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研究成果の概要（和文）：偽性副甲状腺機能低下症の分子基盤の解明のため本邦の偽性副甲状腺機能低下症患者
13名についてGNAS遺伝子の塩基配列の解析に加えGNAS領域におけるメチル化状態とゲノムコピー数について
MS-MLPA法を用いて解析を行った。
家族性の症例においてはSTX16領域の約3Kbの欠失を認めA/B領域の脱メチル化を同定した。これに対して孤発性
の症例においてはコピー数異常を含めてgeneticな異常は認めず、DMR領域の広範なメチル化異常を認めた。しか
しこれらのgenetic, epigeneticな異常には病型によるオーバーラップも認められた。MS-MLPA法は本症の分子診
断に有用である。

研究成果の概要（英文）： To clarify the usefulness of methylation-specific multiplex 
ligation-dependent probe amplification (MS-MLPA), we evaluated genetic and epigenetic changes of the
 GNAS locus in Japanese PHP-Ib patients. 
 We studied 13 subjects with PHP-Ib (three families with eight affected members and one unaffected 
member and four sporadic cases). The methylation status of GNAS differentially methylated regions 
(DMRs) was evaluated using MS-MLPA. The main outcome measure was the presence of deletion mutations 
in the GNAS locus and STX16, which were assessed using MLPA. In all familial PHP-Ib cases, a 3kb 
deletion of STX16 and demethylation of the A/B domain were identified. In contrast, no deletion was 
detected throughout the entire GNAS locus region in the sporadic cases. Broad methylation 
abnormalities were observed in the GNAS DMRs. 

研究分野： 内分泌学

キーワード： 偽性副甲状腺機能低下症
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１．研究開始当初の背景 
偽性副甲状腺機能低下症(PHP)はその臨床的
特徴によってPHHIa型とPHPIb型に分類さ
れる。PHPIb は更にその遺伝性の有無によっ
て常染色体優性PHPIb型と孤発性PHPIb型
に分類される。これらの臨床的特徴を形成す
る分子基盤が近年徐々に明らかにされてき
たがその全容はまだ不明な部分も残されて
いる。更に本症の遺伝性の有無は臨床遺伝医
療において重要な問題である。 
 
２．研究の目的 
PHP は希な疾患であり本邦での患者数は
430（330-520）名程度と推定されている。本
邦における PHP 患者を集積してそのジェノ
タイプ、エピジェノタイプを解析し、それぞ
れの臨床病型と比較することで PHP の臨床
病型－ジェノタイプ－エピジェノタイプを
明らかにして PHP のよりよい診断、遺伝診
療に結びつける。 
 
３．研究の方法 
(1) 本邦における PHP 症例を集積して PCR-
ダイレクトシークエンス法にて GNAS 遺伝子
全エクソン領域の塩基配列を検討した。 
 
(2) また GNAS 遺伝子群および STX16 の各エ
クソンにアニールするプローブを用いて通
常の MLPA (multiplex ligation-dependent 
probe amplification)を行い GNAS complex
領域のゲノムコピー数解析を行った。 
 
(3) 更にメチル化可変領域(DMR)部位のメ
チル化特異的制限酵素 HhaI の認識部位を含
ん だ 領 域 に 対 し て MS
（Methylation-specific） -MLPA を行った。
PCR 産物を ABI310 Genetic Analyzer で泳動
し Gene Mapper ソフトウエアを用いて PCR 産
物の定量解析を行った。 
 
(4) 更に詳細なメチル化異常の検出のため
に は バ イ サ ル フ ァ イ ト 置 換
methylation-specific PCR (MS-PCR)法を用
いて個々の症例におけるメチル化異常のパ
ターンを解析した。 
 
(5) またメチル化のパターンより染色体の
ダイソミーが疑われる症例については GNAS
遺伝子近傍のマイクロサテライト解析を追
加した。 
 
４．研究成果 
(1) オルブライト徴候を有し臨床的に
PHPIa/PPHP と診断された 12 例の解析では 7
例において GNAS 遺伝子の塩基の変異置換を
認めた。しかし 5 例については GNAS 遺伝子
の塩基配列に変異を認めなかった。 
 
(2) 対照的にオルブライト徴候を呈さずに
臨床的に PHPIb と診断された 27 例において

は GNAS 遺伝子の塩基配列の異常が同定され
たケースは 0であった。 
 
(3) MS-MLPA 法では健常人の GNAS 遺伝子 A/B
領域を含む全てのDMR領域におけるアリル特
異的メチル化が確認された。 
 
(4) 全ての PHPIb 患者において GNAS 遺伝子
A/B 領域の母性アリル脱メチル化が示された。  
 
(5) 常染色体優性(AD)-PHPIb 患者では、MLPA
法で STX16 エクソン 5および 6の片アリル欠
失が示された。Long-PCR 法およびダイレクト
シークエンス法の解析でSTX16遺伝子のイン
トロン 3とイントロン 6に存在するダイレク
トリピート部位の相同組換えにより約3kbの
欠失が生じていることが明らかになった。 
 
(6) 一方 sporadic-PHPIb 患者では、STX16 お
よび GNAS complex に MLPA 法で検出できるよ
うな欠失は認められず、DMR 領域の複数のメ
チル化異常(NESP55領域の過メチル化、AS, XL, 
A/B 領域の脱メチル化)が確認された。 
 
(7) sporadic-PHPIb において、両アリルのメ
チル化パターンが一致したためマイクロサ
テライト解析を行ったが、uniparental 
disomy は否定的だった。 
 
(8) 上記のメチル化異常について MS-PCR 法
にて確認を行ったが MS-MLPA 法と MS-PCR 法
の解析結果は完全に一致した。 
 

 
図 1 にこれらの解析のまとめを示す。A は本
研究で解析した全症例についてその分子遺
伝学的に分類すると GNAS の塩基配列の変異
(GNAS mutation)がほぼ 1/4, STX の 3Kb の欠
失とそれに伴うA/B領域の脱メチル化(STX16 
deletion+A/B 脱メチル化)が 1/4 で約半数が
DMR の広範な脱メチル化(Epimutation)であ
った。オルブライト徴候を呈する臨床的に
PHPIa/PPHP と診断された症例に限ってみる
と B のようになり約 2/3 の症例では GNAS 遺
伝子の塩基配列の変異が検出されるが残り



1/3 の症例では STX の 3Kb の欠失とそれに伴
う A/B 領域の脱メチル化を呈する例、DMR の
広範な脱メチル化を呈する例が混在してい
ることが明らかになった。また一方オルブラ
イト徴候を呈さないPHPIb症例に限っての解
析では C の如く STX16 deletion+A/B 脱メチ
ル化群とDMRの広範な脱メチル化群でほぼ全
例を占めた。 
 
PHPIb における epigenetic、genetic 異常に
ついてこれまでの報告では、AD-PHPIb の大部
分で STX16 の 3kb の欠失、1 家系で一部重複
する 4.4kb の欠失が報告され、他の 4家系で
NESP 領域の欠失が報告されている。これらの
欠失が母系遺伝した場合に、GNAS 遺伝子エク
ソンA/Bの母性アリルのメチル化消失により
エクソンA/Bの両アリル脱メチル化を生じる。
今回解析した AD-PHPIb のほぼ全例で STX16
の 3kb の欠失とエクソン A/Bの両アリル脱メ
チル化を認めた。sporadic-PHPIb ではエクソ
ン A/B の両アリル脱メチル化を示したが、
STX16、NESP 領域の欠失は認められなかった。
また、エクソン A/B 以外の NESP55、XL、AS
のメチル化異常を示した。sporadicPHPIb で
はメチル化異常を生じる原因や疾患遺伝性
の有無は明らかになっていない。AD-PHPIb、
sporadic-PHPIb ともに我々の解析結果はこ
れまで最も多く報告されたメチル化異常の
パターンに一致していた。MS-MLPA 法はバイ
サルファイト法に比較して手技が簡便で必
要検体量も少なく、欠失を同時に解析できる
点で優れている。 
 
これらの解析によって得られた知見に基づ
いて本症を再分類すればPHP患者に対してよ
り質の高い遺伝医療が提供できる（図 2）。 
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