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研究成果の概要（和文）：グリコーゲン分解系異常を惹起するメカニズムとして、数個のエクソンにまたがる大きな遺
伝子欠失や、イントロン変異によるスプライシング異常を明らかにした。従来の遺伝子解析法では、AGL遺伝子に変異
が認められなかった糖原病III型患者を、新しい方法（AGLのre-sequencing、exon copy number assay、RT-PCRを用い
たmRNAの解析、ゲノムワイドな網羅的遺伝子変異検索）を用いて詳細に検討すると、AGLに関わる異常が見つかった。

研究成果の概要（英文）：We found that large deletions encompassing several exons in AGL or aberrant 
splicing due to mutations in introns caused abnormal breakdown of glycogen. Conventional analysis failed 
to detect mutations in certain patients with glycogen storage disease type III; however, new methods, 
such as re-sequencing, exon copy number assay, mRNA analysis by RT-PCR, and exome sequencing, 
successfully detected mutations in AGL.

研究分野： 小児科学

キーワード： グリコーゲン　糖原病

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1.  研究開始当初の背景 

(1) グリコーゲンは生体のエネルギー貯

蔵源である。グリコーゲンを分解してブド

ウ糖（エネルギー）を利用する代謝経路に

は、グリコーゲン脱分枝酵素 glycogen 

debranching enzyme (GDE)が重要である。

GDE は分子量 160-kDa の蛋白質で、主に肝

臓や筋肉、白血球に発現している。GDE を

コードする遺伝子が AGLである。 

 GDE活性が欠損すると糖原病III型(グリ

コーゲン蓄積病 III 型, glycogen storage 

disease type III)を発症する。糖原病 III

型は先天性代謝異常症で、常染色体劣性遺

伝病である。糖原病 III 型では、肝臓や筋

肉に異常なグリコーゲンが蓄積し、臓器障

害（肝障害・肝硬変や筋萎縮・心筋症）を

惹起する。またブドウ糖の放出が障害され

るため、低血糖が頻発し発育障害が起こる。 

 

(2) 私どもは初めて AGL遺伝子変異を同定

し 1)、日本および諸外国の糖原病 III 型患

者を分子遺伝学的に検討してきた。これま

でに解析した患者の大部分では AGLのエク

ソン部位に遺伝子変異が見つかった。しか

し、AGLに変異が見つからなかった患者が

10%程度存在した。こうした患者の病因は

不明であった。 

  

2.  研究の目的 

(1)  グリコーゲン分解系異常を惹起する

メカニズム、すなわち GDE 活性を欠損させ

糖原病III型を起こす原因を明らかにする

ことを目的とした。 

 

(2)  従来の遺伝子解析法で AGL変異が見つ

からない原因として、数個のエクソンにま

たがる大きな遺伝子欠失あるいは遺伝子

全体の欠失や、イントロンの解析していな

い部分に異常がある可能性、AGL以外の別

の遺伝子に異常がある可能性、などを想定

して、その詳細を明らかにすることを目的と

した。  

 

3.  研究の方法 

(1) 患者の末梢血から DNA を調製し、既報 2)

の通りプロモーター領域と 35 個のエクソン

からなる AGL遺伝子を９つの領域に分けて

LA-PCR 増幅し、その PCR 産物を直接塩基配列

決定した。 

 

(2) イントロンに見つかった変異は、既報の

如く 3,4)、末梢白血球から AGL mRNA を調製し

て RT-PCR を行い、その産物の塩基配列を決定

した。 

 

(3) 大きな遺伝子欠失の有無を調べるために、

real-time PCR を用いて AGLの 35 個のすべて

のエクソンについて copy number assay を行

った。① real time PCR 開始前の DNA 濃度を

一定とし、エクソン毎の DNA 量の相対値(exon 

copy number:正常は２)を real time PCR 装置

で測定して、それぞれのエクソンに欠失があ

るか否かを検索した。② 欠失していたエクソ

ンを含む領域を LA-PCR して、得られた産物を

直接塩基配列決定した。 

 

(4)ゲノムワイドな網羅的遺伝子検索を行っ

た。次世代シーケンサーを用いて全エクソン

シーケンス(exome sequencing)を行い、AGL

以外の別の遺伝子に異常があるか否かを探

索した。 

 

4. 研究成果 

(1) ① exon copy number assay により、複

数のエクソンにまたがる大きな遺伝子欠失

を持つ患者を２例発見した。１例目は エク

ソン 4と５を含む欠失で、２例目はエクソン

27 と 28 を含む欠失であった。エクソンを含

む欠失がヘテロ接合体である場合、従来の方

法では正常の片親の AGL 配列が読めるため、



このような変異は検出できなかった。 

② この２例の欠失断端は、ヒトゲノムに

蓄積されてきた繰り返し配列 (Alu配列な

ど)の中にあった。大きな遺伝子欠失が生

じた原因は、繰り返し配列間での相同組み

換えが考えられた。こうした組み換えによ

る遺伝子欠失が、糖原病 III 型発症の原因

として一定の割合を占めることが推測で

きる。 

 

(2) トルコ人糖原病 III 型１２例の遺伝

子変異解析を行い、全例の遺伝子変異を同

定した。遺伝子変異は１２種類あり、その

うち７種類はこれまで報告のない新奇な

AGL変異であった(発表論文１)。 

図１ 本研究で同定したトルコ人糖原病

III 型の遺伝子変異 

 AGL 遺伝子の模式図の上方に記載、新奇

変異は赤字で示す（私どもが過去に同定し

たトルコ人の変異を下方に示す）。 

 

(3) AGLのイントロン配列に変異を認めた

患者を見いだした。① 患者 P2 では、イン

トロン 14の acceptor splice site に点変

異が見つかった（c.1736-11A>G のホモ接合

体）。RT-PCR の結果から、３種の異常なス

プライシングが起こっていることが判明

した(図 2左)。1.イントロン 14 の 10 塩基

（acceptor splice site の-10 から-1 に対

応）がエクソン 14 とエクソン 15 の間に残

存 (イントロン配列の残存); 2.エクソン

14 がスキップされて(エクソンスキップ)、さ

らにイントロン 14 の 10 塩基が残存; 3.エク

ソン 14 と 15 が連続スキップされていた。 

② 患者P5では、イントロン27のdonor splice 

site に点変異が見つかった（c.3588+2T>G の

ホモ接合体）。4.エクソン 27 のスキップ；5.

エクソン 27 と 28 の連続スキップ、という異

常なスプライシングが起こっていた(図 2中

央)。 

③ 患者 P6 では、イントロン 31 の donor 

splice site に点変異が見つかった

（c.4161+5G>A のホモ接合体）。6.エクソン

31 内の splice site が活性化されて、エクソ

ン 31 の 3’側 46 塩基対がスキップされる異

常なスプライシングが起こっていた (図 2

右)。 

 

 

図２ トルコ人患者３例のイントロン変異

とその結果生じたスプライシング異常 

 C：対照、P:患者 

 

 いずれのイントロン変異でも異常なスプ

ライシングが起こっており、正常なスプライ

シングが行われないことが判明した。このた

め正常な mRNA が作られず、酵素蛋白が欠損

していた。 

 

(4) 従来の遺伝子解析方法では AGL遺伝子に

変異が検出できなかったイヌイットの患者

４例（明らかな血族関係はなし）の原因を明

らかにした（発表論文２）。① 末梢白血球を

用いて GDE 酵素活性を再検査し、欠損してい

ることを確認した。②２例を用いて、ゲノム

ワイドな網羅的遺伝子変異検索(exome 

sequencing)を行った（カナダのモントリオ



ール小児病院、マギル大学との共同研究に

よる）。その結果、AGLに一塩基欠失

(c.4456delT)があることが判明した。③ 

この変異がそれぞれの家系内で受け継が

れていることを確認した。 

  糖原病III型は常染色体劣性遺伝病であ

るので、血族結婚の多い地域では頻度が高

くなる。限られた通婚圏のために保因者が

高頻度になったためであり、これを創始者

効果(founder effect)と呼ぶ。カナダのイ

ヌイットでは、上記の一塩基欠失が創始者

効果を持つことが明らかになった。この結

果から、イヌイットでは糖原病 III 型の迅

速な遺伝子診断が可能になった。 

 

(5)日本人の新しい患者を検討して、これ

まで報告のない AGL遺伝子の４塩基欠失

(c.2607_2610delATTC)と既報の１塩基重

複(c.1672dupA)を同定した。この患者は２

つの異なる変異の複合ヘテロ接合体であ

った（発表論文 3）。 

 私どものこれまでの研究から、日本人に

は多様な遺伝子変異が認められることが

明らかになった。図３に私どもがこれまで

に報告した日本人の遺伝子変異を示す。

c.1735+1G>T(IVS14+1G>T)変異が複数の患

者で見つかるが、他にも多様な変異が存在

するため、日本人患者の確定診断には AGL

遺伝子解析が基本的に必要である。 

 
図３ 本研究で同定した日本人患者の AGL

変異〜上段に赤字で示す 

（下段は過去に報告した日本人の変異） 

 

 (6) これまでに AGL に変異が認められな

い患者でも、従来の遺伝子解析法を補完す

る新しい方法を用いて詳細に検討すると、

AGL に関わる異常が見つかった。 

 本研究により、グリコーゲン分解系異常を

惹起して糖原病 III 型を発症するメカニズム

のうちいくつかを解明できた。また、新しい

方法（AGL の re-sequencing、exon copy 

number assay、RT-PCR を用いた mRNA の

解析、そしてゲノムワイドな網羅的遺伝子変

異検索）が有効であることが示された。 
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