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DNA組換え技術が開発され，今年で20年を経過した．この間， DNA配列の決定やDNA増幅などの

技術革新が相次ぎ，今日医学は分子を基盤とした新しい枠組みのなかで新たな発展を遂げつつある．本稿

ではこのような動向のパイロットとして重要な位置を占める遺伝性疾患を対象にして，その遺伝子解析か

らDNA診断，そして遺伝子治療の可能性につき自験例を基に解説したい．

1.サラセミア

サラセミアは特定のグロビン鎖の合成障害によりおこる遺伝性の貧血症である．地中海沿岸，中近東，

インド，東南アジア，中国南部に広く見られ，マラリア感染に対する抵抗性との関係が示唆されている．

多発地域における保因者の率は 10％以上にものぼり，最も頻度の高い単一遺伝性疾患である．病態の基本

はaおよびf3グロビン鎖との不均衡であり 9 /3サラセミアでは過剰になった aグロビン鎖が細胞内に沈

着し，無効造血と溶血をきたし患者は低色素性小球性の貧血症を呈する．治療は輸血やキレート剤の投与

であり，重症例は肝，心臓障害や感染症をきたし若年で死亡する．

2. DNA解析法

従来の遺伝子解析はファージを用いたクローニング等を必要とし煩雑であったが2)，近年試験管内で高

熱耐性のDNA合成酸素， TaqDNApolymeraseにより目的の領域を増幅する PCR(polymerase chain 

reaction)法の開発により非常に簡素化，かつ迅速化された3)4)．主な解析法のうち，まず既知変異のスク

リーニング法として次のものがある．

~ 2.1 kb .. 
G9 GB 

G9 

3.0 kb 

G9 5'TCCCCAGTTAACCTCCTATT3' 

GS 5'GCTTGGACTCAGAATAATCC3' 

GlO 5'AGACTAGCACTGCAGATTCC3' 

G10 

図 1 /3グロビン遺伝子の構造と PCR法による増幅
領域，およびPCRプライマー． IVS-1,IVS-2 
はそれぞれ第1および第2イントロンを示す．
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••• 変異プロープ

． ． 正常プロープ
正常ヘテロ正常ホモ

接合型 接合型

図 2 ドットプロッテイングによる ASO(allele-

specific oligonucleotide)を用いた¢サラセミ

アの点変異の検出．

スプライシングの異常をきたす第2イントロン

654位の C-T変異の場合を示した．

変異プロープ ：5'TGCTA TT A_CCTT AACC-

CAG3'（アンチセンスストランド）

正常プローブ： 5'TGGGTTAAGG~AA TAG-
CAA3'（センススストランド）下線部は塩基置

換箇所である．G-Tミスマッチを避けるために

変異プローブとしてはアンチセンスストランド

の配列を用いた．

1) ドットブロットハイブリダイゼーション： 図lに示したように¢グロビン遺伝子領域を増幡して

DNAサンプルをナイロンメンブランフィルターに変性後固定する．これに RIでラベルした 19塩基の正

常及び変異アレルに特異的な 2種類の ASO(allele-specific oligonucleotide)プローブを適当な温度でハ

ィブリダイゼーションを行い変異の有無を知る 11)．いかなる変異にも適用でき簡単であり，試料さえあれ

ばPCRによる増幅も含めて半日で診断が下せる．また非 RI的にラベルしたプローブを用いた変異の検出

も可能である 5)．図 2にスプライシングの異常を来たす第 2イントロン内の 1塩基置換の検出例を示した．

2) ダイレクトレストリクションアッセイ： 変異が制限酸素の認識部位に変化を来たす場合には，ド ット

ブロットハイブリダイゼーションを行わなくとも，増幅した DNAを適当な制限酵素により切断後，電気

泳動することにより変異を切断パターンの変化として検出できる 11).

3) アレル特異的プライマーによる増幅： PCRプライマーの 3末端にミスマッチがあればPCR法によ

る増幅が起こらないことを利用したものである．我々はタイのサラセミアで高い頻度を持つ変異数種類に

つきこの系を確立している代この手法の発展型として，異なる色素でラベルした正常および変異アレル特

異的なプライマーを用いて PCRを同一のチューブで行い，診断を色調で下すことが可能になり ，DNA診

断の自動化の点からも注目されている 1).

一方未知の変異の解析法として次のものがある．

4) ダイレクトシークエンシング： スクリーニングで変異が見いだせなかった場合はシークエンシング

が必要になる．この場合も PCR法を用いればゲノム DNAから直接これを行うことができる．増輻した

DNAに末端ラベルしたプライマーをアニールしてダイデオキシチェインターミネーション法により塩基

配列を決定する汽この方法はクローニングの過程を省略できるため簡便である．さらに両アレルとも同

時に塩基配列を決定できるためヘテロ接合体や複合ヘテロ接合体の分析に有力である．固 3にダイレクト

シークエンシングのゲルの写真を示した．一方のアレルにのみコドン 90のナンセンス変異が見られる．

5) ダイレクトクローニング： ダイレクトシークエンシングでは迅速に塩基配列を決定できるが，せいぜ

い200塩基の配列を決定するのが限度であり，比較的広い領域の解析は煩雑になる．そこで PCR産物をク
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図

ローン化してシークエンシングに用いることができる．この場合ミスインコーポレーションが問題となる

が，複数のクローンを解析したりまたドットブロッテイングによる変異の確認を行うことによりクリアー

できる．我々は 3.0kbという比較的長い断片の増幅ではミスインコーポレーションが低いことを見いだ

している叫

3.変異の種類と DNA診断

これまでタイ ，マレーシア，台湾，日本のサラセミアを解析し 27種類の変異を見いだしている（表

1)．極めて特異性に富んでおり，遺伝子発現の全ての過程に異常を来たす変異が見られる．特にフレーム

シフト変異とナンセンス変異による翻訳の異常を来たすものが半数を占めている．このような変異に関す

るドッ トブロットハイブリダイゼーションによる診断法を確立しており ，また頻度の高い変異については

アレル特異的プライマーによる複数の変異を同一反応で検討できるマルチプレックスアレル特異的 PCR

法を開発した．これらの手法を用いて，現在タイにおいてサラセミアの出生前診断を行っているところで

ある．

4．日本人サラセミアの特徴

一つは多様性に富み，日本人独自の変異が 10種類のうち 8種類と多数見られることである 13)17)．ちなみ

に日本と異なり j3サラセミアの保因者の率が 3-9％と極めて高いタイでは，我々は 16種類の変異を見い

だしているが，そのうちタイ人に独自の変異は 5種類を数えるに過ぎない7)9)10)19)．次に第 3エクソンの変

異が3種類も見いだされることである8)14)16)．この種の変異はヘテロ接合体でも臨床症状を伴い，優性遺伝

形式を取る．このためマラリア感染地域で指摘されているサラセミアのheterozygoteでの advantageが

ないため，日本のようなマラリア非感染地域に見られるものと考えられる．実際にこれまで第 3エクソン

内の変異は北部ヨ ーロ ッパなどのマラリア非感染地域に散見されるが，感染地域での報告は少ない18)．ま

た日本のサラセミア変異の異質性が高いことも，マラリア感染がなくこれによるセレクションが日本には

存在しないためと考えられる汽
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表 1 /3サラセミアの変異

変異 タイ マレーシア 台湾 日本

転写の障害
-28 ATA (A-G) 6 4 
-29 ATA (A-G) 2 
-31 ATA (A-G) 5 

ポリ A付加の障害
AA T AAA (T-C) 1 

スプライシングの障害

codon 19 (A-G) 12 

IVS-1 nt 1 (G-T) 7 
IVS-1 nt 5 (G-C) 22 3 
IVS-2 nt 1 (G-A) 4 
IVS-2 nt 654 (C-T) 11 14 13 5 
翻訳の障害

フレームシフト変異

codons 8/9 (+G) 2 

codon 15 (TGG-GG) 1 1 

codons 27 /28 (+ C) 2 

codons 41/42 (-TTTC) 51 13 8 2 
codon 41 (-C) 1 

codons 71/72 (+A) 2 2 
codon 54 (+G) 1 

codon 95 (+A) 1 

ナンセンス変異

codon 15 (G-A) 1 
codon 17 (A-T) 29 2 1 
codon 26 (G-T) 1 

codon 35 (C-A) 1 

codon 43 (G-T) 1 1 
codon 90 (G-T) 5 

翻訳後の障害

codons 123/125 1 

(-ACCCCACC) 

codon 110 (T-C) 1 
codon 123 (-A) 1 

codons 127/128 (-AGG) 1 

合 計 149 45 22 26 

5.表現型を装飾する遺伝性の因子

多くの患者について変異と症状との関連性を見てみると，同一変異ながら極めて臨床症状に広がりが見

られることがある．これらの遺伝的なバックグラウンドを検討することにより， aサラセミアの合併によ

り症状が軽減することがわかった．これは aグロビン鎖の減少により，サラセミアの病態の基本であった

/3／a比の不均衡が改善するためと考えられる．さらに， Gッグロビン遺伝子上流にある Xmnl多型部位を

ホモで持つものでは， HbF量が高く症状が軽いものが多く見られた． Xmnl型とは直接は関係はないもの

の，この yグロビン遺伝子では何らかの機構でその発現が充進しているものと考えられる 20)．このこと

は，胎児型グロビン遺伝子の活性化による治療の可能性を示すものである．
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6.遺伝子治療の可能性

現在アデノシンデアミネースの欠損証に対してレトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療が行われ，

良好な成果が得られつつある．サラセミアについては最も早くから遺伝子治療の対象として注目されてい

たが，グロビン遺伝子発現調節の複雑さからまだ実用化には至っていない．最近f3グロビン遺伝子群の上

流にある DNaseI超高感受性部位を含む領域， LCRがこれに連結した遺伝子を赤芽球特異的に発現させ

ることがわかり，これを用いた組換えレトロウイルスの開発が行なわれているが，その力価が低く問題で

ある．我々はッグロビン遺伝子の発現を活性化させるアイデアで，これに取り組んでいる．その基礎とし

て成体にも関わらず胎児型グロビン遺伝子の発現が高い遺伝性高胎児ヘモグロビン血症の解析を行って

いる 15)．その結果，ッグロビン遺伝子の成体での発現抑制には，組織特異的な転写制御因子が関与してい

ることを見いだし，この因子の発現装飾によるサラセミアの治療を目指している．

おわりに

PCR法の開発により単一遺伝子疾患の解析が容易になった．その方法について述べるとともに，東南ア

ジアのf3サラセミアの解析結果を示した．このような手法の開発により多数の変異の解析が容易になり，

同時に明らかになった変異に関する ASOプローブを用いることにより迅速簡便な DNA診断が可能とな

った．さらにアレル特異的なプライマーを用いて PCRを行うことにより電気泳動のみで診断を下すこと

もできる．

遺伝子解析は以上のような DNA診断の点のみでなく遺伝子型と表現型との対応という極めて重要な

問題を解くための資料を提供してくれる．このような解析により治療へつながる手掛かりが得られる可能

性があり，正常遺伝子の導入による遺伝子治療と共に，今後の進展が期待される．
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