
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 29 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 単一遺伝子疾患のサンプルを短期間で集めるのは容易ではないが、申請者が最終年度末
までに集めることができたのは、脊髄小脳変性症 42 症例、ハンチントン病 6 症例、多発
性内分泌腫瘍症 3 症例、Gitelman 症候群 23 症例である。脊髄小脳変性症とハンチントン
病については疾患の原因であるトリプレットリピート領域を PCR にて増幅した後電気泳
動することによってリピート数確認を行った。多発性内分泌腫瘍症、Gitelman 症候群に
ついては塩基配列決定法にて原因変異を同定した。遺伝子マーカーとして適している
single nucleotide polymorphism (SNP)を選択した。最終的に論文化によって世界に発信
していきたいと考えている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of the present study was to perform a case-control study using single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) and haplotypes in order to identify novel mutations in the 
candidate genes. We enrolled 42 patients with spinocerebellar degeneration, 6 patients 
with Huntington disease, 3 patients with multiple endocrine neoplasia and 23 patients 
with Gitelman’s syndrome. The all patients were diagnosed by the genetic testing such as 
nucleotide sequencing and polymerase chain reaction (PCR). The SNPs for the 
haplotype-based case-control study have been selected. We are going to get the 
achievements of the project. 
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１．研究開始当初の背景 

① ヒトゲノム解析計画が終了したこ

とによって、臨床遺伝学の研究は単なる塩基

配列の解読から遺伝性疾患の原因・病態解明

へと移行した。すなわち遺伝性疾患の原因遺

伝子がヒトゲノム上に存在する約 22,000 個

の遺伝子のどれかという事のみならず、原因

変異の同定や変異と疾患の重症度（表現型）

などとの関係が究明課題として残されたの

である。 

② 一つの遺伝子が原因である単一遺

伝子疾患の原因変異はアミノ酸が変化する

ミスセンス変異、アミノ酸への翻訳が終了し

てしまうナンセンス変異、1 個から数塩基が

挿入したり欠失したりするものなどさまざ

まなタイプが知られている。これら原因変異

は、基本的にまず塩基配列決定法で検索され

るのが一般的である。少なくとも各 exon の

コード領域をすべて解析することが必要で

あるため、各 exon を増幅するような PCR プ

ライマーを exon の両側 intron に設定し、ゲ

ノム DNA を鋳型として父由来配列と母由来

配列の両方を PCR 増幅した後、それを直接

塩基配列決定するダイレクトシークエンシ

ングが、頻繫に行われる。 

③ DNA の塩基配列決定法は 1977 年

アメリカのサンガー氏による dideoxy 法、同

年アメリカのマクサム氏とギルバート氏が

開発した化学修飾法が知られ、サンガー氏と

ギルバート氏はその業績により 1980 年ノー

ベル化学賞を受賞した。また 1983 年にマリ

ス氏によって発明された PCR 法の登場以降

は PCR 法と組み合わせたダイレクトシーク

エンシング、温度サイクルを用いるサイクル

シークエンシングが広く普及し分子生物学

や、臨床遺伝学の発展に大きく貢献した。試

薬・機器の発達も目覚ましく、放射性同位元

素（RI）を用いたものから蛍光色素を用いた

非 RI 法が主流となり、電気泳動もガラス板

とゲルを用いる方法からキャピラリー法へ

と変遷したことで自動化された機器が用い

られるようになった。最近ではポストゲノム

時代の到来とともに次世代シークエンサー

と呼ばれる大きなスペックを持つ解析機器

が導入されるようになり、一人の人間の全ゲ

ノム配列が数時間で解析可能となるような

スピードのものも現れた。 

④ 疾患の原因遺伝子を特定するには、

しっかりとした家族歴のある家系について

遺伝子マーカーを用いて連鎖解析をし、原因

遺伝子の遺伝子座を同定するポジショナル

クローニング法が一般的である。しかし疾患

の家族歴がしっかりと把握できた家族のデ

ータやサンプルを収集することは容易では

ない。 

⑤ そのような折、遺伝子座がまだはっ

きりとしない遺伝病の原因変異を検索する

こととなり、経済的・労力的な理由により全

exon を塩基配列決定法によって解析する方

法を取らず、本申請者が多因子遺伝性疾患に

適用してきた case-control study（関連解析）

を適用することにした。特に連鎖解析に用い

られるハプロタイプを関連解析に応用する

ことにした。ハプロタイプを用いた関連解析

は多因子遺伝性疾患では検出力が上がるこ

とが想定されており、原因変異単離が期待さ

れた。 

⑥ 実際皮膚科疾患である弾力線維性

仮性黄色腫（Pseudoxanthoma elasticum：

PXE）に眼科疾患である網膜色素線条症

（Angioid streaks：AS）が多く合併するこ

とから、PXE の原因遺伝子と考えられている

ABCC6 遺伝子内の遺伝子マーカー（single 

nucleotide polymorphism: SNP）を用いて関

連解析を施行した。AS 群 54 例、control 群

150 例を対象とした。結果は本申請者の予測



を凌駕するものであった。すなわち一つ一つ

の SNP での関連解析では選択した 5 個すべ

てで有意差を示し、うち 2 個が p<0.0001 だ

った。ハプロタイプを用いた関連解析では 7

個のハプロタイプが有意差を示し、うち 5 個

が p<0.01 であった。こうした著明な有意な

結果は多因子遺伝性疾患での関連解析では

報告されたことのないレベルであった。この

ことから有意差を示した特定のハプロタイ

プに連鎖する原因変異が本遺伝子に存在す

ると考え、塩基配列決定法にて検索したとこ

ろ、実際に原因変異を発見した（Sato N, 

Nakayama T et al. Biochem Biophis Res 
Commun 380, 2009：研究業績欄文献 N0. 6）。

PXE、AS ともに常染色体劣性遺伝形式と考

えられた。このことから単一遺伝子疾患の原

因変異を単離するのに本法が有効で、労力、

時間ともに軽減することができる。またサン

プル収集が困難な連鎖解析の一家系サンプ

ル収集をしなくてすむことは大きい。 

 
２．研究の目的 

今後、単一遺伝子疾患の遺伝学的検査が発

展する中で、効果的に原因変異を見出すこと

は重要である。そこで AS 以外の単一遺伝性

疾患で関連解析の有効性を確認することが

必要であると考えた。具体的にどれくらいの

case 群、control 群が必要なのか、どのよう

な基準で遺伝子マーカーを選別する必要が

あるのか、有意基準はどれくらいに設定すべ

きかなどを検討する必要がある。そうしたこ

とを着想し本研究ではいくつかの単一遺伝

子疾患において関連解析を行い、効果的に原

因変異を検索する方法を確立し、遺伝学的検

査に応用することを目指すことにした。 

 
３．研究の方法 

単一遺伝子疾患として申請者が今まで解

析してきたものの中で脊髄小脳変性症、ハン

チントン病、多発性内分泌腫瘍症、Gitelman

症候群について原因遺伝子内に遺伝子マー

カーとなりうる SNP を複数設定し、健常成人

群を control 群として関連解析を行う。特に

ハプロタイプを用いた関連解析では有意差

を示したハプロタイプが原因変異と連鎖す

るか否かを確認し、必要最小限の case 群、

control群のサンプル数、SNP数を割り出す。 

 

 

４．研究成果 

単一遺伝子疾患のサンプルを短期間で集

めるのは容易ではないが、申請者が最終年度

末までに集めることができたのは、脊髄小脳

変性症 42 症例、ハンチントン病 6 症例、多

発性内分泌腫瘍症 3 症例、Gitelman 症候群

23 症例である。これらは臨床症状からそれぞ

れの疾患が疑われていたもので、脊髄小脳変

性症とハンチントン病については疾患の原

因であるトリプレットリピート領域を PCR

にて増幅した後電気泳動することによって

リピート数確認を行った。多発性内分泌腫瘍

症、Gitelman 症候群については塩基配列決

定法にて原因変異を同定した。原因変異の精

度保証については研究分担者のもとで実施

し、確実であることを確認することを予定し

ている。これら確定診断が決定したものにつ

いては抽出した DNA は冷蔵保存し、血漿・

血清は凍結保存した。DNA は一部 PCR と塩

基配列決定法に使用したものについては濃

度調整したため、今後もすぐに使用可能な状

態にある。 

臨床データは、case-control study に必要

なものである性別、年齢、当該疾患家族歴な

どその都度 check した。今後引き続き本研究

で 収 集 し た サ ン プ ル を 用 い て

Haplotype-based case-control studies を実



施し成果報告をしてゆきたいと考える。 
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