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研究成果の概要（和文）：臨床的・遺伝的に新規の家族性ニューロパチー（通常のタイプと異なり、下肢近位筋
優位の筋力低下、排尿障害、発作性乾性咳嗽を特徴とする）の責任遺伝子変異を同定するための遺伝解析を、１
家系１９人を対象として行った。連鎖解析の結果、責任遺伝子変異は第１番染色体の37.1 Mbの領域内に存在す
ることがわかった。また、エクソーム解析により、IQGAP3遺伝子のイントロン27のスプライスサイトの点変異が
候補として残った。この塩基の進化的保存性をみたところ、脊椎動物全般で保存されていた。さらに、患者では
IQGAP3のスプライス異常が生じていることが特異的PCRによって示され、責任遺伝子変異であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To identify the causative variation for a clinically and genetically new 
type of autosomal dominant motor and sensory neuropathy with proximal dominancy in the lower 
extremities, urinary disturbance, and paroxysmal dry cough, we studied a Japanese pedigree with the 
disease consisted with 19 family members including 9 patients in 5 generations. On multipoint 
linkage analysis of the pedigree, maximum LOD scores of > 2.0 was obtained on 1p13.3-q23 (LOD = 2.
24). The exome sequencing upon seven patients and one healthy relative from the pedigree revealed 
one causative single nucleotide variant (SNV) located in IQGAP3 which is associated with neurite 
outgrowth. The SNV is highly conserved among vertebrates. Real time quantitative PCR analysis of 
peripheral blood samples showed the mRNA expression level of IQGAP3 was significantly higher in a 
patient. The SNV alters the splicing of IQGAP3 and also located within a non-coding RNA which may 
affect the expression of IQGAP3.

研究分野：神経内科
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１．研究開始当初の背景 
Charcot-Marie-Tooth病（CMT）に代表され
る遺伝性運動感覚ニューロパチー（hereditary 
motor and sensory neuropathy; HMSN）は未だ
に根治療法のない、heterogeneousな進行性神
経変性疾患である 1)。近年、本邦において近
位筋優位の HMSNが proximal dominant form 
(HMSN-P)として注目されており、原因遺伝子
として第３番染色体上の TFG 遺伝子が報告
されている 2)。2008年、われわれは下肢近位
筋優位の筋力低下、神経因性膀胱、発作性乾
性咳嗽をきたす常染色体優性遺伝形式をと
る HMSN-P 家系を報告した 3)。家系内 15 名
（患者８名・健常者７名）での連鎖解析の結
果、本疾患の責任遺伝子変異が第１番染色体
に連鎖する可能性が浮上し（LOD = 2.706）、
本疾患が臨床的のみならず遺伝学的に新規
な疾患であると考えられた。 
 次にわれわれは家系内罹患者５名（図１の
3, 5, 6, 8, 12番）および家系内健常者（図１の
7 番）の検体を用い、エクソーム解析を行っ
た。その結果、罹患者５名が持ち、健常者１
名が持たない SNV (single nucleotide variant)は
2,526 個存在した。さらにその中で、新規か
つ非同義置換であり、連鎖領域内に位置する
SNV は 21 個存在した。その後、家系内全体
（この時点では図１の 1番～15番）でサンガ
ーシークエンスを行い、当該変異が間違いな
く存在すること、および疾患の共分離してい
ることを確認し、共分離していないものは除
外。さらに健常者 520検体でのスクリーニン
グを行い、変異アレルが１個でも見つかれば
除外するという検討を加えた結果、３つの
SNV が本疾患の候補変異として考えられた。
中でも、神経突起成長や細胞増殖の制御に関
与されるとされる IQGAP3の点変異について
われわれは注目している 4)5)。 

図１：本家系図（一部抜粋） 
 
２．研究の目的 
本研究では本疾患の臨床像（病理所見）を明
らかにし、家系内構成員のさらなる検体収集
を行ったうえで連鎖解析、エクソーム解析、
フラグメント解析などにより本疾患の責任
遺伝子変異を同定することを目的としてい
る。これにより、本難治性疾患の治療法開発
に寄与することが期待される。 
 

３．研究の方法 
(1) 筋生検、末梢神経生検を行い、本疾患の
病理像を明らかにする。 

(2) 家系構成員の検体をさらに収集し、責任
遺伝子の連鎖領域を絞り込む。 

(3) エクソーム解析はリピート伸長の検出に
向いていないため、該当連鎖領域内にリ
ピート伸長があるか否かについての検証
を行う。 

(4) エクソーム解析はコピー数多型といった
大規模な遺伝子の構造的変化は検出でき
ないため、Array CGHにより患者特異的
なコピー数異常の有無を調べる。 

(5) SureSelect Version 1（旧キット）を用いて
行ったエクソーム解析では、ターゲット
領域の平均カバー率は 100x 以上を達成
していたが、bait オリゴのデザインに依
存すると思われるカバー率ゼロの領域が
ターゲット領域の 6%程度存在していた
ため、責任遺伝子変異がこの 6%のブラン
ク内に存在する可能性を憂慮し、その後
にキャプチャー効率が大幅に改善された
エ ク ソ ー ム キ ャ プ チ ャ ー キ ッ ト
（SureSelect Human All Exon Kit version 
5）を用いてエクソーム解析を行う。 

(6) IQGAP3の当該変異が intron 27の 6 bp下
流の一塩基置換であったことから、患者
検体に IQGAP3 の異常スプライス RNA
産物が存在するかどうか確認を行う。 

(7) 患者と健常者で IQGAP3発現に差がある
かどうかリアルタイムPCRにて確認する。 

 
４．研究成果 
(1) 患者の筋生検では群性萎縮といった神経
原性変化が認められ（図２）、腓腹神経生検

では、大小有髄線
維の中等度減少し、
菲薄化ミエリンが
散見された。オニ
オンバルブや炎症
細胞は認められな
かった（図３）。 

（図２）筋生検 

（図３）腓腹神経生検 
(2) 家系内構成員の検体は 19 検体に増えた。
この 19検体を用い、平均 0.1 cM間隔の SNP
マーカーを用いて連鎖解析を行ったところ、
責任遺伝子変異の連鎖領域が rs1341580 から
rs16837709 の 37.1 Mb の領域に狭められた
（最大 LOD 値 2.24）。我々が注目している

IQGAP3 遺
伝子はこの
領域内に存
在していた
（図４）。 
 

（図４）常染色体の LOD plot 



(3) CTG/CAGが 10リピート以上の部位は連
鎖領域内に５カ所あったため、これらすべて
についてフラグメント解析を行ったが、患者
と健常者で違いは認められなかった。 
(4) 400 kbp の均一マーカーを使った Array 
CGHを患者と健常者の DNAで行ったが、患
者特異的な病的と考えられるコピー数多型
は認められなかった。 
(5) 家系内患者のみが共通して保有している
遺伝子変異→1p13.3-q23 の領域内にある遺伝
子変異→すでにエクソームシーケンシング
dataがある in-house control 15検体にみられな
い遺伝子変異→非同義置換やスプライスサ
イトなどの機能的遺伝子変異→ExAC などの
Public databaseや in-house controlのサンガー
シーケンスにおいてアレル頻度が 0.2%未満
の遺伝子変異、という要領で絞り込みを行っ
た結果、IQGAP3 遺伝子の intron 27 の splice 
siteの点変異（c.3422+6T>A）のみが候補責任
遺伝子変異として残った（図５）。この塩基
は脊椎動物全般で保存されていた（図６）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

（図５）責任候補遺伝子変異の絞り込み 

（図６）当該塩基の保存性 
(6) exon 27と exon 28にプライマーペアを設
計し PCRを行ったところ、intron 27がスプラ
イスされた産物が家系内健常者 cDNAおよび
コントロール cDNAでは存在することが確認
されたが、患者 cDNAおよび患者・健常者の
genomic DNAでは増幅が得られなかった（図
７）。このことは、患者でスプライス異常が
生じていることを示唆している。 

（図７）exon 27、exon 28内のプライマーペ
アによる PCR 

 (7) 末梢血由来の cDNA 作成に異常がない
ことを RT-PCRで確認した後にリアルタイム
PCRを行ったところ、患者では IQGAP3発現
レベルが高い傾向にあった（図８）。 

（図８）末梢血中の IQGAP3 mRNA発現量 
 
●まとめ 
本疾患の責任遺伝子は IQGAP3 と思われる。
患者では IQGAP3の発現が増加しているよう
であるが、スプライス産物全長が検出できて
おらず、別の角度からの検証が必要と考えら
れた。現在、zebrafishでの疾患モデルの作成
にとりかかっているところである。 
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