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研究成果の概要（和文）：　脊髄性筋萎縮症（SMA）は最も頻度の高い致死性の運動ニューロン病で、95%以上にSMN1遺
伝子の欠失を認めている。SMAは治療法のない病気とされてきたが、現在いくつかの薬剤の治験がすでに開始されてい
る。そこで、SMAのマススクリーニングの可能性について、倫理的、法的、社会的側面からも検討されるようになって
きた。
  今回、研究者らは、技術的な側面を検討し、濾紙血を用いた高解像度融解曲線分析（HRMA）法によるSMN1遺伝子欠失
迅速診断法を確立したので報告する。

研究成果の概要（英文）：Spinal muscular atrophy (SMA) is a common neuromuscular disorder caused by 
mutation of the survival of the motor neuron 1 (SMN1) gene. More than 95% of SMA patients carry a 
homozygous deletion of SMN1. SMA is recognized as an incurable disease, but there are now promising 
therapeutic candidates from recent clinical trials. Researchers and clinicians have just started to 
investigate the possibilities of mass screening for SMA according to ELSI (Ethical, Legal and Social 
Implications) and mutation-screening techniques [1]. In this study, we investigated the possibilities of 
SMA mass screening from the technical viewpoint and established a rapid, accurate and simple screening 
system for SMA with PCR-HRMA using DNA extracted from DBSs on filter paper.
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１．研究開始当初の背景 
 
脊髄性筋萎縮症（SMA）は最も頻度の高
い致死性の運動ニューロン病である。95%以
上の患者で、SMN1遺伝子の欠失を認めてい
る。これまで SMA は治療法のない病気とさ
れてきた。 
 しかし、SMA モデルマウスを用いた動物
実験では、病状改善に有効な薬剤が発見され、
しかも早期に治療が開始されるほど効果が
高い事が証明されている。このような SMA
モデルマウスでの知見に基づいて、ヒトに対
しても、臨床応用が企図される時代になった。
いくつかの薬剤の治験は、すでに開始されて
いる。 
次のステップは、SMAの早期診断の道を
拓くことである。現在、SMA のマススクリ
ーニングの可能性について、倫理的、法的、
社会的側面からも議論されるようになって
きた。しかし、SMA のマススクリーニング
の方法論がいまだ確立していない現状では、
このような議論は単なる『絵空事（えそらご
と）』でしかない。 
本プロジェクトは、マススクリーニングの
技術的側面について開発研究をおこない、
SMN1 遺伝子欠失迅速診断法を確立するこ
とをめざした。 
 
 
２．研究の目的 
  
迅速かつ正確、しかも低コストであるよう
な SMN1 遺伝子欠失診断法を確立すること
が最終目的である。 
濾紙は低コストであり、しかも郵送可能で
ある。また、濾紙血を用いる事は、現行の先
天性代謝異常症マススクリーニングの制度
を利用することが可能であり、実現性が非常
に高い。 
一方、高解像度融解曲線分析（HRMA）
法による HRMA は多検体を短時間・低コス
トで解析できる。 
以上の事から、乾燥濾紙血とHRMAを組
み合わせた SMA のスクリーニング方法の開
発を目指すことにした。 

 
 
３．研究の方法 
 

70 例の乾燥濾紙血（ワットマン FTA 
Elute カード―GE ヘルスケアバイオサイエ
ンス社―に新鮮血を滴下し、室温放置の状態

乾燥させたもの）検体から抽出した DNA を
用いて、PCR-HRMA解析が可能であるか否
かを検討した。具体的には、乾燥濾紙血の室
温・暗所での保存年数、PCR条件（プライマ
ーの塩基配列、サイクル数）を検討した。 
なお、PCR 増幅の対象となった塩基配列
は、SMN遺伝子（SMN1遺伝子、SMN2遺
伝子を含む）のエクソン 7 である。HRMA
解析は、エクソン 7の内部、周辺領域に存在
する SMN1 遺伝子特異的塩基、SMN2 遺伝
子の特異的塩基の差異を利用して（図 1）、
SMN1 遺伝子特異的融解曲線パターンおよ
び SMN2 遺伝子特異的融解曲線パターンを
得ようというものである。 

 
 
４．研究成果 
 
（１） 乾燥濾紙血 DNA を用いた PCR 
 

室温・暗所で、1～8 年保管されていたも
のを用いた。煮沸法で乾燥濾紙血から抽出し
た DNA は、通常の PCR 条件（30 サイクル）で
は、全例 HRMA 解析は出来なかった。 
しかし、PCR のサイクル数を通常の 1.5 倍
まで（45 サイクル）まで引き上げることで、
70検体中69検体はHRMA解析が可能になった。 
なお、この時に用いたプライマーセットは、
Lefebvre らが 1995 年に報告した R111 と
541C770 である(図 1)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1  PCR primers. 
 
 
（２） PCR-HRMA 法による遺伝子型の区別 
 
SMN遺伝子エクソン７を増幅するPCRでは、



SMN１エクソン 7（+）／SMN2 エクソン 7（+）、 
SMN１エクソン７（+）／SMN2 エクソン７（-）、
SMN１エクソン７（-）／SMN エクソン 7（-）、
の 3種類の遺伝子型に基づくフラグメントを
得ることができる。 
PCRに引き続いて行われたHRMA解析では、
3 種類の遺伝子型に基づくフラグメントの融
解曲線は明瞭に区別することができた(図 2)。 
従って、本法で、SMN1 遺伝子の欠失を確
実に検出できることが分かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 2 HRMA of three genotypes. 
 

 
 
（３） 従来法（PCR-RFLP 法）との比較 
 

従来から、SMN1 遺伝子の欠失診断には、
PCR-RFLP 法（van der Steege 法）がよく用
いられてきた。今回の PCR-HRMA 法の結果は
PCR-RFLP 法（van der Steege 法）の結果と
全く一致した(表 1)。 
 
Table 1  HRMA with DBS-DNA vs 
PCR-RFLP with DNA freshly collected blood. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（４） 結論 
 

乾燥濾紙血は長期保存に耐え、また、そこ
から抽出した DNA は HRMA 解析が可能な質と
量を有する。したがって、乾燥濾紙血と HRMA
を組み合わせたSMAのスクリーニングは可能
である。 
 
 
（５） 得られた成果の国内外における位置
づけとインパクト 

 
現在のところ、SMA の診断が可能な地域は、
分子遺伝学的診断が可能な先進国に限られ
ている。しかし、乾燥濾紙血は世界中のどこ
からでも郵送が可能であり、この乾燥濾紙血
を用いる診断法を用いれば、低開発国におい
ても患者に正確な診断を提供できる。 
 また、乾燥濾紙血の DNA が HRMA に使用可
能である程度の質と量を有していることは、
我々が開発した方法が大規模な新生児スク
リーニングにも応用可能であることを示し
ている。 
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