相談者が正当に解釈し行動し

うるよう援助することである。分子遺伝学の進

歩により，筋ジストロフィーでは，DuchennC

型／Becker型，myOtOnic dystrophy，顔面肩

甲上腕型，脊髄性筋萎縮症の急性・位性型

WerdnigLHoffmann病，での遺伝分析・診断

が可能となり，特に前2着に関する報告は多

い。しかしながら，これらの分析結果は必ずし

も実際の患者の遺伝相談サービスには応用され

ていない。現行の保険制度1）では，遺伝相談・

出生前診断に対する経済的基盤が確立されてい

ない。現在の所，医学の先端的遺伝子分析およ

び解釈はあくまでも研究として研究費でまかな

われている。遺伝相談サービスとして情報提供

が行われた場合に，人件費・材料費・設備費な

どの経済的保証が何らかの形で確立される必

要がある。また遺伝子分析等の検査が行われた

場合は必ず文書なり記録の形で患者および家族

に資料を渡すか，要望時にはすぐに情報を提供

できる体制を確立することが重要である。

一方倫理的コンセンサス，法的支持を得な

いまま，出生前診断技術は急速に進歩した。

DMD　の出生前診断として，CDNA　分析によ

る方法が可能となり，伴性遺伝における従来の

胎児の性別判定方法に比べ，健康男児の流産を

防止しうる可能性が生じてきた。現状では，

cDNA分析による曜患者発見率は50～70％で

ある。また出生前診断を望む場合，『妊娠前に

遺伝子診断を行い，患者におけるDNA欠失ま

たは重複の証明された家系』でのみ出生前診断

が可能である。今回のアンケートで，遺伝子診

表4：遺伝子診断における倫理的配慮の安否

断に倫理的配慮は不要という回答が14～18％

（表4）に見られた。遺伝子診断は，患者の正確

な診断のための検査と解釈できるし，保因者に

ついても家族・本人の希望があれば問題ない。

しかし，筋ジストロフィー症に対する胎児治療

の方法は確立されておらず，妊婦死亡や流産の

誘発などの危険も伴う出生前診断は，『結果に

よっては妊娠の中断をする』という前提と時間

的問題が解決されていなければ，実施すべきで

はない。最近法律的な子宮外での胎児の生育限

界は妊娠24週から22過に変更になった2）。また

上記前提が要望される場合で，『胎児が病気な

ので妊娠の継続を断念する』という行為は，現

在の法律では認められていない2）。したがって

単に家族の希望や個人の医師の判断で進められ

るべき事ではなく，倫理的判断基準の確立が必

要である。今回の調査では倫理委員会が該当施

設にないか，あっても申請の必要なしという回

答が半数近い21施設から寄せられていた。東京

女子医大では，あらかじめ患者の遺伝子の異常

が判明している家系の保因者が妊娠した場合に

のみ出生前診断法を実施する許可を倫理委員会

から得ている。この場合，DuchennC型患者を

持つ家系での無差別な人工妊娠中絶を回避する

ことが可能となり，また性別判定法に比し正常

男児を救済可能という点で勝る。今後より良い

遺伝相談確立のためには，一定の倫理的コンセ

ンサスを得る必要がある。最後にアンケートに

御協力頂いた諸先生に深謝致します。

文　　献

1）厚生省保険局医療課・厚生省老人保健福祉部老人

保健課（編）．点数表の解釈甲表鼠　東京：社会
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2）品川后艮：出生への人為的介入とそれについての
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MultiplexPolymerase Chain Reactionを利用した

Duchenne型筋ジストロフィーのスクリーニング

斑　　員　鈴　　木　　義　　之

東京都臨床医学総合研究所

共同研究者　桜　庭　　　均，石　井　恵　子，新　本　美智枝
東京都臨床医学総合研究所臨床退伝学

要　　旨

酵素的遺伝子増幅法を用いた　Duchenne　型

筋ジストロフィーのスクリーニングを行うため

の反応条件の検討を行った。本症におけるジス

トロフィン退伝子欠矢のhot spotを含む11の

exonに相当するDNA断片を2つの反応系に

分けて増幅した。この方法により異なる29家系

の本症患者の分析を行い，約40％に欠矢を見

出した。そのうち約1／2はジストロフィン遺伝

子中央部に，また約1／3は5′側に存在し，従

来のジストロフィンcDNAをプローブとする

Southern　法による結果と一致した。発見率や

操作の容易さ，迅速性から遺伝子診断スクリー

ニングや病態研究に有用と考えられた。

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）で

は，その50～70％にジストロフィγ遺伝子の欠

矢が存在し，当該退伝子の5′側および中央に

そのhot spotがあることが知られている1）2）。

これらの欠矢を利用して本症の退伝子診断の試

みがなされており，最近は，pOlymerase chain

reaction（PCR）によるスクリーニング法が開

発された3）。この方法は迅速かつ手技が容易で

放射性物質を使用しないなどの数々の利点を持

つが，プライマーの選択や反応液の組成，酵素

の種類により必ずしも良い結果が得られるとは

限らない。我々は欠矢のhot spotを含む11の

exon断片を増幅し，DMD遺伝子診断への応

用を試みた。

方　　法

29家系の異なる　DMD　家系の患者由来の末

梢白血球または培養リンパ芽球からDNAを分

離して試料とした。Chamberlain　ら3）や　Be－

ggsら4）により提案された，または独自に選択

した塩基配列を持つ11組22種のオリゴヌクレオ

チドを合成し，プライマーとした。すなわち，

exonl，3，6，8，13，17，43，47，50，52および

60の全体または一部を含む部分（各々長さ240，

410，202，360，238，416，357，181，271，113，139

塩基対）を包括できる様に構成した。種々のプ

ライマーの組合わせによる予備実験を行い，増

幅産物の大きさと増幅効率などの点から，最終

的に各々の試料に対して2つの反応を行った。

反応Ⅰではexonl，3，6，8，47を増幅するた

めの，また反応Ⅱではexonl3，17，43，50，52，

60を増幅するためのプライマーの組み合わせを

用いた。PCRは反応I，ⅡともにDNA2FLg，

100mM KCl，20mM Tris－HCl（pH8．3），3

mMMgC12，0．2mg／mlge】atin，200FLMdNTP，

各々0．25′gのセンスまたはアンチセンスプラ

イマー（反応Ⅰでは5組，反応Ⅱでは6組），5u

7bq DNA polymerase（Perkin Elmer Cetus

社製）の条件で全量50／′1とし，Oi150／上1を重

層して，denaturing94OC，1分，annealing55

℃2分，eXtenSion72℃，3分のサイクルで30

回行った。PCR終了後，反応液から20／Jlを

取り，1．5％アガロースゲル電気泳動後にエチ

－15　－
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図　Multiplex PCRによるジストロフィン遺伝子の増幅

DMD患者＃303，29l，289において，eXOn47と50に相当するDNA断片が欠失している。

表　DMD愚老におけるジストロフィン遺伝子欠失

欠失エクソン　　　　　　　　　　　　　家系数

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

3，6　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

8，13，17，43，47，50　　　　　　　1

ジウムブロマイド染色により増幅産物を検出し

た。

結果と考察

multiplexPCRでは，これまで報告された如

く，反応条件によって非特異的バンドの出現の

有無や特異的バンドの検出度などに違いが認め

られた。目指す反応産物が泳動ゲル上で明確に

区別でき，非特異産物ができるだけ少なくなる

様な条件を求め，上記の至適条件を設定した

（図）。この条件下にmultiplex PCRを行い，

異なる29家系の患者中11例（約40％）に欠失

を認めた。そのうちの半数がジストロフィン遺

伝子の中央部分，また1／3が5′側のhot spot

に存在した（表）。本法で発見された欠矢の一

部については，ジストロフィン　cDNAをプロ

～ブとする　Southern法でその確認を行い，

同一の結果を得た。本法は欠矢の発見率や操作

性から考えて，DMDの診断上また病態の研究

上からも一次スクリーニングの手段として有用

であると考えられた。

文　　献

1）DenI）unnanJT，et al：Direct detection of

morethan50％ofthe Duchenne muscular dy－

strophy mutations by丘eldinversion gels．Na・
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2）KoenigM，et al：The molecular basis for Du－

Chenne versus Becker museular dystr（－phy：

COrrelation of severity with type of deletion，
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3）ChamberlainJS，et al：Deletion screening of

the Duchenne muscular dystrophylocus via

multiplex DNA ampli丘cation NucI Acids Res

16：1141－11156，1988
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PCR法を用いたDuchenne型筋ジストロフイ～症

での遺伝子診断

班　　員　金　　沢

国立療養所川棚病院

共同研究者　藤　下　　　敏1），渋　谷　統　寿1），新　川　詔　夫2）
1）国立療養所川棚病院　2）長崎大学医学部原研遺伝

要　　旨

DMDの遺伝子診断の迅速化のため，PCR

を用いて，退伝子欠矢の検索や，多型による保

因者診断を行い従来の　cDNAによる方法と比

較した。DMD　または　BMD　の55家系を対象

として，末梢血や胎児胎盤よりDNAを抽出し

た。遺伝子欠矢の判定のための　Primer　は，

dystrophinのexon81945475152を使用

し，多型解析のために遺伝子多型を示すpERT

87－15XmnI，87－8Taql，3′cAを使用した。

26名でPCRで欠矢を認め，その分布は8（2

名），19（4名），45（5名），47（8名），51（12

名），52（12名）であった。多型を示すPrimer

のMajor Alleleのサイズと頻度，ヘテロ接合

率はpERT87－15／XmnI（730bp，0．58，0．43），

pERT87－8／TaqI（145bp，0．74，0．35），3′cA

（133bp，0．83，0．34）であった。PCR法によ

る遺伝子診断は，欠矢を患者の52％で検出し

cDNA　プローブで証明した欠失とはは一致し

た。多型は74％の母親でヘテロを示し，PCR

法はスクリーニングとして有効と考えられた。

P r ob e p84　　　　　　　p87

日　　的

Duchenne型筋ジストロフィー症（DMD）や

Becker型筋ジストロフィー症（BMD）の遺伝

子診断では，従来Ⅹ染色体プローブをラジオア

イソトープなどでラベルしたScuthern hybri・

dization法で行なっていたが，この方法は時間

的な問題や，ラジオアイソトープの使用制約が

あった。

今回Polymerase Chane Reaction（PCR）

法を用い，DNA多型による保因者ならびに出

生前診断を行った。またcDNAプローブによ

る欠矢の範囲と比較し，欠矢のスクリーニング

法として有効な，報告されたexon primerを

選び，スクリーニング検査としてのPCR法の

有用性を検討した。

対象ならびに方法

お互いに血縁関係のない，DMDまたはBM

Dの55家系を対象とし，DNAは従来報告され

ている方法で，患者血液または妊娠8週目の胎

児絨毛より抽出した。dystrophin内部で遺伝

p20　　　　J66　3’cA

D ys t．r o phi n

E x o n

Si z e O

†　†

8　19

††††

45　47　5152

図1Dystrophin内でのprimerの位置
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87－15／Xmnl

←－730b p

←520b p

十一210b p

図2　pERT87－15／XmnIの囲

女性DNAを87－15で増幅後，その産物の一部

を制限酵素XmnIで切断。左端は分子量マー

カー，増幅されたバンドのサイズは730bpと

520bp，210bpで，Alleleは730bpと520bp

十210bp。

子多塑性を示すprimer　3種，Dystrophinの

5′　よりの　pERT87L15XmnI，pERT87－8

TaqIl）と，3′側のPrimer3′cA2）と，dystro－

phinのexon部を示すprimer3）4）のうち6種

類を　DNA synthesizer　により合成した（図

1）。Template DNAやTaq polymerase，

primer，dNTP　の混合液を，Program temp

controI systemで30回のcycleで増幅した。

このうちpERT87－15XmnIは増幅産物の10

FLを制限酵素XmnllOUで切断，pERT87－

8TaqIは制限酵素　TaqllOU　で切断して

から，8－16％のpolyacrylamide gelで電気

泳動を行ない，ethidium bromideで染色後撮

影した（図2）。

欠失検索は制限酵素HindⅢ，BglⅡを用

いて切断L，CDNA1－9　のプローブを用いて

Southernhybridizationにて欠矢の範囲を調べ

た5）6）。

結　　果

53～55名のお互いに血縁関係のない母親での

primerの多型を調べたところ，87－15を制限酵

素　XmnIで切断したものは　Allele　のサイズ

が730bp　を示すものが59％と多く，ヘテロ接

合率（PIC）は43％であった。87－8を制限酵素

TaqIで切断したものはMajor alleleが145

bpでその率は74％で，ヘテロ接合率は35％，

3′cAは133bpが多くで83％でヘテロ率が34

％であった（表1）。

87－15，87－8は以前報告した正常日本人女性

のX染色体プローブによる多型の頻度と同じで

あった5）。

30名の遺伝子欠矢のexonのサイズはcDNA

による検索では1つから最大32あり，eXOn8，

19，45，47，51，52の組み合せで欠矢の96％を

カバーした（図3）。

e用n R　　　19　　　　　　　　　　45　475152

図3　欠矢と　Primerの位置

結　　論

3種のPCR primerを使用することでヘテ

ロ率からは76％で診断可能と計算され，実際74

表l Primer Allele

Primer Enzyme size（b。チlleleFr。。　PIC N還，Of

pERT87－15　　　　XmnI 730　　　　　　0．58　　　0．43

520＋210　　　0．42

pERT87－8　　　　TaqI　　　145　　　　　0．47　　　0．35

74＋　71　　0．26　　　　　　　　　106

3′cA 137　　　　　　0．17　　　0．34

133　　　　　　0．83　　　　　　　　　110
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％の母親がすくなくとも一つのPrimerでヘテ

ロ接合体を示した。しかし，Abbs等はpERT

87と3′cAの間の組み替え率は9．2％と報告し

ている7）。我々も4家系に遺伝子組み替えを認

め，そのうち2家系はその間に遺伝子欠矢が存

在した。RFLP　による遺伝子解析ではこの組

替えの問題が存在するため，多くのprimerで

調べて結果を出す方がよい。しかし現在のとこ

ろPCR primerが少ないため，Southern hy・

bridization　法による他のプローブでの多型の

検索も必要と思われる。

一方現在まで18種類のexon prlmerが報告

されているが3），それでも全ての欠矢は検出で

きず，また　duplication　も7％報告されてお

り8），この検出が困難と思われ，またPCR　で

は遺伝子量解析による保因者診断は困難と思わ

れ，欠失検出後cDNAプローブを使用して，

退伝子量解析を行なわなければならない。

そこで，我々は6種類のprimerで，遺伝子

欠矢の53％で欠矢を証明したことより，まず遺

伝子診断ではPCR法で遺伝子欠矢を検索し，

欠矢を認めた患者ではその部分のcDNA　プロ

ーブを用いて遺伝子量解析による遺伝子診断

を行うことにしている。欠矢のない患者家系で

は，全てのcDNA　プローブを用いて欠矢や重

複の嘩事を行い，退伝子診断を行うことが必要

である。

ま　と　め

3種類の多型のprimerで74％の家系で有用

であり，53％の患者で欠矢を証明した。PCR

法は検出率に問題があるが，時間，場所の利点

より退伝子診断のスクリーニング検査として有

用であると考えられた。

文　　献
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進行性筋ジストロフィー患者における

遺伝子欠失及び重複の検討

班　　員　加　　藤　　真　　吾

慶応義塾大学医学部徴生物学教室

共同研究者　平　石　佳　之1），高　野　利　也1），石　原　博　幸2）
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要　　旨

進行性筋ジストロフィーはⅩ染色体上のジス

トロフィン遺伝子の異常によるものであること

が明らかにされ，退伝子診断が可能となった。

この遺伝子診断にサザンプロット法が有効であ

るかを調べるために，サザンプロット法にいく

つかの改良を施して明瞭で定量性のあるバンド

が得られるようにし，それを用いて86例の進行

性筋ジストロフィー患者における遺伝子異常を

検索した。その結果，遺伝子異常，特に重複が

客観的に判別可能であることが分かった。ま

た，重複の頻度は13％と以前の研究結果の6～

7％よりもかなり高く，欠矢の頻度56％の4分

の1にも達した。これは，遺伝子診断において

重複が無視できないことを示している。将来，

筋ジストロフィーの退伝子診断においてサザン

プロット法をルーチンに行うためには，自動

化とコンピュータ化を進めることによって定量

性，再現性，客観性に優れたシステムを作る必

要がある。

日　　的

Duchenne　型（DMD）および　Becker　型

（BMD）進行性筋ジストロフィーは，Ⅹ染色体

上に存在するジストロフィン遺伝子の異常に、

よることが明らかにされ，そのcDNAの全塩

基配列が決定された1）2）。これによって進行性

筋ジストロフィーの遺伝子診断が可能となっ

た。ジストロフィン遺伝子の異常を調べる方法

の一つとして，CDNAをプローブとするサザ

ンプロット法によって退伝子の欠失及び重複を

検出することが広く行われている。しかし，ジ

ストロフィン遺伝子は65以上のエクソンからな

り，CDNAが14kb　と長いために，明瞭なバ

ンドを得ることは容易ではなく，特にバンドの

濃さから重複を判定することは困難である。進

行性筋ジストロフィーの遺伝子診断を的確に行

うためにはこのような技術的困難を克服するこ

とが重要である。そこで我々は，従来のサザン

ブ占ット法にいくつかの改良を施してより明瞭

で定量性のあるバンドを得るようにし，それを

用いて比較的多数の　DMD及び　BMD患者

におけるジストロフィン遺伝子の異常検索を行

い，その結果を基に遺伝子診断におけるサザン

プロット法の実用性を検討した。

方　　法

対象は国立療養所東埼玉病院でDMD，BMD

及びoutlierと診断された血縁関係のない患者

それぞれ81名，4名及び1名である。対象者か

ら末梢血　20mg　をヘパリン採取し，通常の方

法でDNAを抽出した後，制限酵素HindⅢ

で切断し，ジストロフィンcDNAを用いてサ

ザンプロット法を行った。重複が認められたも

のについては制限酵素　Bglll　を用いて再確認

した。従事よく用いられているcDNAプロー

ブ9－14をさらに5個に分割し，反復配列の存在
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図1　ジストロフィン退伝子の欠失例，YTは正常男子のDNA．

probe　8

する12kbから14kb以外の全ての領域につ

いて解析した。一部の症例についてはオートラ

ジオグラフィーをデンシトメーター（島津2波

長フライングスポットスキャナーCS－9000）に

かけて，バンドのシグナル強度を比較した。サ

ザンプロット法において工夫した主な点は以下

の通りである。rl）電気泳動するDNA量を可

能な限り均一にした。（2）DNA　結合能の強い

正電荷ナイロン膜を使用し，プローブを変えて

数回再利用した。（3）ランダムプライマーを用

いて109cpm／〃g以上の此活性をもつプローブ

を調製した。（4）ハイブリダイゼーション液お

よび洗浄液中のSDS濃度を1％にしてバック

グラウンドを抑えた。

結果と考察

図1に典型的なジストロフィン退伝子の欠失

例を示す。患者79，80，86，88，89において明

かにバンドの消失が認められる。図2には患者

69において認められた遺伝子の重複例を示す。

HindIIl　切断においても　BglII　切断において

HindlII dig．

69　YT

控だ警当年　㌧ぷ義＊逐

槻　二霊霊芝

BgIIl dig．

69　YT

莞≡：　蒜蒜

図2　ジストロフィン遺伝子の重複例，YTは正常男
子のDNA．
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‾　　　二　mi9ration

図3　ジストロフィン遺伝子のデソシトメトリーの結果，YTは正常男子のDNA．

も，隣の正常なバンドノミターンと比較して2本

のバンドが濃くなっている。これらそれぞれ2

本のバンドは同じェクソンに対応していること

が分かっている3）。このように重複の判定はバ

ンドの濃さを基にするために，欠矢の判定ほど

歴然としていないので，重複が疑われる症例に

ついては全てHindHlと　BglHの両方の切断

で確認した。

重複の判定をより客観的に行えるかどうかを

調べるために，患者70において認められた部分

重複を含むバンドノミターンと正常なバンドパタ

ーンをデンシトメーターにかけて比較した（図

3）。各ピークの面積及び対応するピーク間の

面積比を表2に示す。オートラジオグラフィー

においては同じ濃さと判断されるバンド1，6，

7の面積比は1に近く，重複を示すと判断され

るバンド2－5の面積比は2に近い。この結果

は，適当なシグナル読み取り装置を用いること

によって遺伝子診断の自動判定が可能であるこ

とを示している。

蓑1　ジストロフィン遺伝子の異常検索の結果

症例数　　　86（5）

欠失　　　　48（3）（56％）in－frame　　　4（0）

frameshift　　40（3）

unknown（JF）4（0）

重複　　　11（0）（13％）in－frame O

frameshift　　　　9

unknown（JF）2

RFLP（？）　4（0）（5％）

検知されず　26（2）（30％）

（）内はBMDとOutlierの合計を示す。

unknown（JF）はjunction fragmentがあるために
in－frame　か　frameshift　かの判断ができないことを

示す。RFLP　4例のうち2例は欠失，1例は重複を
伴う。

ジストロフィン遺伝子異常の検出結果を蓑1

にまとめる。全患者のうち欠矢が56％，重複

が13％で認められた。DMD患者の欠矢のはと
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表2　デソシトメトリーにおける各ピークの面積と比

ピーク　讃　監7。　HK盈／，T

9570　　　　7262

15010　　　27332

7159　　　16284

32493　　　62700

15918　　　32347

40244　　　36453

16802　　15070

6

　

2

　

7

　

3

　

3

　

1

　

0

7

　

8

　

2

　

9

　

　

0

　

9

　

9

0

　

1

　

2

　

1

　

2

　

0

　

0

んどは　frameshift　を起こしており，reading

frametheory4）に合っている。今回の重複の出

現頻度は他の研究結果（6～7％）5）6）と比べて

非常に高い。その原因として，サザンプロット

法の定量性の向上，人種間の差，対象数の不足

が考えられる。いずれにせよ，今回の結果は，

退伝子診断において欠失だけに注目するのは片

手落ちであり，定量性の高いサザンプロット法

によって重複を正確に判定しなければならない

ことを示している。その意味で，重複を検出で

Duplication

きないPCRにだけ斬るのは危険と言える。

欠失及び重複の領域を図4に示す。欠失，重

複ともにmajorhotspot（cDNA上の7－8kb付

近）及びminor hot spot（cDNA　上の　ト2

kb　付近）を中心に検出された。ここで興味深

いのは，拡大図の中に示したように，欠失領域

が同じにも関わらず臨床所見がDMDとBMD

に分かれる場合が2例見つかったことである。

このことは，欠失パターンによって臨床状腰を

予測することが困難であることを意味すると同

時に，環境因子によって病状の進行を遅らせる

可能性を示唆している。

ま　と　め

進行性筋ジストロフィー患者におけるジスト

ロフィン遺伝子の異常を，いくつかの改良を加

えて明瞭で定量性のあるバンドを与えるように

したサザンプロット法を用いて詳細に検討し

た。その結果，遺伝子異常，特に重複が容易に

判別できた。また，重複の頻度は以前の研究結

果よりもかなり高く，欠矢の頻度の4分の1に

－
－

Deletion

ll■ －
－ 二
■■■■■■■■■■

鮎川・　　　　　　　　 ・13y －
－
－■■■
－
－
■■ニ
⊂二二二：：二二二：：：：：＝：＝：：：：：：：：⊃
－
－ こ！

22y

－
－
■㌻

■　　　　　　　　　　　■

0　1　2　　3　　4　　5　　6　　7　　8　　9　10　1112　13　14

DystroPhin cmA

図4　ジストロフィンcDNA上における欠矢と重複の領域．JFはjunction

fragment，1はin－frameを表し，それ以外はframeshiftを表す．黒
い梓はDMD，白い棒はBMD，縦線の入った棒はoutlierを表す．
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も適した。これは，遺伝子診断においてサザン

プロット法が不可欠であることを示している。

将来，筋ジストロフィーの遺伝子診断をルーチ

ンに行うためには，自動プロティング装置やハ

イブリタイゼーションオープン等の機器を利用

することによってさらに定量性と再現性を高

め，またシグナルの読み取りとその数値処理を

自動化することにより客観的な判定が行えるよ

うにするべきであると考える。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝及び疫学に関する研究
平成2年度研究報告告

筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝子欠矢に関する研究

班　　員　乾 幸　　治

大阪大学医学部小児科

共同研究者　塚　本　浩　子1），福　島　久　雄2）

岡　田　仲太郎1）
1）大阪大学医学部小児科　2）大阪大学医学部放射線基礎

要　　旨

DMD　または　BMD　と診断または疑われた

28例を対象としてPCR法によりジストロフィ

ン遺伝子の部分欠矢を診断した。28例中12例

（43％）に欠矢を認め，検出率は報告されてい

るサザンプロット法の結果と比べて同程度であ

り，簡便であり短時間で検出可能であることか

ら有効な診断と考えられた。欠矢を認めた12例

については，さらにサザンプロット法によって

欠失範囲の確認を行い，欠矢が5／上流に及ん

だものとjunctionfragmentを認めたもの以外

の8例中，DMD　5例すべてがOut of frame，

BMD　3例はすべてin frameを示し，frame

shift theory　に一致した結果を得た。非定型

的な症例では組織学的な診断が困難な場合もあ

り，原因不明のmyopathyの診断手段の1つと

してPCR法を活用すべきと思われた。

目　　的

進行性筋ジストロフィーは，近年ジストロフ

ィン蛋白異常症としてとらえられており，ジ

ストロフィン遺伝子の異常についてDNA診

断が幅広く行われている。今回我々は重症型の

Duchenne　型筋ジストロフィー（DMD），そ

の軽症型である　Becker型筋ジストロフィー

（BMD），さらにCK高値，筋痛，ミオグロビ

ン尿を示すものまで，様々な臨床症状を示す筋

ジストロフィーにおいて，Polymerase Chain

Reaction（PCR）法及びサザンプロット法を用

いてジストロフィン異常症のDNAレベルから

の診断を行い，臨床症状との相関を調べ病態の

解明を行うことを目的とした。

方　　法

DMD　または　BMD　と診断または疑われた

28例を対象とし（表1），患者の末梢ヘパリン血

よりフェノール抽出法を用いてDNAを得た。

〔PCR法〕Chamberlainらの方法1）を用い

て，9対のプライマーにより，a（exon　8）b

（exon17）C（exon19）d（exon44）e（exon

45）f（exon48）g（exon12）h（exon51）

i（exon4）の計9ヶ所の増幅を，a～C，e～

f，g～iの3組ずつに分けて行った。得られ

た各断片は1．5％アガロースゲル電気泳動を行

い，各断片長に対応したバンドの出現の有無か

ら遺伝子欠矢を判定した。（a；360bp，b；416

bp，C；459bp，d；268bp，e；567bp，f；507

bp，g；331bp，h；388bp，i；196bp）

〔サザンプロット法〕PCR法にて欠矢を認め

た症例においては，サザンプロット法にて欠失

部位の確認を行った。DNA　を制限酵素Hind

Ⅲで消化後，0．8％アガロース電気泳動を行い，

バキュージーンを用いてナイロン膜（Hybond

N＋）に転写した。32pでラベルしたcDNA（ト

2a，2b－3，4－5a，5b－7，8，9，1ト14）をプロー

ブとして24－48時間hybridization L膜を洗浄

後，3～7日間フィルムに曝露し，得られたバ

ンドの有無により欠失範囲を同定した。
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表1臨床像とPCR法による欠矢の有無

Casり年齢（Y）l 初診時主訴　】MRの有可家族可　現在の状況IpcR法による欠失

言葉の遅れCPK高値

走るのが遅くなった

転倒しやすい　歩行時易疲労感

低身長，CPK高値（8Y）

歩行開始遅延（2Y6M）

歩きにくい，飛べない（lY9M）

肝機能異常（2M）

運動機能不良（6Y）

GOT，GPT高値

精神運動発達遅延（2Y）

肝機能異常CPK高値

筋痛，ミオグロビン尿（14Y）

筋力低下（lY）運動楼能不良

走るのが遅い（4Y）

運動槙能不良（4Y）

飛べない（lYllM）

精神運動発達遅延

転倒しやすい売れない（5Y）

歩行開始，言葉の遅れ

運動発達遅延

筋肉がかたい（4Y）

CPK高値運動発達遅延

CPK高値

歩行異常（10Y）転倒しやすい

CPK高値

走るのが遅い

歩行障害，易疲労性（6Y）

筋力低下，肝棟能異常
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結果および考察

PCR法により　DMD　または　BMD　と診断

または疑われた症例28例中12例（43％）に，少

なくとも1断片の欠矢を認めた。患者の年齢は

7カ月～24歳におよび，初診時の主訴としては，

筋症状，歩行障害，精神運動発達遅延を主訴と

するものの他に，肝機能異常やCK高値を主訴

とするものを28例中9例（33％）認めた。これ

は日常外来で血液検査が幅広く行われるように

なったため，肝機能異常やCK高値といった検

査値が診断の手がかりとなるケースが増加して

いるものと考えられた。精神遅澤（MR）や家

族歴の有無については，欠矢の有無と相関関係

を認めなかった。各増幅部位での欠矢の頻度は

5′末端側より，i；11％，a；18％，g；11％，

b；11％，C；11％，d；11％，e；29％，f；25

％，h；21％であった。欠矢の頻度は過去のサ

ザンプロット法による結果（40～60％）2）3）4）に

比べて低くなく，MRや家族歴の有無と欠矢の

有無に相関関係が認められなかった点も同様で

ある。欠矢の部位は，ジストロフィン退伝子全

体の中央部に位置する　e（exon45）f（exoT1

48）h（exon51）に頻度が高く，これは今まで
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図1DeletioninDMDand BMD patients relative to theexon－COntainingHindIlIfragments
detectedwith cDNAprobes．
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に報告されているサザンプロット法によるhot

spotのうち一方の窮境と一致していた。この

うち，軽症のBMD患者3例のうち2例の欠失

部位は共にe，f，hで一致し，残りの1例はe欠

矢であった。精神運動発達遅延を伴ったDMD

3例（このうち2例は兄弟例）では広範囲な退

伝子の欠失（兄弟例i～f，残り1例i～h）

を認めた。

次にPCR法にて欠矢を認めた12例において

は，サザンプロット法により欠失範囲の確認を

行った。（図1）12例全例で欠失範囲はPCR法

による結果と一致していた。欠矢の範囲が，5′

上流に及んだ3例（症例5，6，10）とjunc－

tion fragmentを認めた症例（症例11）以外の

8例中BMDはすべてin frame，DMDはす

べてoutof frameを示し，frameshifttheory

に一致した結果を得た。

以上より，今回のPCR法による検索では全

症例の43％に部分欠矢を証明でき，従来のサ

ザンプロット法による報告と比べて検出率も低

くなく，微量のDNA材料から簡便かつ短時

間に検出可能である点からスクリーニング法と

して充分有効な手段と考えられる。また従来の

CMDと考えられていた非定型例や軽症のBe－

cker型などでは組織学的診断も容易でなく原

因不明の　myopathy　の診断手段の1つとして

活用されるべき方法と思われた。さらに症例を

重ねていき，frameshifttheoryが日本人の場

合にも適合するか否か検索をすすめていくとと

もに，臨床像との相関を知り病態の解明を進め

たい。

ま　と　め

PCR　法によるジストロフィン異常症の診断

を行った。部分欠矢の検出率はサザンプロット

法に此して低くなく，有効な診断法と考えられ

た。
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要　　旨

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の出

生前DNA診断では保因者診断が重要である。

そこでRFLP分析による保因者診断を行い，

DMD慮児についてはcDNAprobeで欠矢の

有無をしらべた。さらにPCR－RFLP法を用い

妊娠初期絨毛採取法との組み合わせにより出

生前診断を行い，DMDの出生前診断にはどの

方法が最も有用かを比較検討した。RFLP分

析では18家系のうち16家系（89％）で保因者診

断が可能であり，8例が保因者，8例が非保因

者と診断された。CDNA probeによる検索で

は17名中11名（64．7％）に欠矢がみられた。

PCR－RFLP法では3家系で保因者診断が可能

であり，1例が保因者，2例が非保因者と診断

された。出生前診断例（3家系）では1例が男児

で正常，2例が女児で非保因者と診断された。

DMD　の出生前　DNA　診断法として　PCR－

RFLP法は現時点で点も有用であると考えら

れる。

目　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の

診断は今まで患児の出生後に行われてきた。し

かし根本的な治療法がない現在その出生予防を

前提とした出生前診断の意義は遺伝相談の上か

らみて大きい。DMD　の出生前　DNA　診断で

は母親の保因者診断が極めて重要である。な

ぜならは保因者でないとわかれば第2，第3の

DMD息児を生む不安から一挙に解放されるか

らである。その方法としてgenomic probeで

RFLP分析を行う方法1），CDNA probeで欠

矢を見る方法2），PCR法で欠矢を見る方法3）な

どがある。そこでRFLP分析による保因者診

断を行い，DMD恩児についてはcDNAprobe

で欠矢の有無をしらべた。さらに一部の症例に

ついてはPCR法による　RFLP分析（PCR－

RFLP法）を試み妊娠初期絨毛採取法との組

合わせにより出生前診断を行い，DMDの出生

前診断にはどの方法が最も有用かを比較検討し

た。

方　　法

、理論的にRFLP分析による保因者診断が可

能な家系で家系内に1名のみのDMDを有する

孤発性家系10家系，2名以上の　DMD　を有す

る退伝性家系8家系合計18家系を対象とした。

DNA　は末梢白血球より常法により抽出した

（119名）。7／g DNAを6種の制限酵素のいず

れかまたはすべてで切断後，1％アガロースゲ

ルでサイズ別に分離した。DNAはVacugene

を使いナイロンメンブレンにアルカリトランス

ファーした。genOmic probeはpERT87－1，

8，15を使用した。CDNA probeによる欠矢の

検索はDMD瓜児16名を対象としてHindⅢ
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T＆blel DNA probes and RFLPs usedin this study

Probes Fragmentsize（kb）Enzymes」等Iesize（禁）
pERT87－1　　　　　　1．25

pERT87－8　　　　　　1．4

pERT87－15　　　　　1．5

Bst NI　　3．1　　2．45／0．65

XmnI　　　8．7　　　　　7．5

MspI　　　4．05　　　1．8

Bst XI　　　4．4　　　　　2．2

TaqI　　　2．7／1．1　3．8

TaqI　　　3．1　　　3．3

XmnI l．6／1．2　　2．8

Bam H1　9．4　　7．1／2．3

TabIe2　RFLPsanlysis byPCR ampli丘ed DNA（R．G．Roberts1989）

region amplified／enzyme pcR product products ofdigestion

（1）pERT87－15／XmnIRFLP　　　740bp

（2）pERT87－15／Bam HIRFLP　　226bp

（3）pERT87－8／TaqIRFLP　　　　155bp

730＋10bp　　　（－allele）

520＋210＋10bp、（＋allele）

216＋10bp　　　（－allele）

166＋50十10bp　（＋allele）

145＋10bp　　　（－allele）

74＋71＋10bp　（＋allele）

で切断，prObeは8，ト2aの2種類のみを使用

した。使用した　probe　と　RFLPの組み合わ

せはTablel　にしめした。PCR－RFLP法は

Roberts　らの方法4）により孤発性家系5家系，

遺伝性家系1家系，合計6家系を対象として4

種類の　primer　で増幅後，制限酵素で切断L

RFLP分析をおこなった（Table2）。出生前

診断例（3家系）では出生前診断の前にPCR

法笹より胎児性別診断をおこなった。

結　　果

RFLP分析では18家系のうち16家系（89％）

で保因者診断が可能であり，8例が保因者，8

例が非保因者と診断された。残り2家系（11％）

では8種すべてのRFLPにたいしてクライア

ントの母親のRFLPが確立できず保因者診断

が不可能であった（Table3）。分析したDMD

息児16名に欠失およびrecombination　は検出

されなかった。

cDNA probe　による検索では17名中11名

（64．7％）に欠矢がみられた。RFLPが確立で

きず保因者診断が不可能であった2家系の息児

にも欠矢がみられた（Table4）。

PCR－RFLP法では3家系で保因者診断が可

能であり，1例が保因者，2例が非保因者と診

断された。出生前診断例（3家系）では1例が

男児で正常，2例が女児で非保因者と診断され

た（Table5）。

症例1は第1子Ⅱ－1がDMD　の孤発例で

ある。胎児Ⅱ－4は性別診断で男児と診断され

T＆ble3　Results of RFLP analysISin18unrelated families

Total no．of families No．ofinformative families No．of non－informative families

18 16（89％）

8carrier

8　nonl：arrier

2（11％）
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Table4　Resultsofdetectionofdeletionsby cDNA
probes

No．of DMD tested
No．of DMD with
deletion

11（64．7％）

1－2a　　　　　　2

8　　　　　　9

1－2a and8　　0

TabIe5　Results of PCR－RFLPs analysis

case results

Carrier l hereditary earrier
diagnosis

2sporadic non carrier

3sporadic non carrier

Prenatal l sporadic male，nOt affected

diagnosis
2sporadic famale，nOn Carrier

3poradic female，nOn earrier

た。この胎児は　DMD男児　Ⅱ－1がもつハプ

ロタイプとは別のハプロタイプ（健康児　Ⅱ－2

がもつハプロタイプ）をもつことが判明し正常

男児と診断された。娘の　Ⅱ－3も同様に非保因

者と診断された（Fig．1）。

症例2もやはり第1子Ⅲ－1がDMDの孤発

例である。しかしこの例ではクライアント　Ⅱ－

2の母親I－2のCPK値が高値（431u／ml）

であるのでクライアントは明らかに保因者と考

えられる。胎児Ⅲ－3は性別診断で女児と診断

された。この女児は　DMD　男児　Ⅲ－1がもつ

ハプロタイプとは別のハプロタイプを母親から

受け継いだことが判明し正常女児と診断された

（Fig．2）。

考　　察

現時点での　DMDの出生前診断法を　Fig．3

にまとめた。サザン法による　RFLP分析の保

因者診断率は約90％であった。この結果はCa・

uFaSianを対象とした場合の保因者診断率5）と

同様であった。CDNA probe　による欠矢の検

索では2種類のcDNA probeのみを使用した

が64．7％の欠失検出率であった。これは6種類

すべてのprobeを使った時と同様の検出率2）で

あった。したがってcDNA probeによる欠矢

の検索にはこの2種類のcDNA probeのみで

十分に欠矢のhot spotをカバーすることがで

きると考えられる。これらサザン法による分析

は人体に有害なアイソトープを必要とし手技が

複雑で結果が出るまでに時間がかかる等の問題

Taql RFLPin pERT87－8

CPK4250

145／　　　74†71／

l

仇の

♂

145／74十71　　74†71

1　　　　　1

non carrier not arrected

Fig．l Prenataldiagnosis ofa family with a sporadic DMD by PCR－RFLPs
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l．

0　　　　　520／520

CPK19538

520／

l

M

CPK431

730／520

CPK123

♀

730／730

1

mOn Carrler

Fig．2　Prenataldiagnosis of a family with a sporadic DMD by PCR－RFLPs

Carrier detection

Southern blotting

l　】】

Polyn肥raSe Chain reaction（PCR）

RFLPs analysis Direct detection Direct detection

f Ofde．letion ofde．letion

intragenic genomic probe cDNA

l l

90％ 60‡

Chamberlain（1988）

1

30140％

」「．－．」

Tinx！．laborandm）nCy COnStyning！　　　DMD paticnt must bealive！

Recombination　2％！　　　　　　　　　Carrier diagnosisis difricult！

Fig．3　Summaryofprenataldiagnosis of Duchenne muscular dystrophy

RFLPs analysis

Pr00lising！

点が多い。PCR　法はこれらの問題点を一挙に　　きる欠失（約60％）の98％を検出できるとい

解決することができる。　　　　　　　　　　　　う6）。しかしこの方法ではduplication（6％）

PCR　法で欠矢を見る方法では増幅翫域を18　　やjunctionfragmentにより発症するDMDを

領域まで増やすとcDNA probeにより検出で　　診断することはできない。また生存するDMD
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患児が必要であり，さらに家系内の女性の保因

者診断も不可能である。DMDの約3分の1が非

保因者である母親から発症するnew mutation

である和実を考慮するとこのデメリットは小さ

くない。

PCR－RFLP法は6例行い，3例で保因者診

断を3例で出生前診断を行うことが出来た。＿こ

の方法は理論的にはintragenicgenomicprobe

でRFLP分析を行う方法と同じ診断率（約90％）

をえることができるはずである。PCR－RFLP

法のデメリットは約2％の　recombination　が

おこりうることである。しかしDMD geneの

5′側と3′側の鮎nkingmarkerの増幅もすで

に可能となっているのでこの点も解消できる。

したがって　DMDの出生前診断には　PCR－

RFLP法がもっとも有用であると考えられる。
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はじめに

デュシャンヌ型筋ジストロフィー症（DMD）

とベッカー型筋ジストロフィー症（BMD）は，

Ⅹ染色体に連鎖した伴性劣性の退伝病である。

昨年我々は，ジストロフィンcDNAの全領域

をプローブとして，従来法のアガロース電気泳

動（CGE）法で分離し，サザンプロット解析を

行ない，その方法で患者の半数以上に部分欠矢

が検出できたのを報告した。その時，数例に部

分重複を示唆する濃いバンドが検出された。今

回我々は，部分重複を確認するとともに，広範

囲にわたる遺伝子構造の変化を明らかにするた

め，CHEF（Contour－Clamped homogeneous

electric丘eldgelelectrophoresis）による解析

も合わせて行なったので報告する。

対　　象

国立療養所原病院に入院又は，外来通院中の

患者57人（兄弟例10組を含む）を対象に検索し

た。

方　　法

CGE法では，各患者の末梢単核球又は，EB

ウイルスで株化したリンパ球からDNAを調整

し，HindⅢで消化後，0．8％又は1％アガロ

ース電気泳動を行なった。CIIEF法では，EB

ウイルスで株化したリンパ球をアガロース内で

DNA調整，S丘Ⅰで消化し，1％アガロース

ゲルで泳動した。

プローブは，ATCCより入手したcDMDプ

ローブ，1－2a，2b－3，4－5a，5b－7，8，9－14で，さ

らに5b－7，9－14をHincⅡ　にて，5b－6，7，9－

10，11，12－14，にわけこれらを用いて検討した。

結果及び考察

図1は，HindⅢで消化したDNAを，左図

は1％，右図は0．8％の従来法のアガロース電

気泳動で分離し，CDMD1－2a，及びeDMD8

プローブで検討した結果の一部である。CDMD

ト2aのプローブでは，症例2，5，6，CDMD

8のプローブでは，症例13，20，21，23，24，

25のように部分欠矢の検出は容易である。症例

6のように欠矢の端がェクソンに近い時は，新

しいバンドが生じることがある。

しかし，CDMD8で欠矢を持つ症例20，21の

母親である19が患者と同じ欠矢を持つかどうか

は確診できない。又，症例26は重複例ですが，

結論することは困難である。

図2は，部分重複のみられた症例57を，左図

は，従来のアガロース電気泳動と，右図のCI寸

EF法で解析した例である。レーンCは正常の

人のパターンを示している。また前者は，Hind

Ⅲで消化し，後者はS丘Ⅰで消化している。左

の図からは，7．5kbのバンドがやや濃くなっ

ている。下にSfiIのphysicalmapとcDMD
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ト2aのプローブで検出できるHindⅢフラグノ

ントの位置を示している。右のCHEF解析で

は，正常者にみられる700kb，及び840kbの

2つのバンドが症例57では，共に50kb大きく

なっていることがわかる。このバンドは，共に

1213141516171819　20　2122　23　24　25　26　C

図1

43 43

三二　㌧‡
1‡：：芸憑触一

芸…逆を

1．6瑚闊
1

1．25　　　　せ、・

ヰ　　●一　●…
一■ト

・■ト

・■■・・

一■　　　●　S】0

鵜　　　綴　480

芸．貞蝉　330

・彙　…吉3

■』　　　　　義　　so

F　　　即♂　　　lG）　　　2才か　　（H）∫βⅠ

Hilll1日
00　0ヽ　lJ　一一　〇　－　くコl・UJ

u　　　　　　　　　－　∫一∫

図3

ー35　－


