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1．DuGhenne型筋ジストロフィーの遺伝子診断　　　　国立病院機構八雲病院小児科　石Jl倖辰

Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）の原因遺伝子であるジストロフィン遺伝子が、1987年に発見されてから

すでに17年が経過した［Koenigeta1．，1987，1988］。現在までに得られたジストロフィン遺伝子異常の知見

を概観し、今後のDMD遺伝子診断の指針とすることを本ワークショップの目的とする。

DMD臨床診断のフアースチョイスは、針筋生検、開放筋生検を行ない、生検筋の免疫組織染色やウエス

タン・プロットによりジストロフィン蛋白異常を証明することであった。この侵嚢的診断法と異なり、末梢血白血

球由来DNAを出発材料とするジストロフィン遺伝子のエクソン欠失診断は、multiplex PCR［chamberlain et

a1．，1988；Beggseta1．，1990］の開発により、現時点では60％の症例のエクソン欠失を証明することを可能と

した。さらに、サザン・プロット解析により、10％の希な欠矢や重複が検出可能である。残り35％は、塩基置換に

よるナンセンス変異、フレームシフトを引き起こす微少欠失・挿入、スプライス部位の変異と考えられている。

これらの解析を困難にしているのは、ジストロフィン遺伝子がヒト遺伝病原因遺伝子では最大のそのサイズに

ある。ジストロフィンは、X染色体の0．1％を占め、2．4Mbにわたり79個のエクソンがゲノムDNA上に散在してい

る。また、組織特異的な8種類のプロモーターを有している。初期の文献的考察［Roberts et a1．，1994］で

は、DMDでの変異の内訳は、欠失・重複：65％、ナンセンス変異：18％、微少欠失・挿入（フレームシフト）：8％、

スプライス部位変異：7％、ミスセンス変異：2％であった。これらのジストロフィン遺伝子異常を解析する方法とし

ては、その解析出発材料により、末梢血白血球由来DNA（DNA－mediated）と末梢リンパ球または、生検筋由

来mRNAを逆転写して得られたcDNA（RNATmediated）を解析する方法に分けられる。

DNATmediatedな方法：SSCP（singlestrandconfbrmationpolymorphism）［Nigroetal．，1992；Kneppers

eta1．，1995］、heteroduplex法［prioreta1．，1993］が報告されている。これらは、ジストロフィン遺伝子すべ

てのエクソンを検索しているわけではなく、当然、遺伝子変異の検出率は、10％程度である。一方、最近、全

エクソン領域をスキャンし、半および全自動的に解析するシステム（mutation scanning）が報告されている。

全自動DHPLC（denaturinghighperfbrmanceliquidchromatography）［Bennet eta1．，2001］、DOVAM－S

（detectionofvirtuallyal1mutation－SSCP）［Mendelleta1．，2001］、SCAIP（singleconditionamplincation／

internalprimer sequencing）［Flanigan et a1．，2003］、DGGE（denaturing gradient gelelectrophoresis）

［Hofgtraeta1．，2004］などの大規模な解析システムであるが、本邦ではいずれも導入されていない。最近、

Yanらは、multiplexPCR／MAPH（multiplexamplifiableprobehybridisation）／DOVAM－Sの3段階からなる解

析システムを行うと、遺伝子変異の検出率は96％にもなると報告している［Yaneta1．，2004］。内訳は、欠失：

59％、点変異：29％、重複：5％、見逃された欠失：3％、変異なし：4％であった。点変異の内訳は、ナンセンス変

異：49％、フレームシフト：42％、スプライス部位の変異：9％であった。

RNA－mediatedな方法：基本的には、RT－neStedPCRをジストロフィンcDNA全領域で行う方法［Robertset

a1．，1990］ですでに確立されているが、歩行消失後の年長症例では、末梢血リンパ球からは充分な

transcriptが得られず［Whittocketa1．，1997］、10歳までのDMD症例が確実に解析可能な対象となる。また、

mRNAを末梢血リンパ球より採取する場合には、数時間以内に処理する必要があるなどの制約もある。

CDNAが得られれば、direct－SequenCing ofentire cDNA、ProteinTTruncation－Test（PTT）［Roest etal．，

1993］が可能である。

今後の課題：いづれの方法にしても、比較的長いDNA断片の直接シークエンスが必要となるので、外注可

能なmultiplex PCR、サザン・プロット解析を除き、解析は一部の研究施設、機関に限られる。平成14年度の

川井班アンケートでは、自施設でmultiplex PCRなど遺伝子診断を行っているのは4施設のみであった。本

邦では、未だ全エクソン領域をスキャンし、半および全自動的に解析するシステムは導入されておらず、

mRNA由来cDNAの直接シークエンスが主流であることから、今後、これら施設でのシークエンス処理能力を

増強、維持する必要があろう。
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2．Duchenne型筋ジストロフィーの遺伝子診断とその現状

1）MultipJex PCR，MAPH法　　　　　　　　　　国立病院機構八雲病院小児科　石川幸辰

MultiplexPCRは、DMDエクソン欠失診断に最も有用な検査法で、サザン・プロット解析の96％をカバーして

おり、Yanらの文献的集積［Yan et a1．，2004］では、Chamberlain／Beggsの標準的な19エクソンによる

multiplexPCRでの欠失検出率は、58・7％（437／745）であった。CAP（CollegeofAmericanPathologist）推奨

の26エクソンのPCRでも58．9％（439／745）と同様であった。欠失の”hotspot”として、5，側のエクソン3－19、エク

ソン44－52に欠矢は集中している。また、これらの欠矢は、フレームシフト仮説に合致し、DMD症例の93％が

OutOf什ameであった［Monacoeta1．，1988］。例外としては、エクソン3－7、3－11、44、45などあり、場合によっ

ては、末梢血リンパ球さらに生検筋由来mRNAのスプライシングパターンを検索する必要がある。当科でのこ

れまでの解析総数135家系150例中68家系75例（50．4％）に欠矢を認めた。

一方、MAPH法は、両端に共通配列を持つ特殊なプローブにより定量的サザン・プロットを行い、回収され

たプローブをPCR増幅し蛍光DNAシークエンサーで欠失、重複を解析する方法である［Armouret a1．，

2000、Whiteetal・，2002］。Amplinableprobe（DNAprobesetは、96wellplateに分注されており、各々、

10ngのtemplateをPCR再増幅したもの）は、平成14年10月に、DR．JT den Dunnen（Leiden University

Humanand ClinicalGenetics、TheNetherlands）とDNAprobeのmaterialtransfbrの同意契約を終え、同年

12月末に入手し、平成15年度班会議において、基礎的な予備実験結果を報告した。現在まで、3例の新し

い重複が同定されている。Whiteらによると、重複はDMD遺伝子変異のおよそ6％を占めると報告している。本

法により、重複およびmultiplexPCRで見逃されている希な欠失の診断が可能となる。また、平成14年度班

会議で配布した79領域の欠失エクソンの結果を入力して、欠失断端の確定、フレームシフトの有無を判定

する自作PC版解析ソフト（Windows98SE対応版）を併用するとより迅速な確定診断が可能である。今後の

遺伝子診断のシステムとして、私共は、multiplex PCR／MAPH／RT－neSted PCR＋PTTによりDMD遺伝子診

断を進めていきたいと考えている。RNA－mediatedな解析に必要なmRNA採取についても、室温で採取、保

存可能なPAXgene BloodRNAシステム（QIAGEN）を採用し、三菱化学ピーシーエルの御協力により、全国

規模で検体移送可能な系を提案している。

将来のDMD遺伝子治療の臨床応用のためには、分子レベルの正確な記載が不可欠である。このためにも、

筋ジストロフィー病棟を有する国立病院機構傘下の病院におけるジストロフィン遺伝子診断・解析システムを

再構築Lかつ標準化することは急務といえる。今後、各施設の状況に即した検査・診断システムを施設ごと

に御提案していきたいと考えている。
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2）定量サザンプロット、半定量PCR 国立病院機構東埼玉病院小児科　加藤るみ子

【当院におけるDMD／BMD遺伝子診断法の歴史】

当院では1992年からジストロフィン遺伝子変異解析を開始した。当初はラジオアイソトープによる定量的サザ

ンプロット法が用いられ、エクソン単位での欠失および重複を検出し、保因者診断も行っていた。2、3年後に

は現在スクリーニングとして広く行われているChamberlain－Beggsのプライマーセットによるmultiplex PCR法

が導入された。より簡便、迅速な欠失症例の検出が可能になり、解析の第一手段になった。この両者によっ

ても遺伝子異常が検出されない場合はRNA解析を行い、CDNAの全塩基配列を決定し、点変異などの微小

変異やスプライシング異常を同定している。1998年からは半定量PCR法の技術を取り入れ、増幅したPCR産

物を定量的に検出することで欠失のみならず重複の同定が可能になり、保因者診断にも応用できるようにな

った。現在当院ではまず半定量PCR法をスクリーニングも兼ねて行い、変異が同定できない場合にRNA解

析を進め、サザンプロット法は変異部位の確認などの第三次的手段になっている。

【定量的サザンプロット法と問題点】

DNAを制限酵素で切断し、生じたDNA断片をゲル電気泳動で分離する。これをナイロン膜に転写・固定して

アイソトープで標識したDNAプローブと反応させる（hybridization）。このナイロン膜をX線フイルムに感光させ

ることにより、プローブと相補的な配列を持つDNA断片がバンドとして検出される。ジストロフィン遺伝子の

mRNAに相補的なcDNAをプローブにすると、ジストロフィン遺伝子のエクソン部分に結合するため、遺伝子

欠矢の場合はそのエクソンに相当するバンドが消失し、遺伝子重複の場合はバンドの濃度が濃くなる。正常

女性はジストロフィン遺伝子を2コピー有するが、欠失の女性保因者はその領域を1コどこしか持たないため、

バンドの濃度は正常女性の1／2に、また重複の場合は3倍の濃度で検出される。また遺伝子欠矢や重複によ

り制限酵素切断部位がずれてDNA断片の長さが変わることにより正常とは異なる長さのバンド（ジャンクショ

ンフラグメント）が出現することがあり、このバンドの有無だけでも保因者であるという判定は可能である。3年

前からはラジオアイソトープによらない化学発光でのサザンプロット法に切り替え、プローブにゲノムDNAの

PCR産物も用いるなど改良をはかっている。しかし、サザンプロット法は操作過程が多いこと、ジストロフィン

遺伝子のcDNAは14kbpと大きいため、数個のセグメントに分けてサザンプロットを行う必要があること、また定

量判定のためにはレーン毎に正確なDNA量を均質に電気泳動しなければならないことなどから非常な労力

を要する。また結果を出すまでに少なくとも数日かかるため迅速診断にはほど遠い。

【半定量PCR法と問題点】

ェクソンに対応するプライマーセットを用いDNAをPCR増幅する際に、蛍光標識したdUTPを加えて反応させ

る。通常のPCRと異なり、反応がプラトーに達する前の指数関数的に増幅しているサイクル数で停止させ、

PCR産物をオートシークエンサーによりフラグメント解析する。この際、PCR産物量は蛍光強度に反映される

ため定量的な測定が可能になり、エクソンの欠矢や重複が同定される。欠失患者では蛍光は検出されず、

重複の場合は正常対照の約2倍の強度を示す。欠失・重複の保因者においては、それぞれ正常の0．5倍、

1．5倍となり保因者診断も可能である。実際には複数個のプライマーセットを組み合わせ、同時に複数のエク

ソンにつき解析する。従来のmultiplex PCR法やサザンプロット法のプローブではカバーできなかったエクソ

ンのプライマーも取り入れることで、解析の精度が上がっている。現在は3種の反応系の計52個のエクソンに

っき、簡便・迅速な欠失・重複の同定が可能である。さらに以前cDNAの全塩基配列決定法で変異の同定

ができなかった症例に半定量PCR法を行い、新たに欠矢や重複が検出できたものもある。しかしPCR法の

弱点であるが、プライマー部分の塩基配列に異常がある場合はDNAが増幅しないため、エクソン自体に問

題がなくても欠夫と判定される恐れがある。他の解析手段も組み合わせて、慎重に判断する必要がある。

【問題点】

1992年から現在までにDMD418家系、BMD62家系の計480家系を解析しており、欠失265家系（55．2％）、重

複52家系（10．8％）、微小変異74家系（15．4％）を確認した。16家系がRNA解析中である。

DMD／BMDの遺伝子診断においては、遺伝子治療の実施や着床前診断の承認などにより、正確な変異の
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同定が要求されるようになってきた。もはや研究の域を超えており、診療の一部として認められるべきものだ

と考える。現在国内にはスクリーニング以上の解析が可能な施設は数えるほどしかなく、そこに全国の症例

が集められる。経済的にも人的にも困窮している小さな研究室がその重責を担っている現実を問題提起し

たい。DMD／BMDの遺伝子医療の向上のためには、センターに診断機能を集約し、十分な予算と解析態勢

を整えた上で、協力周辺施設とのネットワークを構築していくことが急務と考える。

－　9　－



－10　－



l l1－1


