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研究成果の概要（和文）： 

ケトン体代謝異常症のβ-ケトチオラーゼ（T2）欠損症およびサクシニル-CoA:3-ケト酸 CoA ト

ランスフェラーゼ(SCOT)欠損症の遺伝子診断の向上のための MLPA 法を確立した。また病態

解析において、T2 欠損症の軽症変異と臨床診断について、SCOT 欠損症の 5 症例における臨

床像、変異とその蛋白構造に与える影響について報告した。SCOT 転写産物におけるスプライ

シングオーダーを健常者と 2 エクソンスキップする患者で解析した。肝臓特異的 SCOT 発現調

節機構について ChiP アッセイなどを用いて解析した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We established MLPA analysis of ACAT1 and OXCT1 genes to improve molecular 
diagnosis of beta-ketothiolase (T2) deficiency and succinyl-CoA:3-ketoacid CoA 
transferase deficiency, respectively. We published papers describing 1) T2 “mild” 
mutation and its effects on clinical (chemical) phenotype 2) clinical characterization of 
5 SCOT deficient patients, their mutations, mutational effects on tertiary structure of 
SCOT molecules. We analyzed splicing order of SCOT transcript in controls and a 
patient of which SCOT mRNA had two exon skipping. We also analyzed liver-specific 
silencing of SCOT using Chip assay.   
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１．研究開始当初の背景 

ケトン体の利用障害（SCOT, T2 の欠損症）
ではケトン体の著しい蓄積から重篤なケト
アシドーシス発作をきたす．これらの疾患は
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死亡したり，重篤な後遺症を来しうる稀な疾
患である．この疾患群は，頻度は高くないが
診断がつけば，重篤な発作を予防して正常発
達することができることから重要な疾患で
ある．代表研究者は，国内外におけるケトン
体利用障害をきたす T２欠損症，SCOT 欠損
症疑い患者の酵素診断，遺伝子解析のセンタ
ー的役割を果たしてきた。 

（１）T2 欠損症および SCOT 欠損症の遺伝
子解析により，いくつも稀な機序でスプライ
シング異常をきたすと考えられるものや，１
アミノ酸置換でも温度によって活性が残存
したり，失活するなどの特徴をもつと考えら
れるものがあり，詳細な解析が必要と考えら
れる． 

（２）T２欠損症の遺伝子解析において，T

２遺伝子内のAlu配列部での相同組み換えに
よる複数のエクソンの欠失や重複が同定さ
れた．一方 SCOT 欠損症においては酵素活性
で明らかに活性がないのに，一方のアリール
しか変異が同定されないケースが多く，おそ
らく同様の機序によると考えられるが，それ
を簡便に検出するための MLPA 法を確立す
ることが，遺伝子診断の上で必要と考えるに
至った． 

（３）SCOT 遺伝子の肝臓特異的 silencing

機構を明らかにすることは①ケトン体代謝
のよりよき理解②一般的な遺伝子蛋白発現
の調節機構の理解につながる．実際にヒト肝
臓では SCOT 蛋白が検出できないこと，また
Northern blotでもSCOT mRNAが検出でき
ないことを明らかにした（Fukao et al, 

Pediatr Res 1997）.ヒト肝臓由来の細胞株で
は，HepG2 細胞が SCOT 蛋白，SCOT mRNA

の発現が著しく低下しており，肝細胞の特徴
を維持していることを明らかにした(Orii KE, 

Fukao T, 2008)．ヒト SCOT 遺伝子の５’ 

flanking region 約２．２Kb とその deletion 

mutants を Luc ベクターに組み込み，SCOT

蛋白，mRNA 発現がなく肝細胞の特徴を維持
している HepG2 細胞と，肝外組織由来の
HeLa 細胞へ導入し，その Luc 活性のパター
ンを比較したが，肝臓特異的 silencing を説
明できる cis-elements は同定できなかった．
SCOT 遺伝子の基本プロモーターは GC box

をもち Sp１が結合することを示した(Orii 

KE, Fukao T, 2008)．  

 

２．研究の目的 

（１）ケトン体代謝異常症の酵素診断，遺伝
子診断の国際的センターとしての機能を維
持し て，さらに症例を蓄積し，個々の症例
における分子病態を明らかにする 

（２）T２欠損症，SCOT 欠損症における独
自での MLPA 法の確立による変異検出率の
向上 

（３）SCOT 遺伝子の肝臓特異的発現抑制機

構の解明の３つを具体的な目的とする． 

 

３．研究の方法 

（１）T2,SCOT 欠損症例の蓄積，遺伝子解析． 
世界各地からの症例の相談に応じ，臨床経過， 
細胞株の維持，酵素活性，蛋白解析，遺伝子 
解析を行う． 
（２）MLPA（Multiplex Ligation-dependent  
Probe Amplification）法の確立 
本法は遺伝子の部分欠失の同定に優れた確
立れた方法である．頻度の高い疾患について
はキットとして供給されているが，T2, SCOT
欠損症のような稀な疾患では，独自でそのシ
ステムを構築する必要がある。システム構築
のプロトコールに従って方法を確立する． 
（３）遺伝子変異の詳細な解析 
３−１）T２欠損症のエクソン１０内のサイレ
ンス変異によるエクソンスキップ 
このサイレンス変異がエクソン１０スキッ
プの原因と考えられ，変異により Exonic 
splicing enhancer(ESE)配列が弱まることが
推測されている．患者変異を導入した
mini-gene construct、同じ ESE配列を減弱
させる 1 塩基置換， authentic splice 部位
を増強する 1塩基置換を導入した mini-gene 
constructを作成して transfectionによるス
プライシング実験これらにより病態を明ら
かにする． 
３−２）SCOT 欠損症のミスセンス変異の情報
が蓄積しているので，その cDNAの発現実験
を温度を３０度，３７度，４０度で行うこと
で，変異の温度感受性の特徴を明らかにする． 
３−３）SCOT 患者に見られた 2エクソンスキ
ップするスプライス部位の異常の解析． 
SCOT遺伝子の splicing order を hnRNA の
RT-PCRによって解析する． 
（４）SCOT遺伝子の肝臓特異的発現抑制機構
の解明． 
HepG2 細胞（肝細胞特徴維持）において SCOT
遺伝子の転写がオンなのかオフなのかを明
らかにする．方法は以下の２つで確認する． 
ChiPアッセイ 
核内 heteronuclearRNA 
 
４．研究成果 
（１）T2,SCOT 欠損症例の蓄積，遺伝子解析． 
世界各地からの症例の相談に応じ，臨床経過， 
細胞株の維持，酵素活性，蛋白解析，遺伝子 
解析を行う． 
 

（２）MLPA（Multiplex Ligation-dependent  
Probe Amplification）法の確立 
T2 欠損症：実際にこれまで同定したエクソ
ン８−９の重複例、エクソン２−４の欠失例の
ホモ接合体をポジティブコントロールとし
て系を確立した．あたらに図に示すエクソン
３−４の欠失のヘテロ接合の症例を同定する



ことができた．このような症例は本法を用い
ないと解析できない． 

 

SCOT 欠損症についても MLPA 法を確立す
ることができた．1 例でエクソン１７の欠失
のヘテロ接合が疑われたが、欠失の範囲の決
定まではできていない． 

 

（３）遺伝子変異の詳細な解析 
３−１）T２欠損症のエクソン１０内のサイレ
ンス変異によるエクソンスキップ． 
このサイレンス変異がエクソン１０スキッ
プの原因と考えられ，変異により Exonic 
splicing enhancer(ESE)配列が弱まることを
mini-gene construct によるスプライシング
実験で明らかにした（Fukao T,et al.Mol 
Genet Metab 2010）. 
 
３−２）SCOT 欠損症の 5症例の遺伝子変異を
同定し、ミスセンス変異の温度感受性の特徴
を明らかにした． 

R468C は残存活性をもつ変異（発現実験より） 

 

（Fukao T et al. Biochim Piophys Acta, 
2011） 

３−３）SCOT 患者に見られた 2エクソンスキ
ップするスプライス部位の異常の解析． 
SCOT遺伝子の splicing order を hnRNA の
RT-PCRによって解析し、スプライシングのオ
ーダーがコントロールと患者において異な
ることを明らかにした． 
 
（４）SCOT遺伝子の肝臓特異的発現抑制機構
の解明． 
①プロモーター領域のメチル化解析 

ヒトおよびマウスのプロモーター領域から
イントロン１の５‘上流域にかけて CpG 

islands が存在する．その部分の CpG メチル
化について検討したが，ヒトにおいて HepG2

細胞でも hypomethylated な状態で，マウス
においては肝臓においてもほとんど non- 

methylated な状態であることが明らかとな
った．このことはこの CpG 領域のメチル化
が肝臓特異的 silencing 機構に関与しないこ
とが示唆された(Fukao T, et al, Mol Med 

Rep 2010)． 
②ChiPアッセイ 
肝臓の特徴をもち SCOT発現のほとんどない
HepG2 細胞と、SCOT を発現している HeLa細
胞において RNA polymerase2 の抗体を用いた
ChiP assay をおこなった．その結果 HeLa細
胞より HepG2細胞のほうが SCOTは低下して
いたが、mRNA 発現量の低下を説明できるほど
ではなかった．核内 heteronuclearRNA の発
現でも同様であり、マウスやラットなどの臓
器を用いた解析でないと明らかな結論はえ
られないと考えられた． 
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