
Title Angelman症候群およびPrader-Willi症候群のDNA診断法開発とその評価

Author(s) 斉藤, 伸治

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(医学)

Dissertation Number 乙第4398号

Issue Date 1993-12-24

DOI https://doi.org/10.11501/3095197

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/50085

Type doctoral thesis

File Information 000000272796.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



O
一



闘騙繍麟
　　　　　t　　　／

　　　　’

Angelman症候群およびPrader－Willi症候群の

　　　　　　DNA診断法開発とその評価

　　　　　　　　　　　　斉藤伸治11・2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　・LLI　v

　1長崎大学医学部原爆後障害医療研究施設

　　　　　　　　先天異常（遺伝学）部門

　　　　2北海道大学医学部小児科学教室

　　　　　　　　　　　　　　　連絡先

　　　　　　　　　　Dr．　Shinji　Saitoh，

Department　of　Neuroscience，University　of

Florida　College　of　Medicine，　Box　10e244．

JHMMC，　Gaine．sville，　Florida　32610－0244，

USA

　　　　　　　　　　　　　　　　　－1一



　　　　　　　　要　旨
　Angelman症候群　（AS）　61例、　とPrader－Wil

li症候群（pws）14例に対して分子遺伝学的解

析を行った。　15q11－q13領域のDNA欠失はA
S患者の66．7％、　PWS患者の42．8％に認め、　欠失

の親起源は例外なくASでは一。母由来、　PWSでは父

由来であった。　DNA欠失と染色一．体分析で検出し

た欠失との不一致はAS患者の24．5％、　PWS患者

の42．8％にみられた。

　次に、　放射性同位元素（RI）標識による二塩

基反復多型（DNRP）および非RI一一一DNRPを用いた

簡便なPCR診断法の有用性をAS患者37名とPWS

患者14名とで検討した。　結果は両法間に大差

を認めず、　89．2％のAS患者と85．7％のPWS患者で

有用な遺伝的情報を得た。　DNRP診断法は両疾

患の診断法として有用であると結論した。

　　　　　　　見出し語
Prader－Willi症候群、　Angelman症候群、　D　N

A診断、　ゲノム刷り込み、　片親性ダインミー
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　　　　　　　　はじめに

　Ange1甲an症候群（AS）とPrader－Willi症候群

（PWS）の責任遺伝子は15番染色体q11－q13（以

下15q）領域に近接して存在する。　AS患者の約

60％は母由来の同領域の染色体欠失、　または相

同15番染色体両方が父に由一．　，．来する父性片親性

ダインミー（UPD）を示す1）2》。　P．WS患者の約60

％は反対に父由来の染色体欠失、　または母性U

PDを示す3｝4⊃。　両疾患共に残りの患者は核型

および親起源にも異常がみいだされない。　PW
Sでは、　この知見を利用したDNA診断が多数試

みられている4）5）6》。　しかし、　ASでの同様な

研究は非常に少なく7）、　診断効率は明らかで

ない。　また、　従来のDNA診断はサザン法で検出

する欠失や制限酵素断片長多型（RFLP）を利用

したために、　方法の煩雑さや低い多型検出率、

欠失検出の再現性などの点で問題があった。

　本研究の目的は、　①ASにおけるDNAレベルで

の異常を多数例の検討から明らかにした上で

異常を分類・整理し、　DNA診断の有用性を検討
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すること、　②従来のサザン法に代わる簡便な

診断法を．開発し、　ASおよびPWSにおけるDNA診

断法を確立すること、　の2点である。

　　　　　　　対象と方法
患＿＿＿者　　　　　　　．．t一

　全国から集積したAS患者一．動1名　（男28名、　女

33名、　平均年齢10．2歳）とPWS患者14名（男8

名、　女6名、　平均年齢5．5歳）を対象にした。

AS患者61名中8名（4家族）は家族例で、　残り5

3名は散発例であった。　14名のPWS患者は全て

散発例であった。　ASおよびPWSの診断はその表

現型8）9）から臨床的に行った。

　染色体高精度GTG分染による染色体分析をA

Sの57例（57家族）中49例、　14例全てのPWS患

者で行った。　大量のチミジン添加による細胞

同調後、　標本を作成し、　次いで標準GTG法を用

いた。　AS患者49例中23例は商業検査施設での

高精度分染分析結果を利用した。
hdiXfiLXISLI
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　患者の末梢血白血球またはEBV株化リンパ芽

球より標準的手法でゲノムDNAを抽出し・　以下

の解析に供した。

準的手法4）で行った。　15q領域にマップされて

いる6種：のクローン化DNA4∴1e》を32Pで標識

しDNAプローブとした（括弧内は座位である）
：　IR39（D15S18）．　ML34（D15S9），　IR4（D15Sll），

TD3－21（D15SIO），　28B3一一一H3（GABRB3），　IRIO（

D15S12）。　内部対照プローブとして21－4U（D2

1S110）1e）を用いた。　DNA［iiピー数は以下のよ

うに判定した。　オートラジオグラム上のバン

ド濃度比（各プローブに相当するバンドの濃

度／内部対照バンドの濃度）が正常’者で2（2

コピー）としたとき、　1．5未満の場合に欠失（

1コピー）と判定した。

2　－t「　　　z　　5　DNRP：　15q領域にマップ

されている3種の座位（D15S11、　GABRB3、　D1

5S97）11）12）13）、　およびそれより遠位にマッ

プされる2種の座位（ACTC、D15S87）のDNRP13｝1
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4）15》 �pいた。　また、　11番染色体長腕にマッ

プされるD11S527のDNRP16》を親由来追求の際

の対照として使用した。　患者DNA250ngをポリ

メラーゼ連鎖反応（PCR）法にて増幅し多型を

検出した。　プライマー、　PCRの条件は文献に従

った。　D15S11、　GABRB3、　D⊥5S97の3種：に相当す
　　　　　　　　　　　へ9一鋒
る患者DNAは同時にPCR増幅し、　ACTC、　D15S87、

D11S527に対応する患者DNAはそれぞれ別に増
幅した。

　DNRPの検出効率を調べるために、　以下の2種

類の方法を用い比較した。　’①放射性同位元素

（RI）標識法：　［α一32PldCTPを反応液に追加

しPCRにてPCR産物の標識を行い、　次いでシー

クエンスゲル　（8M尿素、　6％ポリアクリルアミ

ドゲル）にて電気泳動し、　ゲルを乾燥の後に

オートラジオグラフィーを行った。　②非RI法

：PCR産物を6％ポリアクリルアミドゲル電気泳

動の後、　エチジウムプロミ　ドにて染色し、　紫

外線下で発色、　写真撮影を行った。

　　　　　　　　結　果
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AS患　およびPWS患　にお｝　DNA　　の

　AS患者57例　（57家族；　家族例は1患者とし

て扱った。　）中38例（65．5％）にDNA欠失を検

出した。　散発例におけるDNA欠失幅はD15S9～

D15S12領域の5座位を共通翫て含み、　数例では

D15S18に及んでいた。　AS家族例では1家族にの

み欠失を認めたが、　欠失幅は散発例に比べて

狭く、　D15S10とGABRB3の2座位だけを含んでい

た。　欠失の親起源は、　家族検索が可能であっ

た31家族中26家族（83．9％）全てにおいて例外

なく、　母由来であった。　欠失がなくかつ家族

検索のできた14例全てにUPDは検出されず、　そ

のうち11例（78．6％）のユ5番相同染色体は両親

由来であった。　一方、　PWS患者14例中6例　（4

2．8％）　にDNA欠失を検出した。

AS》　　PWS患　にお｝　’　　　　　　とD

　染色体分析結果とDNA解析結果との間に不一一

致があった。　不一致は、　AS患者49例中12例　（
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24．5％）とPWS患者14例中6例（42．8％）に認め

た。　正常核型と判定したのにDNA欠失を認めた

のは、　ASでは42．1％（8／19）、　PWSでは25％（1

／4）であった。　一方、　染色体欠失と判定した

がDNA欠失を認めなかった不一致は、　ASでは1

3．3％（4／30）、　PWSでは50％・（5／10）であった。

　DNRPによる欠失検出の効率を調べるために、

両親の検索が可能でかっサザン解析によりDN

A欠失の有無が既知のAS患者37例（DNA欠失28
例；　非欠失9例）　およびPW’S患者14例　（DNA欠

失6例；　非欠失8例）について、　DNRPを用い

たDNA欠失解析を行った。

表2と図1に示すように5群に分類できた。

各群の定義は以下の如くである。　①欠失群（

De1）：15q11一・一q13領域（以下PWS／AS領域）の

3種のDNRPのうち少なくとも1種で片親由来の

対立遺伝子の伝達欠如を示し、　かつ15q13－qt

er（以下遠位）領域の2」種中1種のDNRPで両親

　　　　　　　　　一8一
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由来を確認した患者。　14名のAS患者と2名の

PWS患者．であった。　②UPD群：　PWS／AS領域と遠

位領域双方のDNRPで、　片親のみからの2コピ

ーの対立遺伝子伝達を確認し、　しかし11番染

色体上のDNRP（D11S527）では両親由来であった

患者。　ASではこの群に属する患者はいず、　PW

Sの5名のみであった。　この群を更に、　UPDの

発生機構の観点から、　（a）親の片方の15番相同

染色体の重複由来であるイソダインミー（is

oUPD）と、　（b）1対の15番相同染色体それぞ

れに由来するヘテロダイゾミー（hetero　UPD）

とに細分した。　iso　UPDは2名のpws患者に、

hetero　UPDは3名のPWS患者に認めた。　③両親

由来15番染色体をもつ群（BPI）：PWS／AS領域の

3種のDNRP中、　少なくとも1種で両親由来を確

認した患者。　8名のAS患者と3名のPWS患者がこ

の群に属した。　④欠失とUPDの区別不能群：P

WS／AS領域中の片親由来対立遺伝子を欠くが、

遠位領域での情報がなかった患者。　11名のAS

患者、　2名のPWSであった。　⑤情報なし群：用
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いたDNRPでは全く欠失・親由来の情報を得る

ことができなかった4名のAS患者と2名のPW
S患者。

BRI一一’一DNRP“と　RI－DNRP“に

の」虹二較：RI標識一DNRP法ζ非RI法との検出率を

表2に示す。　RI標識法では”．　。AS患者の33（89．2％

｝／37、　PWS患者の12（85．7％）／14において遺伝学

的情報を得た。　非RI法ではそれぞれ30（81．1％

）／37、　12（85．7％）／14であった。　RI標識法で得

たDNRP情報の症例を図2に示す。

　　　　　　　　考　察

AS患　にお1るDNA　　の　　と

　ASには多数の家族例が知られているので、

DNA欠失の有無を診断することは遺伝相談の観

点から重要である。　本研究における、　多数の

AS症例でのDNA欠失率は66．7％であり、　従来の

報告とよく一致した1，7⊃。　欠失の範囲は散発

AS例では、　D15S9～D15S12の5座位を共通して

含んでいた。　AS家族例では1家族のみにDNA欠

失を認めたが、　その範囲は狭く、　D15S10とGA
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BRB3の2座位のみであった7》！e｝。　これらの結

果は・　A．　S散発例ではD15S9～D15S12の範囲の適

当なマーカーを用いるとDNA欠失の検出は可能

であるが、　AS家族例の一部ではD15S10もしく

はGABRB3座位マーカーの利用が必要になるこ

とを示す。　なお、　PWS患者一におけるDNA欠品の

頻度・範囲に関しては、　Hamabeら4）が本邦で

の多数患者におけるDNA二二診断を報告4｝して

おり、　更に一部の患者はその研究と重複して

いるため割愛した。

　　　　　’　とDNA　　’く（わ　　 室

　染色体分析結果とDNA解析結果との不一致が

AS患者の24．5％、　PWS患者の28．6％にみられた。

15q11－q13領域の染色体欠失は、　しばしば同領

域正常変異（nOrmal　Variant）の過剰診断に

由来することがある。　PWS患者における不一致

は従来からも報告されており6》、　染色体検査

の限界と考えられる。　本研究での比較結果は、

正確な欠失の有無の診断にはDNA解析が必須で

あることを示す。

　　　　　　　　　一一11一
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ASにお1　15 の

　DNA欠．失をもつAS患者14例全例において、　そ

の欠失は母由来15番染色体上で起こっていた。

この結果は従来の親起源研究結果と完全に一

致した。　父性UPDは過去＿3例のAS患者に発見さ

れているが、　本研究での非，．久失14忌中にはみ

いだされなかった。　逆に、　こ苑らの大部分（1

1／14｝には15番染色体のBPIが証明された。　こ

の結果は、　AS患者におけるUPDの頻度は非常に

低いことを示唆する。　現時点では、　これらの

BPIの患者に対するDNA診断tt ﾍ不可能である。

DNRP診　 ’のaf

　DNRPは非常に多型性に富み、　従来のRFLPな

どのDNA多型と比べて遺伝的情報量が多い。

また、　PCR法を用いて検出するので比較的簡便

に行い得る。　本研究は、　15q11－q13領域では複

数のDNRPを組み合わせることにより、　通常の

電気泳動でも高率に多型情報が得られること

を示した。　近年、　新しいDNRPの報告が急増し

ているから13）、　今後更に診断効率は高くなる
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と考えられる。

　RI標識によるDNRP法と非RI法では、　欠失検

出率自体をみると大差はないが、　診断の正確

さを問えば、　前者が優っている。　一方、　簡便

さを重視すれば当然後者一を選択すべきである。

いずれにしても、　サザン法蒋よる欠失診断効

率とは大差がないから、　DNRPをv用いた診断法

が第一選択であると考える。
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　　　　　　　　図の説明
図1：　P．WS／AS患者における4種のDNRPパター一一一一

ン　（非RI法）。

Cは患者、　Pは父、　Mは母。　写真左に座位を示す。

Maternal　deL　Paterna－1　del，　Del／UPD．　iso

UPD、　hetero　UPD、　BPIはそ。∫れそれAS患者にお
　一一　・一

ける母由来DNAの欠失、　PWS患者における父由

来DNAの欠失、　AS患者での欠失もしくは片親性

ダインミー・

侵PWSでb母．三管塵イソダインミー　lx　PWS患者

での母性片親性ヘテロダイ＋t ¥ミーをしめす。

，
ノ

図2：　AS患者におけるGABRB3座位でのDNRPの

検出。

非RI法（a）では患者における対立遺伝子の親

由来は同定できないが、　RI標識法（b）では両

親における2塩基の反復数の差が同定でき・　患

者は母由来の対立自伝子を欠いているのが判
る。
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表1 AS患者61例における染色体分析およびDNA解析結果

家族／

散発例

症例番号
AS　・・一

核型 DNA欠失／
親起源

各座位のコピー数
D15S18　D15S9　D15Sll　D15SIO　GABRB3　D15S12

家族例 9
白
亡
」
0
0

9
一
　
「

－
↓
0
0
ρ
0

normal
normal

normal

no

no

De1／Mat

9
6
リ
ム
9
乱

り
6
り
瞑
り
4

り
血
り
瞑
り
4

り
乙
0
6
1

り
乙
－

り
乙
0
乙
2DNA欠失

をもつ

散発例

9，　le．　24
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22，23
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29

3e，　40

31
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表2：RI標識法と非RI法によるDNRP解析結果

群

RI標識法
患者数

非RI法
患者数

DNA欠失　非欠失　DNA欠失　非欠失　DNA欠失　非欠失　DNA欠失　非欠失
1　母由来欠失　　14

　父由来欠失　　0

2　母性UPD

　父性UPD

3　両親由来
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DNIN・一based　Diagnos　i　8　0f　ハngelman　Syndro鵬　andL　P：rader－Wi　11i　S】囎

Shinjit　Saitoh，　MD

Department　of　Human　Genetics，　Nagasaki　University　School　of　Medicine，　Nagasaki；
Department　of　Pediatrics，　Hokkaido　University　School　of　Medicine，　Sapporo．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　御

　　　　A　molecular－genetic　study　was　performed　on　61　patients　with　Angelman
　　　　　　　　　　　　　and　14　patients　with　Praq．．er－Wi　l　l　i　syndrome　（PWS）．　Southern　blot　　　　　　　　　（AS）syndrome
afialyses　cind7er　PCR－mbdiated　dinucleotide　repeat　polymorphism　（DNRP）　analyses

revealed　that　67g　of　AS　patients　have　DNA　deletions　ranging　from　D15S9　to　DisS12
10ci．　An　exception　was　3　sib　cases　whose　deletion　involved　only　2　loci，　D15SIO
and　GABRB3．　The　parental　origin　of　the　deletions　in　AS　patients　were　exclusively
maternal．　No　uniparental　disomy　（UPD）　was　found　in　our　AS　patient　series，
suggesting　that　UPD　in　AS　is　infrequent　than　that　in　PWS．　Molecular　deletions
were　observed　in　6　of　the　14　PWS　patients．
　　　　　1n　order　to　develop　a　simple，　reliable　DNA－based　diagnostic　method，　r

adopted　PCR－mediated　DNRPs　as　genetic　markers　for　the　detection　of　deletions
and／or　parental　origin　of　chromosomes　15　in　AS　and／or　PWS　patients．　This　method
gave　useful　diagnostic　information　in　33　（89g）　of　37　AS　patients　and　12　（86＆）　of

14　PWS　patients，　indicating　no　big　difference　from　the　information　obtained　with
Southern　blot　analysis．　Furthermore，　since　this　DNRP　method　does　not　require
radioisotopes，　it　may　be　a　first－choice，　alternative　way　when　diagnosing　AS　or

PWS　patients．
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