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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究報告書

総　括　研　究　報　告　書

主任研究者　　高　　橋　　桂　　一

国立療養所兵庫中央病院副院長

本研究班は，西谷　裕班長の後を受けて，平

成2年に新たに分担研究者を公募し，再編成を

行って〔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〕の班課題を掲げ発足し

た。翌年，運営委員会の評価を受け，指示によ

り班研究課題を〔筋ジストロフィーの臨床病態

と遺伝相談及び疫学に関する研究〕に変更し，

発足よりはや3年が経過した。

当初に掲げた本研究班の3年間の研究目標は

筋ジストロフィーの退伝子診断の方法の確立と

普及を図り，それを基盤として倫理に支えられ

た遺伝相談を行い，発生予防をはかることと，

臨床病態を解明し，治療を充実させることであ

った。班員の協力と，顧門の適切な助言によっ

て，所期の目標をほは達成でき，ここに当研究

課題による研究を終了することができることに

感謝の意を表したい。

本研究班の特色は27の国立療養所と，大学や

研究機閑の50余名の班員と顧問よりなる全国的

なフィールドを持った協力体制である。研究体

制は4分野9系列で構成し，プロジェクトリー

ダーにより研究の推進を行った。組織図および

班員構成は巻末に掲げてある。

以下，各分野の本年度および過去2年間の特

記すべき研究成果をまとめた。

Ⅰ．遺伝・疫学

A．疫学・データベース

本年度は南らによって，北海道における

Duchenne型（DMD）の疫学がまとめられた。

発生率は18．2人／新生男児10万人，有病率は

5．64人／男子10万人でYasuda＆Kondo（1980）

のそれぞれ21．5および4．99と比べると，発生率

は低下し，DMDの延命を反映していると推測

された。昨年度，三宮らは西別府病院の入院患

者の動向を分析し，入院時年齢の上昇，重症

化，体外式人工呼吸器着用による延命は導入

初期のみにみられたことなどを報告している。

気管切開や最近行われるようになった鼻マスク

による人工呼吸治療を含む呼吸器療法とその他

の薬物，理学的療法，ケアの進歩など延命には

たした療養所の役割が認織された。発生予防の

見地から，近藤らは前向的遺伝相談の必要性を

強調し，家系登録およびDNA解析データの登

録の可否，データベースの構築とそれを利用し

た遺伝相談ネットワークの可能性を初年度に検

討した。これは次に述べる遺伝相談のプロジェ

クトに引き継がれ，更に発展してゆくことが期

待されている。

西谷班より，継続中の臨床データベースは1992

年11月現在で登録数は576例に達し，機能獲得

年齢，喪失年齢，生活様式，臨床症状，日常生

活動作，治療内容などのデータ集積がなされ

各施設からの要望に応えてデータの出力が可能

であり，より一層活用されることが望まれる。

B．遺伝相談・遺伝子診断

本邦におけるジストロフィン遺伝子の欠矢や

重複の頻度などについて，CDNAプローブを用

いたサザンプロット法による多数例の検索がな

された（加藤，乾，片山，亀尾，松村，山田）。欠

矢の頻度は報告者により相違するが43～59％，

重複の頻度は4～13％である。欧米の報告では

それぞれ50－70％，6－7％でほは同率と思わ

れる。

PolymeraseChainReaction（PCR）の急速の

普及と相供って，DMDおよびBecker塑（BMD）
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の遺伝子診断は大きく進展した。Multiplex

PCRについて検討がなされた（鈴木，金沢，

乾，三宮，鴻巣，高橋）。欠矢の98％を検出す

るとされるChamberlainとBeggsの計19のプ

ライマーを組み合わせた方法が本邦のどこ’の施

設でもオーダーできる状況に至り，診断の向上

と退伝相談の基礎づくりが進展した。鴻巣は

キットを用いDNAを抽出し，病院検査室で

MultiplexPCRによる欠失検出を行っている。

欠矢の有無と臨床症状の関連について検討が

行われたが（南，亀尾），明らかな関連がある

と結論できなかった．欠失部位と臨床症状や経

過との関連は明らかであり（高橋），診断の精

度が向上し，予後予測が可能になりつつある。

本年度には，鈴木らによってジストロフィン

蛋白の二次元電気泳動によるウェスタンプロッ

トにより，eXOn53－60欠失例におけるcystein－

rich domainを欠く　320kDの蛋白発現が報

告された。加藤らはイントロン内の変異による

junctional fragmentを検討したが，EcoRV

切断の15例中1名のみであった。サザンプロッ

ト法の普及をめざし石原らは非放射線法を検討

したが，実用化には更に改良が必要である。

保因者診断についても，この3年間に大きな

進歩と普及が達成された。従来より行われてき

たcDNAをプローブとするサザンプロット法

とpERT87あるいは84座のDNAに対するプ

ライマーを用いてPCRを行い，制限酵素を組み

合わせて多型性を解析する方法（PCR－RFLPs）

との比較検討がなされ，その有用性と実用性が

確証された（金沢，乾，片山）。さらにジストロ

フィン遺伝子近傍のCA繰り返し配列の多型性

を組み合せると90％～100％で保因者診断が可

能となった（金沢，乾，保住）。片山らは妊娠初

期絨毛採取と　PCR－RFLPs　を組み合わせ，

DMDの出生前診断に最も有用であることを報

告し，実績をあげている。

保因者診断において遺伝子量の測定はサザン

プロットのデソシトメトリーで行われていたが

（加藤），欠失エクソンと非欠失エクソン丹こ対

するプライマーを用いたPCR産物のアガロー

ズ泳動の画像解析による方法（鈴木）や反応産

物を高速液体クロマトグラフィーで定量する方

法（金沢，福田）により遺伝子量を測定し，保因

者の検出が可能となった。いずれにおいても，

反応灸件の設定が肝要である。針生検により得

られた筋ジストロフィン染色を含む組織所見も

有力な保因者診断の方法であり（南），遺伝子解

析と組み合わせて用いられる。DMD症候性保

因者のリンパ球のmRNA量と症状が相関する

2世代にわたる家系の報告がなされた（松尾，

斉田）。いわゆるillegitimate　の　mRNA　や

DNAがいかに筋のそれらと相関するかという

課題は完全に解決されていないが，これまでの

報告では肯定的立場が多い。脳型プロモーター

欠矢と知能障害の対比がなされたが（本家，福

山，南）現時点で1対1の対応はなく，さらに

症例の蓄積と検討が必要である。

筋緊張性ジストロフィーの原因遺伝子の

cDNAが単離され，それをプローブとしてサ

ザンプロット法による家系の連鎖解析が行わ

れ，また3′側の非翻訳部の不安定領域（CTG

繰り返し）の拡大が特異的にみられることが確

められ，臨床像との対比が行われている（三

木）。白人と日本人との差があるようで（三木），

興味がもたれる。

遺伝相談の倫理に関して，全班員にアンケー

ト調査がなされ，経験の有無とカウンセラーの

任務，適切な行動，情報の開示に関する考え方

などが統計的手法を用いて解析され，担当医師

の現状についての資料が得られた（白井）。今

後，患者や家族の理解と遺伝相談に関する考え

方，さらにDNA保存に関するコンセンサス

などを考慮しながら，遺伝相談とそのネットワ

ークを充実させてゆく必要がある。

ⅠⅠ．臨床病態

A．画像診断

筋CT，心エコーの有用性は各施設における

5年以上にわたる経時的観察（石原，矢嶋）や

症例の検討により確められた不可欠な検査とな

った（井上，松村，鴻巣，堀川）。心筋シソチグ

ラム（石原）と筋MRI（松田，長柄，松永）は

各施設における設備の充実がなされると更に普

及すると思われる．新しい画像診断としてデュ

アルⅩ線骨密度測定装置を用いたステージ別評
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価（苅田，高橋）や，MRlによる化学シフトイ

メージソグ法による脂肪品の測定が可能となっ

た（松田）。顔面肩Ill上腕型の筋CT所見より

進展過程が明らかにされた（堀川）。筋緊張性

ジストロフィーの中枢機能障害に関して，睡

眠時無呼吸（松岡，秋口，高橋），MRI（松

岡），Perfusion MRI所見（春原），N－aCetyl

aspartateのスペクトル（秋口），123トIMPに

よるSPECTの比較検討（松岡）がなされた。

福山型の三次元脳表MR画像と剖検所見との対

比（松村）は，臨床診断に直結する大きな成果

であった。

B．臨床・病態生理

運動撥能の　DMD　に対する新しい評価法

として，床反力計を用いた歩行の発達の分析

（松家）や，圧計測センサーシートを用いての

座位保持能力の評価や歩行分析（岩垣）が可能

となった。

脊柱変形は種々の障害をもたらすが，筋CT，

Ⅹ線所見，座圧測定などを用いて変形と進展過

程の評価がなされ，予防と治療への方策が立て

られるようになった（高柳）。

DMDの循環撥能についてSignalAveraged

ECGを用いlate durationの延長が54％に

みられST－Tの変化との関連がみられた（松

家）。領域選択性　31p－Magnetic Resonance

Spectroscopyは心不全や心筋障害の指標にな

ることが明らかになった（松村）。心房性ナト

リウム利尿ペプチドも心不全例で高値を示し，

治療で低下し，治療および病態把握の指標にな

ることが示された（姜）。筋血流量と交感神経

活動の客観的測定法が確立され，筋緊張性ジス

トロフィー（MyD）における　α1受容体の機

能低下が示された（間野）。MyDの病態につ

いて多くの成果が報告された。中枢機能に関

し，知能低下例が多い事，脳波の基礎波の徐波

化，脳室拡大と脳溝の関大がみられ，髄液中の

neuron specific enolase，S－100b，CK－BB　の

高値がみられた（松岡）。瞬目反射から脳幹内伝

導路障害が示された（南）。弔象関連電位の検討

ではN300の聴覚刺激や体性感覚刺激による振

幅低下がみられた（春原）。ポリグラフィー及び

パルスオキシメーターを用い睡眠時無呼吸は中

枢型と閉塞型が混在するカミ，主体は中枢塾であ

り，低酸素血症と随伴する高炭酸血症に対する

呼吸中枢の反応低下の可能性はあるが実証はな

く，呼吸筋障害，臥位，睡眠による低酸素血症

が引き金となると解釈された（堀川，高橋）。

定量的筋電図を用い上腕二頭筋と三頭筋を比較

し，後者の障害が強いことなどが示された（広

瀬）。

C．生化学・内分泌

筋ジストロフィーにおける内分泌学的検討の

レビューがなされ，これまでの第3班におけ

る成果が整理された。MyDに併発する糖尿病

の実態調査が行われ，552位中63例（11．4％）

に合併することが明かになった（松永）。炭酸脱

水素酵素アイソザイムⅠⅠⅠ型は骨格筋に多量か

つかなり特異的に存在し，多施設の検討から筋

のⅠ型線経の異常を反映し，心筋梗塞や肝障害

に影響されず，その有用性が確立された（島）。

MyDにおける偽副甲状腺機能低下lI型の存在

は当班員により新しく兄いだされ，MyDの11

例中7例に観察された。アルギニソやインスリ

ン負荷による成長ホルモンやACTHの反応，さ

らにTRH負荷によるTSH　とプロラクチソの

低反応から多臓器におけるadenylatecyclase－

CyelicAMP系およびphosphatidylinositol系

の障害が存在することが示された（広瀬）。また

遊離T4の低下がMyDの37％にみられた（村

上）。血清のミオシン軽鎖Ⅰ，心筋特異性トロポ

ニンtTの測定意義が臨床例で検討されたが，

骨格筋との交差反応があり，心筋特有のマーカ

ーとしては問題が残った（福永）。血清中の神

経成長因子（NGF）は正常では100pg／ml程度

であるが　DMDでは測定不能であった。一方

mdxマウスの顎下腺のNGFは8週以上で正常

より高値を示し，酵素免疫測定法では上皮成長

田子と交差反応がみられた（林）。

D．先天性筋ジストロフィー

疫学調査の基礎調査が開始され，福山型が

344例，非福山型が67例登録された。ジストロ

フィン染色やDNA解析の進歩により，これ

迄分析不能の症例が整理され，種々の臨床症状

との対比がなされ，先天性の筋ジストロフィー

の診断と病態解明，遺伝相談などが大きく進展
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した（福山）。先天異常要因の解析，血清酵素の

経過，筋CT所見，頭部MRI，三次元脳表MRI

（上述），Walker－Warburg　症候群との異同

（吉岡），合併症と予後などが検討された。死田

は呼吸不全，心不全の旧であった（桧澤，向山）。

ⅠⅠⅠ．病　　理

A．剖検例・病理

班員施設すべてにおける剖検例の集積が継続

して行われている。1992年11月迄で334例が登

録されている。1991年11月までの登録分でみる

と，327例が登録され249例がDMDであり，

福山型が24例登録されている。1970～1974年

のDMD60例の死亡年齢は17．82±3．84歳で

1985～1989年の44例のそれは20．50±5．62歳と

明らかに延長しており，ケアーの改善と人口呼

吸器着用の影響の可能性がある。福山型24例の

平均寿命はDMDより短命である。1983年以

前に死亡した12例の平均寿命は11．58±5．11歳

で1984年以降に死亡した12例のそれは17．00±

6．44歳であり，最近の症例での寿命の著しい

延長がみられている。死因は呼吸器感染症が

54．2％と最も多く，次いで心不全29．2％，呼

吸不全12．5％の順である。最近は感染症での死

亡割合が減少している（檜澤，向山）。

内咽頭筋，呼吸筋の組織学的検索，血栓症の

合併，心不全を示した症候性保因者やBMD

症例，平滑筋病変，心肥大の検索，横紋筋肉腫

の合併，再生筋における増殖細胞核抗原の動

態，mdxマウスの筋再生能や培養筋における

ジストロフィン発現，先天性筋緊張性ジストロ

フィーにおける細胞骨格蛋白の検討などがなさ

れた。

B．ジストロフィン関連

ジストロフィンテストはDNA解析と共に臨

床解析の基礎となる。プロジェクトリーダーに

よってジストロフィン抗体の供給とジストロフ

ィン反応の多様性に関する検索がなされ，ジス

トロフィンテストの普及と実用化が大きく進展

した（三池）。先天性筋ジストロフィーではジ

ストロフィンは存在しDMD　と明確に鑑別さ

れるようになった．BMDのジストロフィン染

色も症例により様々であり，ジストロフィン量

と分子量の測定は診断と予後推定に不可欠の検

査となってきた（舘，佐橋）。大腿四頭筋ミオ

パチーはBMDの不全型であることが確証さ

れた（春原）。エクソン19の欠矢を持ったDMD

で，mRNA前駆体二次構造の異常がスプライ

シング時のスキッビングをもたらすことが報告

された（松尾）。ジストロフィンC末端ドメイ

ンが保たれN末端の染色性を欠くⅩ染色体性劣

性の重症例があり，エクソン3－19の欠矢を伴

っていることが報告された（福永）。無症候性

BMDで集族するジストロフィン陰性の再生線

経がみられ，ジストロフィン関連蛋白に対する

抗体では染色された。DMDでジストロフィン

陽性線経が散見されるが，種々の抗体で検索し

た結果，同一個体でも種々の染色体の差異がみ

られた（寺本）。

ⅠⅤ．治　　療

A．評価法と治療法の開発．

可動型等尺性筋力計が開発され，筋ジストロ

フィーの経過や薬物療法などの評価に応用され

た（高橋）。DMDにプレドニソロンの隔日投

与が小数例で開始され，血清CKの低下と一過

性の四頭筋力の増加がみられた（妻，高橋）。

mdx　マウスにプロスタグランディン　Elの投

与により壊死線経の減少がみられた（木下）。

DMDに経口プロスタグランディンEl誘導

体が投与され，夏期では下肢の末梢循環の改

善が，冬期では上肢のみの末梢循環の改善が

みられた（本家）。人工換気療法により　DMD

のクレアチン代謝の改善がみられた（笠木）。

DMDに対する脊柱変形及び下肢拘縮変形に

対する矯正手術が行われ，病例を選べれは有効

である（姜）。夜間低酸素血症に対する鼻マス

クによる人工呼吸の有用性が明らかとなった

（五十嵐）。心不全に対するカブトプリルの有

効性が実証された（金沢）。

ま　と　め

以上，当班における主な成果を述べたが，こ

の3年間における筋ジストロフィーに関する世

界の研究の進歩は文字どおり日進月歩である。

当班でも平成3年には遺伝相談・遺伝子診断お
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よびジストロフィンテストについて，関係諸氏

の協力を待てワークショップを行い，遺伝相談

と遺伝子診断の現状と問題点を明らかにし，ジ

ストロフィンテストの普及に大きな成果を挙げ

ることができた。平成4年には国立精神・神経

センターにおいて，遺伝相談と胎児診断の法律

問題，出生前診断，退伝相談の問題点とジレン

マ，前向き遺伝相談とネットワークなどについ

て第2回目のワークショップを行い，また新装

なった研究所の見学をさせていただき，班員に

益すること大であった。

遺伝相談の基礎となる遺伝子診断の技術的基

礎はほは確立され，今後，遺伝相談担当者のカ

ウンセリングの知織と技術の修得，倫理の向上

が課題である。また，患者や家族への情報提供

と理解の促進は，効果のある遺伝相談を行うた

めに不可欠の条件であり，今後のすすめるべき

課題である。

臨床症例の詳しい検討により，多くの有意義

な所見が得られ，呼吸器療法をはじめ理学療

法，薬物療法，外科的療法などが地道に進めら

れ，疫学調査や病理学的検討により明らかにさ

れたように，患者の生存期間は著しくl延長し

た。個々の症例の遺伝子レベルから臨床症状や

治療効果まで詳細な検討が蓄積されつつあり，

当班での研究成果は益々患者や家族に具体的に

還元されると思われる。

この3年間，班研究の推進にご援助下さった

関係各位に深謝致します。
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Ⅰ．遺伝・疫学

A．．疫学・データベース



筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究報告召

プロジェクト研究Ⅰ遺伝・疫学

北海道におけるDuchenne型筋ジストロフィーの疫学

班　　員　南 良　　二

国立療養所八雲病院

共同研究者　永　岡　正　人，石　川　幸　辰，石　川　悠　加

木　杯　正　弘，野　呂　浩　史

国立療養所八雲病院

要

北海道内の神経筋疾患を専門にしている病

院，診療科にDMDの調査を依頼し，現在生存

中のDMD患者数を調査した。その結果12の病

院，診療科から寄せられた患者と八雲病院の入

院，外来患者を合わせると131名となった。若

年による診断漏れ，および疾患による死亡が無

いと思われる7～11歳の有病率は男児10万人当

たり18．18であった。この有病率が最も発生率

に近いと考えられ，発生率18．18として6歳以

下の患者数を補正すると，現在北海道における

DMD患者数は，154人と推定された。またこ

の数値より，北海道におけるDMDの有病率

は人口10万人当たり2．73であった。1980年の

Yasuda＆Kondoのデータと比較すると，発生

率においては減少，有病率においては上昇傾向

が見られた。

一方，八雲病院に入院中の患者と，在宅の患

者の年齢を比較すると，入院患者は平均19．50

歳で，在宅患者の10．95歳に校べて有意に高い

ことが判った。

目　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の

疫学調査は過去において全国各地で行われてい

る。しかし，近年遺伝相談の効果による発生率

の減少1）2），および呼吸管理等による延命効果

から3），有病率の増加が推測される。また出生

数も著しく減少しており（図1），改めて北海
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図1　北海道の出生数の推移（男女）

ト2

道におけるDMD患者の実態を調査する必要

性が生じた。

方　　法

北海道内の3つの医学部（医科大学）を中心

とした神経筋疾患を専門にしている病院，診療

科にDMD患者の名前，生年月日，CK，遺伝

子解析の有無，dystrophin染色を含む筋生検の

有無，歩行歴，家族歴のアンケート調査を依頼

し，現在生存中のDMD患者数を調査した。こ

のアンケートより，八雲病院を含め，複数の病

院に重複している患者を除き，DMD患者の名

簿を作成した。そして，この名簿と国勢調査を

基とする北海道の日本人人口（5歳階級）から

それぞれの階級における有病率を算定した（表

1）。

この5歳階級有病率のうち7～11歳の階級の

有病率を発生率と見なし，まだ診断されていな

い患者がいると思われる6歳以下の予想患者数

ー　7　－



蓑1北海道の男児人口（5歳階級）とDMD数

階級（歳）l男児人口巨MD患者数匝級有病率

0－11推定48，0001　　1　】2．18

2－6　1149，0001　　12　　1　8．05

7－111176，0001　　32　　】18．18

12－16　1　202，0001　　32　　115．84

17－211　225，0001　　30　　113．33

22－26　1176，0001　　15　　1　8．52

27－311168，0001　　　7　　1　4．17

32－36　1175，000】　　1　　1　0．57

37－411　214，0001　　1　　　t O．47

を推定した。またこの値より，全体の有病率を

求めた。

一方，北海道における在宅患者と入院患者の

比率および年齢分布も比較した。

結　　果

全道の12の病院，診療科（表2）から44名の

DMD患者が寄せられた。その中から重複して

いる患者を除くと26名となり，八雲病院に入院

中の74名および外来患者31名を合わせると131

名のDMD患者の名簿が出来上った。

5歳階級有病率は2～6歳で8．05，7～11歳

で18．18，12～16歳で15．84，17－21歳で13．33，

22～26歳で8．52と7～11歳をピークにその前後

で低くなっていた（図2）。またこの年齢の階

級における死亡者はいなかったことから，7～

11歳の有病率をもって発生率と仮定し，それ以

前の2～6歳および0～1歳のDMD患者数

を推定すると，それぞれ27名，9名となり，北

海道のDMD患者数は154名と推定された。

そこで北海道の人口を5，649，829人（平成4

年3月31日現在）として人口10万人当たりの有

病率を算定すると2．73となった。

一方入院患者と在宅患者の比率はほぼ同数

で，北海道のDMD患者の約半数が八雲病院に

入院していることになる。また年齢分布を見る

と，在宅患者の最高年齢は22歳で平均年齢10．5

歳に対し，入院患者では最高年齢39歳平均年齢

19．5歳と有意な差（有意水準0．1％）を認めた

蓑2　御協力戴いた病院および診療科

札幌医科大学　小児科

北海道立旭川肢体不自由児総合療育センター　小児科

北海道大学医学部　小児科

北見赤十字病院　小児科

帯広厚生病院　小児科

北海道大学医学部　神経内科

国立療養所札幌南病院　神経内科

旭川医科大学　小児科

北海道立旭川肢体不自由児総合療育セ∴／ター　小児科

国立療養所道北病院　神経内科

国立療養所西札幌病院　整形外科

釧路労災病院リハビリ科

2づ　　7－1112－1617－2122－26　27－3132一茶　37－1112－

図2　DMDの年齢分布と各年齢層の
人口10万人当りの有病率

ト1　2－6　7－1112－16Ⅰ7－2122・祁　27－3132一別i：灯一

因3　北海道における年齢別入院患者数
と在宅患者数

（図3）。

考　　察

DMDの疫学調査は，過去において詳細か

つ，正確な報告が数多くあり，患者数は国ごと

の偏りを示さないとされている4）。しかし，近

年dystrophinの発見，遺伝子解析の発達によ

り，保因者診断がかなり可能となり，遺伝相談

－　8　－



蓑3　全国各地の有病率と発生率の報告

調　査　区　域　t　調査年　t有病率（×10－5）廃生率（出生男児×Ⅳ5）lDMD患者数l　報　　　告

千葉　　　　　l1965－74l　　2．50■　l　　　21・7■

鹿児島　　　　　11980　l　　2．55

46　l1980：Yasuda，Kondo6）

45　l1981：乗松ら7）

北海道，北陸，九州l1979－82l　　3．55● 384　l1988：金森8）

熊本　　　　　　l1983　l l・7

！：i・11i

∴　　∴　二　　‥＿∴．北海道

31l1984：荒木ら9）

1…；世中川ら10’－

■：Mortonの分離此解析法による間接的推定

も大きな成果を上げつつある5）。また治療法に

おいても，積極的な呼吸管理を含めて，かなり

の延命が可能となってきているき）。これらのこ

とは，当然発生率，有病率に大きな変化を与え

るものと考えられる。

今回我々はアンケート方式により北海道内の

DMD患者の把握を行ったが，この方法による

正確さに疑問が無い訳ではない。特に発生率を

7～11歳の有病率から算出しているために，こ

の年齢層の患者が1名漏れたとすると発生率は

0．57ほど上昇する。しかしこの年齢層は北海

道のDMD予想総数の21％程度であるので，

DMD患者1名が漏れたことによる発生率の上

昇は0．57×0．21で，約0．12程上昇することにな

る。逆にDMDの誤診の可能性については，ア

ンケートの依煩は神経専門の診療科を通してい

るために考えられない。

結果的には広い北海道の直接法による発生率

の調査としては，今回の方法が最良でありまた

誤差も少ないと考える。

そこで発生率18．18，有病率2．73として過去

の報告を見てみると，Yasuda＆Kondo（1980）

に較べ，有病率の増加および発生率の減少が伺

える（表36‾10））。しかし全体的には今回のデー

タが過去の報告に比較して，必ずしも有病率お

よび発生率が変わったとは言い切れない。おそ

らくそれぞれ調査方法の違うことや，対象とし

た人数が少ないことなどが影響しているものと

思われる。

一方，入院と在宅の比較では，入院で高齢者

が多く，在宅に若年者が多かった。このことの

みから，一概に入院の方が医療の進歩を享受

し，在宅より延命していると結論づける訳には

いかないが，入院患者の平均年齢や，入院死亡

患者の平均年齢が上昇していることを考え合わ

せると3），入院における筋ジス医療の進歩は著

しいものがあると思われる。

また，在宅に若年層が多いことは，家族の出

来得る限り自宅に患児を置いておきたいという

気持ちの現われであり，今後在宅におけるより

一層の医療の充実が必要と考える。
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究報告召

Duchenne型筋ジストロフイ～患者のデータベースについて

班　　員　福　　永　　秀　　敏

国立療養所南九州病院

共同研究者　鴻　巣　　　武1），佐　藤　　　恵2）

1）国立療養所西多賀病院　2）医療情報システム開発センター

要“筋ジス第3班’’の研究プロジェクトの一つ

として，全国規模での統一入力フォーマットに

よるデータベースの構築が企画され，現在デー

タの入力が行われ，有効に活用されつつある。

本年度も例年と同様な年報出力による調査票の

結果について報告したい。

年報出力について

現在20の国療筋ジス施設がこのプロジェクト

に参加している。登録患者数は576例，経過調

査票の総数は1784件である。本年度は1990年と

1991年度分の入力データを別々に分けて報告し

たが，報告書には1991年のデータについての統

計を掲載した。

出力件数が少ないので今後各施設での有効利

用が望まれる。

Ⅰ　基礎調査票からの統計

1．施設別誕生月別基礎調査票登録件数

（図1）

2．生活様式別年齢階層別患者数（図2）

3．機能獲得時年齢階層別患者数（図3）

4．機能喪失時年齢階層別患者数（図4）

Ⅱ　経過調査票からの統計

1．施設別誕生月別経過調査票登録件数

（1992．11．01までの総計）（図5）

2．施設別誕生月別経過調査票登録件数

（図6）

3．脊柱側攣・仮性肥大・症状別年齢階層別

患者数（図7）

4．外傷別患者数（図8）

5．起立動作・這行動作区分別患者数

（図9）

6．上肢機能別患者数（図10）

7．校能障害度別患者数（図11）

8．ADL別年齢階級別患者数（図12）

9．ADL別機能障害度別患者数（図13）

10．機能障害度別関節拘締変形平均スコア

（図14－1）

11．機能障害度別関節拘縮変形平均スコア

（図14－2）

12．機能障害度別筋力テスト平均スコア

（図15）

13．治療内容別年齢階級別患者数（図16－1）

14．治療内容別年齢階級別患者数（図16－2）
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障害豪区分　合計遍路義扁高一訊高一扁義扁高一前表一高壷高石瑚甑一諒壷扁一義露高一套扁
R L R L R L R L R L R L R L R L

総　　計

1階段昇降可能

1－8　手の介助なし

1－b　手の膝おさえ

2　階段昇降可能

2－a　片手手すり

2－b　片手手すり，ひざ手

2－C　両手手すり

3　椅子から起立可能

4　歩行可能

4－a　独歩で5m以上

4－b　物に捉まれば料する

4－b－1　歩行器

4－b－2　手すり

4－b－3　手びき

5　歩行不能、四つ這い可能

6　四つ這い不能ずり這い可

7　座位保持可能

8　座位保持不能

173　2．3　3．8

0　0．0　0．0

0　0．0　0．0

0　0．0　0．0

6　3．3　4．0

1　4．0　4．0

1　3．0　4．0

4　3．3　4．0

1　3．0　4．0

6　3．5　3．8

3　3．0　4．0

0　0．0　0．0

0　0．0　0．0

0　0．0　0．0

0　0．0　0．0

3　2．7　3．7

38　2．7　3．9

34　1．7　3．7

58　1．5　3．8

3・3　3・3　3・8　3・7　3・5　3・6　2・7　2・8　2．8　2．9　2．8　2．8　2．9　2．9　3．0　3．1

0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・8　0・0　0・0　0・0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・O D・0　0・0　0・0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　3．8　3．8　4．0　3．8　3．8　3．8　3．8

4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0

4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　3．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0

4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　4．0　4．0　3．8　4．0　3．8　3．8　3．8　3．8

4・0　4・0　4・0　…　4・0　4・0　4・0　4・0　3・0　3．0　4．0　4．0　4．0　4．0　4．0　3．0

3・8　3・8　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　…　3．7　3．8　3．8　3．8　3．8　3．8　3．8　3．7

3・7　3・7　日　4・0　4・0　4・0　4・0　4・0　3・7　4．0　4．0　4．0　3．7　3．7　4．0　3．7

0・0　0・0　0・8　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0・0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

3・7　3・7　3・7　3・7　3・7　3・7　3・7　3・7　3・3　3．3　3．3　3．7　3．7　3．7　3．0　3．3

3・7　3・6　3・8　3・8　3・8　3・9　2・8　2・8　3．2　3．3　3．13．2　3．4　3．5　3．3　3．4

3・4　3・4　3・8　3・7　3・4　3・4　2・6　2・7　2．5　2．8　2．5　2．4　3．0　3．12．9　2．6

2・7　2・7　3・5　3・5　3・2　3t3　2・12．2　2．2　2．4　2．2　2．11．9　2．0　2．6　2．8

図14－2　機能障害度別関節の拘縮変形平均スコア

障害度区分　合計忘高‾高志股議‾福豆TFL崩壷忘‾高志梅毒‾蒜義壷扁‾壷岳背鮎一壷蒜
R L R L R L R L R L R L R L

総　計　　　　　　　　173　3．6　3．61．91．91．91．9　3．7　3．7　2．2　2．11．51．51．41．5

1階段昇降可能　　　　　　0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

1－8　手の介助なし　　　　0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

1－b　手の膝おさえ　　　　0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

2　階段昇降可能　　　　　　6　4．0　4．01．61．81．51．5　4．0　4．0　2．2　2．21．41．61．81．8

2－8　片手手すり　　　　　14．0　4．0　4．0　4．0　3．0　3．0　4．0　4．0　4．0　4．0　3．0　3．0　2．0　2．0

2－b　片手手すり．ひざ手　14．0　4．01．01．01．01．0　4．0　4．01．01．01．01．01．01．0

2－C　両手手すり　　　　　4　4．0　4．01．01．01．01．0　4．0　4．0　2．0　2．01．01．3　2．0　2．0

3　椅子から起立可能　　　14．0　4．01．01．0　0．0　0．0　4．0　4．0　3．0　3．01．01．01．01，0

4　歩行可能　　　　　　　6　4．0　4．0　2．6　2．6●2．6　2．6　4．0　4．0　3．5　3．5　2．3　2．7　2．2　2．7

4－a　独歩で5m以上

4－も　物に捉まれば掛する

4－b－1　歩行器

4－も－2　手すり

4－も－3　手びき

5　歩行不能、四つ這い可能

6　四つ這い不能ずり這い可

7　座位保持可能

8　座位保持不能

3　4．0　4．0　1．7　1．7　1．5　1．5　4．0　4．0　3．3　3．3　2．3　3．01．7　2．3

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0，0　0．0　0．0

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0

0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　0．0　8．0　0．0

3　3．7　3．7　1．7　1．7　0．0　0．0　3．7　3．7　2．3　2．3　2．5　2．0　1．3　1．3

38　3．8　3．8　2．1　2．12．0　2．0　3．8　3．9　2．5　2．51．51．51．5　1．4

34　3．4　3．4　2．1　2．10．0　0．0　3．5　3．5　2．1　2．0　1．2　1．2　1．2　1．2

58　3．5　3．51．61．7　0．0　0．0　3．6　3．61．71．71．21．11．11．0
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Ⅰ．遺伝・疫学

B．遺伝相談・遺伝子診断



筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究報告書

プロジェクト研究Ⅰ遺伝・疫学

Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝相談倫理の検討（2）

一迫伝相談に対するクライェソトのニーズを中心として－

班　　員　白　　井　　泰　　子

国立精神・神経センター精神保健研究所

共同研究者　大　澤　真木子，福　山　幸　夫

東京女子医科大学小児科

要　　旨

Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝相談

倫理の検討のための基礎資料の作成を目的とし

て，昨年度は本研究班班員及び顧問の方々の協

力を得て『遺伝相談倫理に関するアンケート調

査』を行い，遺伝相談の定義に関わる諸問題に

対する態度について分析した。本年度は，クラ

イエソトの立場からこの問題を考えるために，

患者・家族がこれまでの治療過程において医師

の側から受けてきた応対や遺伝相談に対するニ

ーズを把握することを目的として，日本筋ジス

トロフィー協会の御協力の下に『「筋ジストロ

フィーの遺伝相談」についての調査』を実施し

た。今回の報告では，「遺伝相談の目的」「相談

過程におけるカウンセラーの適切な行動」と

いう観点から，昨年度の調査結果と関連付けつ

つ，調査データの分析を行った。

目　　的

より良い遺伝相談を行うためには，カウンセ

ラーが遺伝相談の目的に合致した適切な行動を

蓑1　アソケート調査の質問項目一覧

◎Face Sheet項目：

回答者の年齢；性別；患者との続柄etc．

Ⅰ．患児の疾患に関する質問

Ql．病型

Q2．筋生検の有無

Q3．患児の疾患に関して医師から説明を受けた事

項

1．病気の性質

2．病気の経過・予後

3．治療方法

4．遺伝子の異常との関係（含DNA診断）

5．保因者診断

6．出生前診断

7．その他

Q4．患児の疾患について医師から話を開きたいこ

と（あるいは医師と話したいこと）

Ⅱ．患児の疾患に関連する問題についての質問
〔筋ジストロフィーの遺伝形式に関する簡潔な
解説〕

Q5．患児の疾患と遺伝子の異常との関係について

医師と話したことがあるか

Q6．保因者診断の必要性についての医師からの説
明の有無

Q7．説明時期及び説明を受けた人物

Q8．保因者診断の必要性に関する医師の説明の必

要性，説明時期，及び説明相手

Q9．次子出産に際しての出生前診断受診希望

QlO．同胞・親族に対する遺伝情報の開示

Qll．患者の姉妹に対する保因者診断について医師

から説明することの必要性

Q12．上記問題についての説明時期

Q13．上記問題についての説明相手

Q14．家族計画に関する医師への相談の有無
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とることが重要であることは論を待たない。し

かしそのためには，先ず，クライェントが遺伝

相談に対して如何なるニーズを持っているのか

を理解することが必要である。

本年度は，逓伝相談に対するクライェントの

ニーズを明らかにするために，日本筋ジストロ

フィー協会の御協力の下に，『「筋ジストロフィ

ーの遺伝相談」についての調査』を実施した。

本報告では，今回の調査で得られたデータのう

ち，「退伝相談の目的」及び「相談過程におけ

るカウンセラーの適切な行動」という問題に対

応する部分のデータについて，昨年度の調査結

果1）2）と関連付けつつ分析を行い，遺伝相談に

対する両者の考え方・対応の仕方の相違につい

て検討を行う。

方　　法

日本筋ジストロフィー協会の御協力の下に，

同協会の支部役員の方々を中心とする150名を

対象に表1に示す内容のアンケート調査を実施

した。調査の実施に際しては，自己記入式の調

査用紙に返信用封筒を添えて協会事務局の手を

通じて関係者に送付し，79名の方から回答を得

た（回収率は52．7％）。調査実施期間は1992年

11月～12月である。

結　　果

（1）回答者の属性及び患者のプロフィール

回答者の属性及び患者のプロフィールは表2

に示す通りである。

（2）患者・家族に対して説明すべき事項

より良い退伝相談の第一歩は，「クライェン

トが必要とする遺伝情報を提供すること」であ

る。昨年度の調査1）では，患者の遺伝子診断・

保因者診断・出生前診断などの実施を決める際

にクライェントに何を説明すべきかという問題

については図1に示す結果を得ている。今回の

調査で，患者本人あるいは家族が「主治医から

説明を受けた事項」について尋ねたところ図2

に示す結果となった。図1によれは8～9割の

医師が，各々の診断の実施に際しては検査の性

質や精度あるいは診断のメリットデメリット

について患者・家族に説明すべきだと考えてい

ることがわかる。しかし，こうした事柄につい

て説明を行うためには，「病気の性質や経過，

予後の説明，治療方法，遺伝子異常との関係」

など表1のQ3に示した事項について説明され

ていることが前提となる。ところが図2に示し

たように，病気の性質や経過・予後については

回答者の大多数が主治医から説明を受けたとし

ているが，遺伝子異常との関係や保因者診断な

どについて説明を受けた者は4～5割前後に留

まっている。

（3）DMDの遺伝相談における情報の開示

昨年度の調査2）では，DMDと診断された児

の母が，診断及び関連する遺伝情報を，同じ疾

患の患者をもつ可能性のある自分の姉妹など他

の親族に伝えることを拒んだ場合，遺伝カウン

セラーとしてどう対処するかを尋ねたところ図

3に示す結果を得た。この問題に対する患者・

表2　回答者の属性と患者のプロフィール

回答者の属性 患者のプロフィール

1．性別：

男性37名（46．8％）女性41名（51．9％）

無答1名（1．3％）

2．平均年齢：48．8歳（SD＝±13．5）

3．患者との続柄：

父　35名（44．3％）母36名（45．6％）

本人　4名（5．1％）夫1名（1．3％）

無答　3名（3．8％）

1．性別：

男性73名（92．4％）女性　6名（7．6％）

2．平均年齢：23．9歳（SD＝±11．1）

3．病型：

DMD　48（60．8％）　ベッカー型　5（6．3％）

福山型　3（3．8％）　その他　18（22．8％）

無　答　5（6．3％）

4．筋生検の有無：有　55名（69．2％）

無　22名（27．8％）

無答2名（2．5％）
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1．病気の性質

乙　病気の経過・予後

ま　治療方法

4．遺伝子異常との関係

5．保因者診断

6．出生前診断
8．9％
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図3　Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝相談にお
ける情報の開示
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（1）　（2）　（3）　　h）　　無警

図4　情報の開示に対する患者・家族の態度

家族の考え方は図4に示す通りである。「診断

及び関連する遺伝情報などすべての情報を知ら

せてもよい」「必要最少限度の情報に限り知ら

せてもよい」を合わせると，回答者の9割近く

は他の親族への情報の開示に対して肯定的な態

度を有することが示唆された。また，筋ジスト

ロフィー患者の母親が保因者である場合，患者

の姉妹に対して保因者診断に関する説明を医師

が行うことを“望ましい”と考えている者が62

％あった。

考　　察

より良い遺伝相談を行うためには，1）クラ

イェントの必要とする遺伝情報の提供，2）提

供された遺伝情報の扱い方（理解・判断）につ

いての援助，3）問題事態に対してクライェソ

トが適切な対処行動をとるための援助，4）問

題に含まれる心理的側面に対するサポートの4

つの要素が満たされねばならない。本報告にお

いては第1の要素に関する医師と患者・家族と

の考え方の相違を検討したが，両者の見解には

いくつかの点で重要な相違が示唆された。今後

は，遺伝相談においてインフォームド・コン㌧セ

ントの原理を実現してゆくために何が必要かと

いう視点から調査結果の検討を行う必要があろ

う。

最後に，アンケート調査に御協力下さった日

本筋ジストロフィー協会の皆様方に対して感謝

の意を表する。

文　　献

1）福山幸夫，白井泰子ら：Duchenne塾筋ジストロ

フィーの遺伝相談倫理についての検討。厚生省精

神・神経疾患研究委託費，筋ジストロフィーの臨

床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究，平成3

年度報告書：35－38，1992

2）白井泰子，大澤真木子ら：Duchenne型筋ジスト

ロフィーの遺伝相談倫理の検討一道伝相談の定義

にかかわる問題を中心として－。（同上），87－81，

1992
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究報告書

異常ジストロフィン蛋白を発現するDuchenne型

筋ジストロフィー症例の検討

班　　員　鈴　　木　　義　　之

（財）東京都臨床医学総合研究所

共同研究者　桜　庭　　　均1），新　本　美智枝1），花　香　里　子2）

阿　部　敏　明3），堀　　　眞一郎4）

1）（財）東京都臨床医学総合研究所　2）同，兼帝京大学　3）帝京大小児科　4）（財）東京都神経科学総合研究所

要　　旨

ジストノロフィンは，筋形質膜と関連して細胞

膜裏打ち骨格を構成する蛋白と考えられ，その

分子量は427kDa　と推定される。Duchenne

型筋ジストロフィー（DMD）の殆どの例では，

frame shift　やpremature chain termination

を伴う遺伝子変異に基づき，発現ジストロフィ

ンは分解されると推測される。今回，遺伝子解

析と蛋白分析の結果から，分子量が　320kDa

で，等電点がアルカリ側にシフトした異常ジス

トロフィンを発現するDMD症例を経験した。

本例での発現蛋白は，ロッド様ドメインの尾部

からC末端ドメインの頭部までの領域が欠損し

ていると考えられた。最近の「膜糖蛋白複合体

に結合するジストロフィン領域は多システイソ

ドメイン周辺である」という説を考え併わせ，

この領域の機能上の重要性を示唆する貴重な例

と思われた。

目　　的

DMDでは，その原因となる遺伝子変異の大

要が明らかになりつつある。しかし，DMD遺

伝子の発現産物であるジストロフィンの構造と

機能との関係や，遺伝子変異に基づく蛋白分子

の変化と発症機構に関しては，なお不明な点

が多く存在する。これらを明らかにしていくた

め，異常ジストロフィン蛋白を発現する特異な

DMD症例について検討した。

方　　法

1．症例

症例は男性で，1歳7カ月時には運動発達の

遅れに気づかれ，近位筋優位の筋力低下，血中

creatine kinase活性値の上昇と筋電図上の筋

原性変化を指摘された。2歳6カ月時に初めて

歩行可能となったが，筋力の低下が進行し，11

歳時には完全に車椅子上の生活となった。心エ

コー検査で左心室の拡張と心収縮力低下が認め

られた。患者は16歳時に心不全で死亡したが，

剖検病理で，全身の骨格筋に筋線維径の大小

不同，筋形質の変性壊死と筋再生所見がみられ

た。

2．DMD遺伝子解析

患者由来の白血球からDNAを分離し，pOly・

merasechain reaction（PCR）法で，DMD遺

伝子のうち12箇所のexon部分（exonl，3，6，

8，13，17，43，47，50，52，53，60）を増幅

した（1）。

3．ジストロフィン蛋白分析

剖検筋を試料とし，2次元電気泳動法とイム

ノプロット法とを組み合わせて，ジストロフィ

ン蛋白を分析した（2）。試料を塩酸グアニジン

処理した後，塩化カリウム溶液に対して透析し

てミオシンの大部分を沈澱として除去した。そ

の上清を尿素溶解液で透析した後，2次元電気
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泳動で蛋白を分離した。次に，ジストロフィン

の各領域に対する種々のモノクローナル抗体を

用いたイムノブロット法で，ジストロフィン蛋

白の検出を行った。抗体は，ジストロフィンの

N末端ドメインを認識する　AIC（帝京大清水

輝夫先生の御供与による；アミノ酸番号215－

264に対応），ロッド様ドメインの一部を認識す

る　Dysl（Novocastra社；アミノ酸番号118ト

1388に対応），C末端ドメインの各々中間部及

び最後の17アミノ酸部分を認識する4－4C5（帝

京大清水輝夫先生の御供与による；アミノ酸番

号3495－3544）と　Dys2（Novocastra社；アミ

ノ酸番号3669－3685）を用いた。

結　　果

PCRによる遺伝子解析の結果，DMD遺伝子

のexonl，3，6，8，13，17，43，47，50，52の

部分は検出されたが，eXOn53，60の部分は検出

されなかった（図1）。一万，2次元電気泳動

とイムノプロット法によるジストロフィン蛋白

の分析では，患者由来の筋において，量は減少

しているものの，抗体AIC，Dysl及びDys2

に反応するスポットが検出された（図2）。そ

Reactionl Reaction2

C P C P

の推定分子量は320kDaで，等電点は正常ジス

トロフィンのそれよりもやゝアルカリ側に偏っ

ていた。抗体4－4C5に対しては，いかなる反応

性スポットも認められなかった。遺伝子及び蛋

白分析の結果を総合して，本例では，ロッド様

ドメイン尾部からC末端ドメイン頭部までの領

域を欠く，inframeの異常ジストロフィンが発

現していると考えられた（図3）。この結果か

ら推定される発現産物のサイズは，約320kDa

と計算されたが，この値は2次元電気泳動／イ

ムノブロット分析で得られた結果に一致した。

考　　察

ジストロフィンは，細胞骨格蛋白のひとつ

で，筋形質膜と糖蛋白複合体を介してつながっ

ていると考えられる。これまで，糖蛋白複合体

と関連して機能発現に重要なジストロフィン範

域はC末端ドメインであると考えられてきた。

しかし，最近になって，C末端ドメインは筋形

質膜との結合に必ずしも絶対的に必要ではない

という報告（3）や，カルパインで限定分解した

ジストロフィンー結合蛋白複合体の分析から，

ジストロフィンの領域中で糖蛋白複合体との結

Reaction3　　　　　　Reaction4

C P C P

図1　PCRによるジストロフィン遺伝子の分析
Cは対照老由来のI）NAを，Pは当該患者由来のDNA試料を示す。患者ではexon53
と60に相当するDNA断片が検出されない。
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AIC Dysl　　　　　ト4C5　　　　　Dys2

Pationtmus¢lo

ControImusd○

図2　2次元電気泳動／イムノブロット法による筋肉のジストロフィン蛋白分析
患者筋においては，対照筋に比して2倍量の試料がアプライされている。各

々のレーンにおいて，左側にいく程に等電点はアルカリ側であり，上側にいく
程に分子量が大きいことを示している。対照筋では，全ての抗体に対して，分
子量が320kDaの位置に反応性スポットがみられる。一方，患者筋では，抗

体AIC，Dysl，Dys2に対して，等電点がわずかにアルカリ側で分子量が320
kDaの位置にスポットが認められる。抗体4－4C5に対してほ，反応性スポッ

トはみられない。

1000

Dystrophin

2000 3000　　　　　3685

exon＃53　　　　60

図3　ジストロフィンの構造と当該患者での発現蛋白の推定欠損部位

最下段に示した四角部分のうち，黒い部分が遺伝子解析による，また網状部分が蛋白分析
による患者の推定ジストロフィン欠損領域を表わす。
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合に直接係わるのは多システイソドメインとそ

の周辺であるという報告（4）がなされた。従っ

て，この領域を欠く異常ジストロフィンを発現

するDMD例は，ジストロフィンの構造と機能

との関係を調べていく上で貴重であり，今後，

本例を更に詳細に分析する必要があると思われ

た。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究報告書

進行性筋ジストロフィーにおけるジストロフィン

遺伝子イントロン内変異の検討

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　山　岸　敬　幸1），平　石　佳　之2）

高　野　利　也2），石　原　博　幸3）

1）慶応義塾大学医学部小児科学教室　2）慶応義塾大学医学部徴生物学教室
8）国立療養所東埼玉病院内科

要　　旨

進行性筋ジストロフィー患者の60～70％にお

いてジストロフィン遺伝子の部分欠失あるいは

部分重複が検出されているが，残りの30～40％

については不明である。そこで従来のサザンプ

ロット法によって変異が検出できなかった症例

を対象にして，低頻度切断制限酵素と，高分子

量DNAの分離能に優れた“一本鎖DNA電気

準動法”を用いたサザンプロット法による解析

を行い，エクソンを含まないDNAの構造変化

によるジストロフィン遺伝子の異常がどの程度

の頻度で存在するかを検討した。その結果，19

例のうち1例のみでjunctionfragmentの可能

性があるものが認められた。したがって，イン

トロンに影響を与える欠失，重複，逆位，転座

のような変異の頻度は非常に低く，点変異のよ

うな微少な変異がサザンプロット法によって検

出できない症例の大部分を占めていると考えら

れる。この研究の過程で3個の新しいRFLPs

を発見した。

日　　的

進行性筋ジストロフィー患者の60－70％にお

いてジストロフィン遺伝子の部分欠失あるいは

部分重複がcDNAを用いたサザンプロット法

やPCR法によって検出されているが，残りの

30～40％にどのような遺伝子変異が生じている

のかはいまだ不明である。従来の方法で主に検

出されている変異はエクソンを含む比較的大き

な構造変化であるため，それ以外の変異として

はプロモーターやエクソンなどの内部にある点

変異のような微少変異，プロモーターやイント

ロこ／内の比較的大きな欠矢や重複，逆位，転座

が考えられる。これらのうち微少変異以外はゲ

ノム　DNAを低頻度で切断する制限酵素を用

いたサザンプロット法においてjunction frag－

mentを生じるはずである。そこで従来のサザ

ンプロット法によって変異が検出できなかった

症例を対象にして，低頻度切断制限酵素と，高

分子量DNAの分離能に優れた“一本鎖DNA

電気泳動法”を用いたサザンプロット法による

解析を行い，エクソンを含まないDNAの構造

変化によるジストロフィン遺伝子の異常がどの

程度の頻度で存在するかを検討した。

対象と方法

我々はこれまで国立療養所東埼玉病院入院加

療中の進行性筋ジストロフィー患者を対象に，

制限酵素HindIIIとジストロフィンcDNAを

用いたサザンプロット法による遺伝子診断を行

なってきた。その結果，血縁関係のない84症例

のうち47症例（56％）に部分欠矢を12症例（14

％）に部分重複を認めた1）。この研究において
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いずれの変異も認められなかった25症例のうち

19症例を今回の対象とした。また13症例の健常

人を正常対象とした。

末櫓へ／くリン血から通常の方法で抽出した

DNAを低頻度切断制限酵素であるApal，Bst－

Pl，EcoRV，KpnIによってそれぞれ切断し，

グリオキサール処理によって二次構造を形成し

ない一本鎖DNAにした後，ゲル強度の高い

FMC社製Fast LaneAgaroseを用いて作製

した0．4％アガロースゲルで電気泳動した。そ

の後，ジストロフィンcDNAの9個のサブク

Kpnldigests，CDNA2b－3probe

kb　14　15　16　17　18　19　C

48　－

21－

9・4－－■　■－　叫、－　－。W、叫　＿＿

●

66－

4．4－

図　一本鎖DNA電気泳動を用いたサザンプロット

法による解析例。患者（14－19）と正常人（C）の
DNAをKpnIで切断し，CDNA2b－3をプロー
ブとした。

P－ン（cDNA1－2a，2bn3，4－5a，5tr7，8，9，

10，11，12）をそれぞれプローブにしてサザン

プロット法を行なった。

結果と考察

今回の研究ではjunctionfragmentの検出効

率を高めるために，ヒトゲノムDNAを低頻

度で切断する制限酵素ApaI，BstPl，EcoRV，

KpnIを用いてサザンプロット法を行なった。

このような制限酵素を用いた場合，観察される

DNAバンドが通常よりも長くなるため，標準

的な電気泳動では分離が困難である。そこで，

我々が独自に考案した，約100kbまでのDNA

を分離することのできる“一本鎖DNA電気泳

動法”を用いることにした。この方法によるサ

ザンプロット法の典型的な結果を国に示す。こ

こでは，12kbのバンドと13kbのバンドの電

気泳動度の差が明瞭に読み取られていることが

わかる。

進行性筋ジストロフィーと診断されるにもか

かわらず部分欠失あるいは部分重複が認められ

ない19症例と正常対象13例について，4種の制

限酵素を用い，ジストロフィンcDNAのほぼ

全飯域にわたって先のような解析を行なった結

果，4ヶ所でバンドの変化が認められた。それ

を表にまとめる。1），2），3）のバンド変化

は患者群でも対照群でも認められることから，

これらはRFLPsによるものと考えられる。一

万，4）の　27kb　のバンドは対照群にはなく，

また患者1例のみで認められたことから，イン

トロン内部のDNA構造変化によって生じた

表　進行性筋ジストロフィー患者および対照例のサザンプロット解析におけるバンド変化

領域　　制限酵素　バンド変化　患者群雛対照群　　診断

1）cDNA2bp3　ApaI

2）cDNA2b－3　KpnI

3）cDNA2b－3　EcoRI

4）cDNA8　　EcoRV

十40kb

－40kb

12kb

13kb

十21kb

－21kb

19kb

27kb

3
　
7
　
　
2
　
8
　
　
7
　
3
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5

5
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4
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0

0
　
0
　
　
0
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0
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0
　
0
　
　
1
　
0

RFLPs

RFLPs

RFLPs

Junction

FragmentP
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junction fragmentである可能性がある。しか

し，この／ミソドも頻度の低いRFLPsである可

能性は否定できない。RFLPsと考えられるl）

と3）において片方のalleleでバンドが検出さ

れるにもかかわらず，もう片方では消失してい

る。これはDNAの部分欠矢によるものではな

く，後者のバンドが電気泳動の分離限界より長

かったためであると考えられる。新しく発見し

た3種顆のRFLPsはいずれも頻度が50％に近

いことから，RFLPs　による遺伝子診断の有用

なマーカーとして使用できる。

今回用いた4種の低頻度切断制限酵素と“一

本鎖DNA電気泳動法”によるサザンプロッ

ト分析を，エクソンを含む部分欠失あるいは部

分重複が認められる症例に対して行なったとこ

ろ，約75％でこれらの変異に起因するjunction

fragmentが検出された（未発表）。したがって

イントロン内部に同様な変異があった場合，こ

れと同程度の確率でjunction fragmentが検

出されるはずである。しかし，今回の結果では

19例のうち1例でjunction fragmentの可能

性があるものが見つかったにすぎない。このこ

とからイントロンのみに影響を与える欠失，重

複，逆位，転座のような変異の頻度は非常に低

いと考えられる。部分欠矢と部分重複以外の進

行性筋ジストロフィーの病因変異としては，エ

クソン内の点変異が現在までに8例報告されて

いる2）8）。今回の研究結果と考え合わせると，

おそらくサザンプロット法やPCR法では同

定できない約30～40％の病因変異の大半は，エ

ソクソ内の点変異が占めているのではないかと

推察される。しかし14kb　のジストロフィー

cDNAの中の点変異を検出することは現在の

ところ簡単ではない。進行性筋ジストロフィー

の診断をより正確に行なうためには，点変異を

迅速かつ容易に検出する方法を確立することが

今後重要になるであろう。
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筋ジストロフィーの臨床病態と退伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究被告喜

Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝子欠矢と

臨床症状との比較検討
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要　　旨

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）患者

87家系96名を対象に，ChamberlainらとBeggs

らの報告した19対のプライマーを用いてmulti－

plexPCRを行い，遺伝子欠矢の有無と，そ

の臨床症状との関連について検討した。multi－

plexPCRの結果から，39症例（40．6％）に遺

伝子欠矢を認めた。欠失部位はジストロフィン

遺伝子中央部分のhotspotに集中していたが，

遺伝子欠矢の大きさおよび部位は多様であっ

た。遺伝子欠失群と非欠失群で臨床症状を比較

すると，歩行開始時期や運動機能障害度の進行

状況には差を認めなかった。また心不全と呼吸

不全の出現年齢は，ともに遺伝子欠失群が非欠

失群に比べてやや若い年齢で出現したが，両群

には有意な差を認めなかった。また知能指数に

おいても遺伝子欠失群と非欠失群には統計学的

に有意な差を認めなかった。

目　　的

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の

遺伝子欠失部位やその大きさは従来から指摘さ

れているように多様であり，またDMD遺伝

子異常のheterogeneityが知られている。さら

に最近，DMD遺伝子異常のheterogeneityと，

臨床症状の多様性との関連について関心がもた

れるようになった。今回我々は当院における

DMD患者を対象に，pOlymerase chain reac－

tion（PCR）法を用いて遺伝子欠矢の診断を行

ない，遺伝子欠失群と非欠失群とにおける臨床

症状の比較検討を行なった。

対象・方法

対象は当院へ通院ないし入院中のDMD患

者87家系96名とした。DMDの診断は臨床症

状，血清筋酵素，筋生検等の所見によった。末

梢血からDNA　を抽出し，Chamberlain　ら1）

とBeggsら2）の報告した19対のプライ7，を用

い，multiplexPCRにて遺伝子欠矢の有無を検

索した。臨床症状との関連では歩行開始時期，

運動政能障害度の進行状況，心不全と呼吸不全

の出現年齢，知能指数のそれぞれについて，箪

伝子欠失群と非欠失群で比較検討した。

結　　果

（1）遺伝子欠失

Chamberlain　らの方法では96名中36例に遺

伝子欠矢を認めた。Chamberlainらの方法で欠

矢を認めなかった症例に，Beggsらの方法を行

なったところ，さらに3例に欠矢を見出した。

すなわち，両者をあわせて39例（40．6％）に遺

伝子欠矢を認めた（図1）。欠矢の大きさおよ

び部位は多様であったが，欠失部位の分布は従

来の報告と同様にジストロフィン遺伝子中央部

分のhotspotに集中していた。

（2）退伝子欠矢と臨床症状との関連

歩行開始時期を遺伝子欠失群と非欠失群で比
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図1　PCR法による迫伝子欠失

較検討するため，各月齢における歩行開始の通

過率を求めた（図2）。50％の患者が歩行を開

始する月齢は遺伝子欠失群と非欠失群ともに16

カ月で，両群には差を認めなかった。90％の患

者が歩行を開始する月齢も両群ともに18か月で

同様に差を認めなかった。6才から20才まで運

動機能障害度（厚生省研究班分類）の全経過を

0

歩
行
開
始
通
過
率

12　13　14　15　16　17　18　19　　20（月）

月　齢

図2　歩行開始時期

追跡することができた患者15例を対象にその進

行状況を検討した（図3）。グラフには遺伝子

欠失群，非欠失群それぞれにおける運動機能障

害度の平均値を示した。歩行不能となるStage

5に達したのは退伝子欠失群で13才，非欠失群

で12才であったが，両群には有意な差はなかっ

た。また全経過における運動機能障害度にも両

群には有意な差を認めなかった。心不全出現年

齢（心エコー検査で左室駆出率が0．5以下）は

10 15

年　　齢

図3　運動機能障害度の進行状況
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図4　心不全・呼吸不全出現年齢

図5　DMD患者の知能指数

遺伝子欠失群で18．8才，非欠失群で20．1才であ

った（図4）。呼吸不全出現年齢（動脈血ガス

分析でPaC02が60mmHg以上）は遺伝子欠

失群で20．2才，非欠失群で21．1才であった（図

4）。心不全と呼吸不全の出現年齢はともに遺伝

子欠失群が非欠失群に比べてやや若い年齢で出

現したが，両群には有意な差を認めなかった。

知能指数についてみると，遺伝子欠失群の知能

指数は81．4に対して非欠失群では78．4であった

が，両群には有意な差を認めなかった（図5）。

考　　察

遺伝子欠失群と非欠失群における臨床症状の

比較検討に関する報告では，Medoriら3）は遺伝

子欠失群より非欠失群の方が臨床症状はより重

篤であったとしており，一方Baumbachら4）は

両群には臨床症状の差がなかったとしている。

本邦では，南ら5）は歩行開始の遅れが非欠失

群で多いとし，西尾ら6）は歩行不能になった年

齢，運動機能障害度の進行状況，呼吸不全に入

った時期について，遺伝子欠失群の方が非欠失

群よりも重篤な傾向があったが，いずれも有意

差を認めなかった5）としている。今回の我々の

検討では，歩行開始の遅れの他は，南らや西尾

らと同様，運動機能障害度の進行状況，心不全

・呼吸不全の出現年齢で遺伝子欠失群と非欠失

群には有意な差を認めなかった。

今回我々が実施したPCR法による遺伝子欠

矢の検出率は従来報告されているサザンプロッ

ティング法に比較して低いものとなった。我々

が用いたプライマーは19個であるため，DMD

退伝子欠矢のすべてを検出することができなか

ったためによると推定される。従って，非欠矢

の症例に本来の遺伝子欠矢の症例が含まれてい

る可能性がある。今後，サザンブロッティング

法をも併用して遺伝子欠矢の検出率を向上さ

せ，臨床症状と遺伝子欠矢との関連についてよ

り詳細な検討を行なう予定である。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究
平成4年度研究報告書

進行性筋ジストロフィーにおける非放射性標識プローブを

用いたサザンプロット法による遺伝子診断

班　　員　石　　原　　博　　幸

国立療養所東埼玉病院内科

共同研究者　川　村　　　潤1），加　地　英　生1）

青　柳　昭　雄1），加　藤　真　吾2）

1）国立療養所束埼玉病院内村　2）慶応義塾大学医学部散生物

要　　旨

Digoxigeninを標識物質とした非放射性プロ

ーブによるサザンプロット法で進行性筋ジスト

ロフィーの遺伝子診断を試みた。本法はRI設

備のない一般病院レベルの検査室で施行可能で

あった。しかし現時点ではバックグラウンドが

高く，シグナル強度が低く，ジストロフィン遺

伝子異常の検出にはまだ実用的ではないが，今

後改良を加える予定である。

目　　的

デュシャンヌ型およびベッカー型進行性筋ジ

ストロフィーにはⅩ染色体上のジストロフィン

遺伝子の異常が存在し，これを利用していくつ

かの遺伝子診断が行なわれている。なかでもサ

ザンプロット法は定量性にも優れた有力な診断

法であり，ジストロフィン遺伝子の欠失だけで

なく重複の検出が可能であり，また患者の診断

のみならず保因者診断にも利用されている。し

かし32pなどの放射性同位元素（以下Rlと略

す）を使用する　Southern Blot法は特別の施

設，設備を必要とし，Rlの減衰のため班用期間

が限定され，被爆や汚染防止のため廃棄法を厳

守しなければならない，などの制約がある。こ

のため一般の病院の臨床検査室では実施が困難

であるのが現状である。今回我々は放射性同位

元素を使用せずDigoxigenin（DIG）を用いて

標識したサザンプロット法によりジストロフィ

ン遺伝子診断を試みましたので報告する。

方　　法

末梢血採血より白血球を分離L RNase処

理，プロテアーゼ処理の後にフェノール，クロ

ロフォルム抽出を行い，エタノール沈澱により

DNAを抽出した。このDNAをHindIIIで処

理し精製した後に，5〃gを0．7％agarosegel

で電気泳動を行い，ゲルを脱プリン処理を行な

った後に，0．4NNaOHでナイロンメソプレン

（アマシャム社Hybond－NJ）にトランスファ

ーした。

CDNAの標識はDigoxigenin－11－dUTP（以

下DIG）で行い，BoehringerMannheim社の

DIG LabelingKitを用いた。CDNAにDIG

をランダムプライム標識法で標識した後，エタ

ノール沈澱，SephadexG－50カラムでプローブ

を精製した。

DIGの検出にはDIGDetectionKitを用い

て化学発光をレントゲンフィルムにより検出し

た。はじめにアルカリフォスファターゼ結合抗

DIG抗体を結合させ，次にAMPPDと反応さ

せインキュベーション後に発光をフィルムに感

光するものである。

結　　果

図1はDIGを用いた正常男性のDNAの
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図2

HindIII消化物5，10，20，30FLgのSouthern　　　図2はRIを用いたSouthernBlotによる保

Blotの結果である。RI標識に比べてシグナル　　困老診断の結果で左2レーンが保因者，正常女

の強度が強く，バックグラウンドも高くノイズ　　性，正常男性である。左の女性にはエクソン50

が大である。　　　　　　　　　　　　　　　　　から52，右の女性にはェクソン48から52が一万
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の退伝子が欠失しており保因者であることがわ

かる。

図3は同じ症例の　DIGを用いたSouthern

Blotの結果である。やはりRl標識に比べてシ

グナルの強度が弱く，バックグラウンドも高く

ノイズが大である。

更にインキュベーションの時間を延ばすと，

バンドのシグナル強度もバックグラウンドも増

加するが，バンド同士のシグナル強度の違いは

不明瞭になり定量性が損なわれる傾向があった

（図4）。

考　　察

DIGを用いたSouthern Blot法の感度，／；

ックグラウンドに影響を及ぼす因子は現在まで

に我々が知り得た限りでは，1）ナイロンメソ

プレンの種類，2）DIG標識後のプローブの精

製法，3）Hybridization solutionの組成，4）

AP結合抗　DIG　抗体の濃度，5）AMPPD

反応後のインキュベーション時間、が考えられ

た。DIG　を用いたサザンプロット法は一般病

院の検査室レベルの設備で充分に実施が可能で

あった。その所要時l制は約3日間で，RIを用

いた場合と比較して短縮することができたが，

DNAのバンドのシグナルの強度はRlに比較

して弱く，バックグラウンドやノイズは高い難

点があり，また発光反応後のシグナルの強度が

経時的に変化するため定量性に配慮しなければ

ならなかった。現時点ではDIGを用いたサザ

ンプロット法はジストロフィン遺伝子異常の検

出には実用的ではないが，RI設備のない一般

病院で検査が行える利点があり今後更に改良を

加える予定である。
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筋ジストロフィーの臨床病態と遺伝相談及び疫学に関する研究

平成4年度研究報告書

ベッカー型筋ジストロフィーにおけるジストロフィン分析（弟2報）

一日保因者”のRFLPsを用いた解析－

班　　員　岩　　下

国立療養所筑後病院

宏

共同研究者　酒　井　徹　雄1），山　森　俊　治2）

1）国立療養所筑後病院神経内科　2）三菱油化ビーシーエル

要　　旨

ベッカー型筋ジス（BMD）2家系における女

性親族を4つのプローブを用いる制限酵素断片

長多型（RFLPs）解析を行った。

BMD患者の娘であり，息子がBMD患者で

ある41歳女性とその娘14歳（弟と祖父が患者）

は共に保因者で，別の家系における患者の長女

22歳も保因者と考えられた。

これらのことから，僅か2家系の調査である

が，RFLPsはBMD保因者の遺伝子学的検索

と遺伝相談に有用と考えられた。
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Fig．2
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目　　的

昨年度の第1報1）では，BMD患者におけ

るジストロフィン遺伝子欠矢は64％にみられた

が，保因者と考えられる女性親族にはみられな

かったこと等を報告した。そこで，本年度は

BMD　2家系における保因者と考えられる女性

親族について，多型を認識する　DNA断片を

プロpプとして，ristriction fragmentlength

polymorphism制限酵素断片長多型（RFLPs）

解析を行ったので報告する。

ERT87－1

kb12　3　4　5　6　7　8

一二一三曽一・コ二号：；

●■　　　　　　　・＊

・＊

＊　nonもPeCificband

ERT87－8

kb12　3　4　5　6　7　8

kb

■一■■■一　　一・4．4

■■■■　　－　　　　　●■・2．2

対象と方法

pig．1（N家系），Fig．2（1・H家系）の2家

系を対象とした。家系員の直下の数字は年齢を

示す。資料を採取した家系員は下方にローマ字

のイニシャル，右上に資料番号（1～7）を示

す）。資料番号8はコントロール（24歳，女）

である。対象者からヘパリン採血で得られた

mononuclear cell　のcellular DNA　5上gを

各制限酵素でdigest　して電気泳動後，nylon

membranefilterへtransferを行った。

l・H家系

Fig．3

2．2

＊　non specificband

2．2

卜H家系

Fig．4
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