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曰本人結節'性硬化症患者10人のT1SC遺伝子診断：

臨床応用のための系統的遺伝子変異解析法の開発と検出感度の検定

金沢大学大学院医学系研究科循環医科学専攻血管発生発達病態学
（旧講座名：小児科学）
（主任：小泉晶一教授）

脇坂晃子

結節性硬化症は，脳，皮膚，腎臓，心臓を中心に全身のあらゆる臓器に過誤腫を形成する常染色体優性遺伝病である．

疾患責任遺伝子T1SCI，TFC2が同定され既に様々な遺伝子変異が報告されているが，変異のホットスポットがない，微細変

異から大欠失まで変異のバリエーションに富む，体細胞モザイク症例が少なからず存在する，などの理由により現実には遺伝

子診断は難航する．また変異スクリーニングに多用される１本鎖高次構造多型(single-strandconfOrmationalpolymorphism，

SSCP）法，Heteroduplex(HD）法の変異検出感度に関しても不明である．本研究では日本人結節'性硬化症患者10名を対象に

SSCP法，ＨＤ法，ダイレクトシークエンス法，ＬｏｎｇPCR法，定量的サザンブロット法を組み合わせた系統的アルゴリズムに

従った遺伝子解析を行った．その結果，２例で71SCI変異（スプライス変異，大欠失)，６例でT1SC2変異（大欠失，スプライス

変異，ミスセンス変異，フレームシフト変異３例）が同定された．７１SCIの大欠失はモザイクであり，ZFC2のミスセンス変異

は腫瘍のみに認められた．一方で，対象患者の全ての719C翻訳領域エクソンの塩基配列を決定し，ＳSCP法，ＨＤ法の感度検

定を行った．変異検出率は各々６／１４(43％)，５／１４(36％）であったが，互いに相補的な傾向が見られ両者を合わせた感度

は９／１４(64％）に上昇した．臨床症状と遺伝子変異との相関ではＴＭＩ変異を持つ症例とZＭ２モザイク例で明らかに軽症の

傾向がみられた．今回の結果と過去の報告より本邦においてM1SC変異のホットスポットは存在せず，エクソン毎のＰＣＲを

ベースとしたスクリーニング法では検出し得ない大欠失も存在するため，DNA診断の際には各種検査法を合理的に配置した

系統的な解析が必須であると結論された．

KeywoIdstuberoussclerosis,hamartin,tuberin,genemutation

責任遺伝子として異なる２つの遺伝子T1SCzおよびnSC2が，患

者の家系を利用したポジショナルクローニングにより同定され

ている6)7)．耐CIは，第９番染色体長腕9q34に存在し，２１個の

コードエクソンと２個のリーダーエクソンで構成されhamartin

蛋白をコードする．Hamartin蛋白は１１６４アミノ酸から成り，

分子量は約l30kDaである．カルポキシ末端には約230アミノ

酸から成るコイルド・コイル構造をとる領域が存在し，アミノ

末端側には膜貫通領域に似た疎水性の高い領域が存在している

が，その生理的機能についてはよく分かっていない6)．一方，

７５□は第16番染色体短腕16p13.3に存在し，４１個のエクソン

で構成ざれtuberin蛋白をコードする．TuberinはＧＩＰアーゼ活

性化因子（GIPase-activatingprotein,GAP）蛋白と－部相同性

があり，raplやrab5に対するGAP活性を持つ8)9)．これまでに，

結節性硬化症の腫瘍病変において，９q34および16p13.3におけ

るへテロ接合性の消失（lossofheterozygosity,LOH）が認めら

緒 ロ

結節`性硬化症(tuberoussclerosiscomplexmSqは，全身の

様々な臓器や組織に種々の過誤腫や腫瘍病変が発生し，これに

よる様々な臓器障害が認められる疾患である．比較的頻度の高

い常染色体優性遺伝病であり約6,000～10,000出生に１人の割

合で発症するとされているｎ．主要病変としては，大脳皮質結

節や上衣下結節，心横紋筋腫，腎臓や肝臓に発生する多発性の

血管平滑筋脂肪腫，顔面や爪下などに発生する血管線維腫，網

膜に発生する過誤腫などがある2)．このうち，特に中枢神経病

変は，精神発達遅滞や難治性てんかん，自閉症などを引き起こ

し臨床的に最も問題となる．約1/3が家族発症で，残りの2/３

は孤発例であるが，症状の出現は同一家系内ですら非常に個体

差が大きく，全く普通に生活している患者から，発語もなく一

生寝たきりの患者の兄弟例まで存在する3)－５)．結節性硬化症の

平成18年１月２７日受付，平成18年３月７日受理

Abbreviations：dHPLC,denaturinghighpelfOrmanceliquidchromatography;ＧＡＰ,GTPase-activatingprotein；

ＨＤ,heteroduplex;ＬＯＨ,lossofheterozygosity;ｍＴＯＲ,mammaliantargetofrapamycin;ＰＫＤ1,polycystickidney
diseasetypel;SEGAsubependymalgiantcellastrocytoma;SSCP,single-strandconfOnnationpolymorphism;TBE，

Tris-boricacidEDTA;ＴＳＣ,tuberoussclerosiscomplex;RILＰＣＲ,reversetranscriptasePCR
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れており，TFC１，７１SC2はともに腫瘍抑制遺伝子としての働き

を担っていると考えられる6)10)-13)．また，最近になって

hamartin蛋白とmberin蛋白が直接結合する事が免疫沈降法によ

って判明し，さらに，この蛋白複合体がPI3K(Phospatidylinositol

3-kinase)からＳ６キナーゼ(S6kinase，Ｓ６１０に至る経路の中間

に位置する哺乳類ラパマイシン標的蛋白質（mammaliantarget

ofrapamycin,mTOR）のリン酸化を抑制し，この経路の制御機

構に直接関与することが示唆された､)'4)．これまでに多数の

71SCI遺伝子の変異およびmSC2遺伝子の変異の報告があるが，

この中で71SCI遺伝子変異の大部分は，フレームシフト変異に

よる蛋白の早期翻訳終結に至るものである．ミスセンス変異や

大欠失の存在はほとんど報告されていない．一方，Z1SC2遺伝

子の変異は様々で，２～４％から最大20％の患者で遺伝子の大

きな欠失を認めたと報告されており7)15)，また一部の症例では

隣接する田KDZ(polycystickidneydiseasetypel)遺伝子の欠失

を含むという報告もある16)17)．RKD1は多発性嚢胞腎1型の責

任遺伝子であり，T1SC2と２ＫＤＩを同時に欠失する隣接遺伝子

症候群,患者では，結節性硬化症の臨床症状に加え，乳児期から

早発性の多発性嚢胞腎が出現する．一方でTSC１，７１SC2ともに

体細胞モザイク個体の存在が少なからず存在することも知られ

ている．文献によりその推定頻度はまちまちであるが，少なく

とも５％以上，最大で20％の結節性硬化症患者が体細胞モザイ

ク症例であるとされている18)19)．

これまでのＴＳＣ患者におけるＴＭＩおよび7Ｍ２遺伝子の変

異をまとめた報告では，変異の検出率は１２～83％と大きなば

らつきがある20)-23)．ほとんどの論文で検出率が充分でないの

は，Ｔｍ遺伝子変異は点変異から大欠失まで多種多様であるこ

と，変異の分布も特定の領域に偏ったホットスポットを作らず

広範囲におよぶこと，変異を体細胞モザイクでもつ個体が少な

からず存在すること，等が原因として考えられる．また，変異

検出のスクリーニング法として多くの論文で一本鎖高次構造多

型（single-strandconfOrmationalpolymorphism,SSCP)法や

ＨＤ(heteroduplex)法が採用されているが，これらの方法が実

際にどの程度7Ｍ遺伝子変異を検出しうるかについて感度が検

定されていない．

遺伝子変異型と臨床症状との関係においては，初期の論文で

は明らかな相関は認められなかった5)．しかし，最近になって，

､SCI遺伝子の変異はＴＳＣ患者の少ない集団でのみ認められ

(13-34％)，特に孤発例では変異頻度が９－１５％とさらに少な

い事6)24)~27)，また，表現型においてMSCIに変異のある患者

の方が7Ｍ２に変異のある患者と比較して臨床症状が軽度であ

る事が報告されている2925)．ただし現在までに報告された日本

人患者のT1SC遺伝子解析例は少なく，遺伝子型と表現型の相関

や遺伝子変異の偏りなどについて民族による差があるかどうか

については不明である．

以上のような事実を踏まえ，今回，筆者は結節性硬化症の遺

伝子診断を実用化するため，日本人患者10症例を対象に各種

遺伝子検査法を合理的に配置した系統的なＴｍ遺伝子解析を行

い，これらの検査結果を検討した．

対象および方法

Ｌ対象

対象は，金沢大学医学部付属病院小児科で管理中の結節性硬

化症患者10例である．症例１～９は結節性硬化症国際診断基準

(表1)28)に基づき，臨床的に結節性硬化症と確定診断(definite

TSC）された．一方，症例１０は上衣下巨細胞性星細胞腫

nbIelRevisedDiagnosticCriteriaforTuberousSclerosis

Complex;RoachetaL,199868）
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(subependymalgiantcellastrocytoｍａ,SEGA)のみを認め，臨床

的には結節性硬化症可能性あり（possibleTSC）の症例であった

(表2)．遺伝子検査時年齢は１歳～28歳で，神経学的合併症と

しては９例にてんかん，６例に自閉性障害を認めた．精神発達

遅滞は７例で認められたが，このうち２例では会話可能であっ

た．この10例について，、Ｓｃ遺伝子解析を行った．なお，こ

の研究は，「結節性硬化症の重症度に関する遺伝的要因の解析」

として，平成14年５月２８日，金沢大学ヒトゲノム倫理審査第

20号の承認を得た．また，検査前に患者およびその保護者に研

究内容を十分説明し，書面で同意を得た上で研究を実施した．

Ⅱ方法

今回試みた系統的TFC遺伝子検査法全体の流れを図１に示

す．対象10名の末梢EDTA血５～10ｍlよりＤＮＡを抽出．全症

例に対しＴｍI，耐C2各々の全翻訳領域エクソンをＰＣＲ法で

増幅し，プーリングしておく．得られたＰＣＲ産物の一部を

SSCP／ＨＤ法でスクリーニングし，バンドシフトがみられた

PCR産物につきダイレクトシークエンス法で塩基配列を決定し

た．バンドシフトが認められなかった場合，またはバンドシフ

トが認められたがシークエンスの結果，ＤＮＡ多型であると判

明した場合は，T1SCz，７１s⑪双方の全翻訳領域エクソンに関し

プールしておいたＰＣＲ産物を用いてダイレクトシークエンス

法にて塩基配列を決定した．ここまでの経過で翻訳領域エクソ

ンの変異が同定されなかった症例に対しては，ＴＦＣ１，町⑰

各々の遺伝子内での大きな欠失を検出するため，各々の遺伝子

に対するlongＰＣＲ法によりスクリーニングした．それでも変

異が同定されなかった症例に関しては，各々の遺伝子について

遺伝子領域全体を含む大欠失を想定し，定量的サザンブロット

法にて解析した．上記のアルゴリズムに従い71sc変異解析を進

行したが，ＳSCP／ＨＤ法の検出感度に関しても検討するため，

実際には全ての症例の全てのＰＣＲ増幅産物に対しダイレクト

シークエンシングを行いその塩基配列を決定した．

ＬＤＮＡ抽出

血液からのＤＮＡの抽出はLahiriら29)の方法に従った．簡単
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に記すと，対象者の末梢静脈血より採取したEDTAm1mlに対

しＴＫＭ緩衝液［１０ｍＭＴｉＦｉｓ－ＨＣｌ(pH7.6)，１０ｍＭｋＣｌ,２，Ｍ

EDTA,４mMMgC12］１ｍlとNonidetP-40（RocheApplied

Science,Penzberg,Germany)２５/ｕｌを加え，転倒混和し赤血球

を完全に溶血させた．２５℃，10,000rpmで１分間遠心し得た沈

殿を１ｍlのＴＫＭ緩衝液で再度洗浄，遠心後回収した．沈殿を

0.2ｍlのＴＫＭ緩衝液に再浮遊させ，２０％ＳＤＳ（Sigma,Ｓｔ・

Louis,USA）を7.5ﾉul加えて55℃で５分間静置後，飽和塩化ナ

トリウム水溶液７５/Luを加えよく混和したのち，２５℃，１５，

０００rpmで５分間遠心した．この上情に２倍量の100％エタノー

ルを加えてＤＮＡを沈殿させ，７０％エタノール（4℃）１ｍlで洗

浄後１×ＴＥ［10ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ８､０，１，ＭEDTA］０．１～

q5mlに溶解し，４℃で保存した．

また，症例１０では末梢血の他に，ＳＥＧＡ腫瘍細胞からも

DNAを抽出した．手術摘出されたSEGAの一部を迅速に液体窒

素で凍結保存した．これを凍結状態のままドライアイスで冷却

した乳鉢ですりつぶし粉砕しＤＮＡ抽出用緩衝液［25,Ｍ

EDTA,75ｍＭＮａＣｌ,10ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ(ｐＨ8.0)］0.5mlに再浮遊

させた２０％ＳＤＳを２５/Ｊ，プロテイナーゼｋ(和光，大阪）を

最終01ｍｇ／ｍｌの濃度になるように添加したのち３７℃の恒温

ＴＨｂｌｅ４、７１SC2exonpnmers
●

Fbrward

pnmer SeqUence

RcveIse

●

pnmer

Product

size(bp）Sequence

TUb-1S

Thb-2S

Tnb-3S

TiJb-4S

Tmb-5S

Tilb-6S

Tilb-7S

TUb-8S

TUb-9S

TUb-10S

Tnb-11S

TUb-12S

TUb-13S

Tilb-14S

Tnb-15S

TmD16S

TUb-17S

Tilb-18S

TUb-19S

TUb-20S

TUb-21S

TUb-Z2S

TUb-23S

Tilb-24S

Tilb-25S

Tilb-26S

TUb-Z7S

TUb-28S

TiJb-29S

Tilb-30S

TUb-31S

TiJb-32S

Tilb-33S

Tilb-33aS

Tub-34S

Tilb-35S

TUb-36S

Tilb-37S

TiJb-38S

Tilb-39S

TUb-40S

Tnb-41S

１３３》
》側一曰研州日伽冊３

》印肥冊３３３
３３－》

乱外乱麺乱乱乱外乱乱乱弘》ＳＳＳ曰ｇＳＳＳ乱乱乱》虹外乱乱乱Ｓ
TiJb-1AS

Tnb-2AS

Tnb-3AS

Tllb-4AS

TUb-5AS

TijIb-6AS

Tnb-7AS

Tnb-8AS

Tnb-9AS

Tilb-10AS

Tnb-11AS

Tilb-12AS

Tilb-13AS

Tilb-14AS

Tilb-15AS

TUb-16AS

TiJb-17AS

Tnb-18AS

Tilb-19AS

TUb-20AS

Tnb-21AS

TUb-2ZAS

TUb-23AS

Tmb-24AS

Tilb-25AS

TUb-26AS

TUb-Z7AS

mlb-28AS

Tnb-29AS

Tilb-30AS

Tmb-31AS

TUb-32AS

Tilb-33AS

Tnb-33aAS

Tnb-34AS

Tilb-35AS

Tilb-36AS

Tub-37AS

Tnb-38AS

Tilb-39AS

TiJb-40ＡＳ

Ｔｎｂ－４１ＡＳ

》Ｊ》》》３１

乱乱》Ⅵ麺函》一》乱乱ＳＳＳｇｇＳＳ３ ‐３》研３－

測
麺
、
型
醐
捌
加
川
肌
獅
邪
協
幽
加
亟
川
肌
加
捌
汕
汕
、
鞭
肌
刑
汕
川
棚
迦
酬
、
加
刈
刈
朋
、
犯
理
麺
、
珊
棚

51-ＡＧＣＩＣＧＣＣＩＣＣ1℃IＣＡＣＣＩ〔L3１

一》

乱
品
外
乱
外
乱
部

5LＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＣＩＵＡＧＧＧＡＧ－３１蝿》３Ｊ蝦四》３痙斫Ａ
》》弧

５１ｴIｃＡＧＧＡＧＡＡＧＧＣＩＵＧＴＩＣｒｃ－３１

》》“》
鉦》》》冊乱冊弘

51-ＴＵＧＣＣＡＡＧＡｍ℃ＧＩＵＴＣＩＵＡＣ－３ｉ 51-ＧＡＣＡＧＧＣＡＡ【ＩＡＣＣ０１℃CＡＡＧ－３ｉ

51-T℃ACAGGIUCAm℃AmdkGCCG-31 51-ＧＡＣＡＧＧＣＡＡｍＡＣＣＧ1℃CＡＡＧ－３ｉ
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槽中で８時間インキュベーションしたその後フェノール・ク

ロロホルム抽出を行い，エタノール沈殿でＤＮＡを回収した．

さらに凍結粉砕した腫瘍検体からは，TRIZOLReagent

(InvitrogenJapan，東京）を用いてRNAも抽出し，ランダムヘ

キサヌクレオチドプライマー（宝酒造，滋賀）とRevefrraAce

(東洋紡績，大阪）を用いてcDNAを作成した．

２．エクソンプライマーＰＣＲによる７Ｍ１，７１SC2遺伝子翻訳

領域の増幅

、SCI，Z1SC2遺伝子増幅のためのエクソンプライマーの塩基

配列をそれぞれ表３，表４に示す．上記１．により抽出した

ＤＮＡを１×ＴＥ［10mMTris-HCl(ｐＨ8.0)，１，ＭEDTA］で希

釈し0.皿ｇ／/αｌの濃度に調整した．この検体ＤＮＡ“ｌを鋳

型とし，センスプライマー，アンチセンスプライマーを各々

０．２浬Ｍ，ｄＮＴＰｓｍｉｘ２００似Ｍ，ＭｇＣｌ２２０ｍＭ，TaqDNA

polymerase(Roche,Mannheim,Germany)0.1Ｕを加え10皿の

反応液とし，ＰＣＲ反応を行った.ＰＣＲサイクルの条件は，

94℃５分を１サイクル，続いて95℃10秒，６０℃５秒を１サイク

ルとして30サイクル，その後，７２℃４分を１サイクルとした．

３．SSCP／ＨＤ法

SSCＰ法とＨＤ法は元来別々に開発された遺伝子変異スクリ

ーニング法であるが，実際には同時に１枚のゲル上で行うこと

が出来る30)．手技としてはどちらもＰＣＲ産物（2本鎖DNA）を

熱変性し，１本鎖にした後再冷却する．この際，１本鎖ＤＮＡが

その鎖内で部分的に自己アニーリングし，高次構造をとること

を利用するのがSSCP法であり，１本鎖が相補鎖と再会合し，

再び2本鎖に戻った時に野生型と変異型で２本鎖を形成するこ

とを利用するのがＨＤ法である．双方とも得られた産物をポリ

アクリルアミドゲルで電気泳動，分離する．これはポリアクリ

ルアミドゲルでは密度の高いＤＮＡほど早く泳動される性質が

ある事を利用したものである．すなわち，ＳSCP法では１本鎖

が高次構造をとった際の密度が野生型と変異型で異なるために

泳動距離に差が出ることを，ＨＤ法では同様に野生型アレルと

変異型アレルからなる２本鎖ＤＮＡでは，変異部位でミスマッ

チが生じるためにＤＮＡ鎖は当該部位で離開し密度が低くなる

ため泳動距離が短くなることを利用している．いずれも正常

DNAをコントロールとして同時に泳動し，バンドパターンを

比較して正常にはない位置にバンドが変位すること（バンドシ

フト）により遺伝子変異の存在をスクリーニングする．

ＰＣＲ反応終了後，５/αｌはダイレクトシークエンシングのた

めに凍結保存した.残り5川に同量のSSCP/HD溶液

(150,Ｍ水酸化ナトリウム，0.05％SDS，５，ＭEDTA，５０％

ホルムアルデヒド，0.25％キシレンチアノールＦＦ，０．２５％ブロ

ムフエノールブルー）を加え，９５℃で５分間熱変性後，すぐに

氷中で冷却して１５～20分間放置した．この過程によりＰＣＲ産

物の一部は１本鎖の高次構造をとり，一部は再会合して変異

ＤＮＡが混在すればＨＤを形成する．冷却後，５/ｕｌを１２％

ＳSCP／ＨＤゲル［１２％アクリルアミド，８％グリセロール，

１×ＴＢＥ（89ｍＭＴｒｉｓ’８９，Ｍホウ酸，２，ＭEDTA)]に１×

ＴＢＥを緩衝液として１０ワット，２時間電気泳動した．泳動終了

後は，ゲルを銀染色しバンドを検出した．すなわち，固定液

(50％メタノール，１０％酢酸混合液）でポリアクリルアミドゲ

ルを15分固定した後，酸化液(1％硝酸)で撹拝しながら室温で

３分間処理．ゲルを蒸留水で洗浄後，11.7,Ｍ硝酸銀溶液を加

え，室温で15分間処理．再び洗浄後，発色液(0.756MNa2CO3，

0.0185％ホルムアルデヒド）を加え，バンドが濃い茶色に染まる

まで室温で撹拝した（15～25分)．発色完了後はゲルを洗浄し，

停止液（1％酢酸）を加え室温で３～５分処理した後，ナイロン

バッグに密閉して４℃で保存した．

４．ダイレクトシークエンシングと塩基の命名法

T1SCI，７１８⑰エクソンプライマーによって増幅された全ての

PCR産物は，BigDyeTerminatorv31cyclesequencingkitおよ

びABIPRISM3100GeneticAnalyzer（AppliedBiosystems，

Forester,USA）を用いたダイレクトシークエンシングによりそ

の塩基配列を決定した．

ＰＣＲでは変異型アレルと野生型アレルを同時に増幅する．従

ってダイレクトシークエンシングを行うと，TBC変異が点変異

ではなく数塩基に及ぶ欠失や挿入の場合，野生型アレルと変異

型アレルが変異部よりずれて重なり正確なシークエンスを判断

するのが難しい．このような場合は，ＰＣＲ産物をpT7Blue

T-Vectorkit(Novagen,Darmstadt,Germany）を用い，野生型

および変異型アレルを別々にクローニングして塩基配列を決定

した．

７１SC2は，altemativespUcmgによりアイソフオーム１，２，３の３

種類のｍＲＮＡが作られるが，ｃＤＮＡ塩基配列はNCBIReference

sequenceNMOOO548(エクソン31を含むすべてのエクソンが含

まれる）に従い，開始コドン（ATG)のＡを塩基番号１として表記

した．T1SCIに関しては，cDNA塩基配列は同様にＮＭＯＯＯ３６８

に従ったが，過去のT1SCI変異の報告データと対比するため，開

始コドン(ATG)のＡを塩基番号222として表記した．

５．ｌｏｎｇＰＣＲ

Ｊｏｎｅｓら24)の方法に従い71SCI，ＴＭ２各々の遺伝子領域ゲノ

ムＤＮＡをlongPCR法で増幅した．このlongＰＣＲは，各遺伝子

Tnble5T1SC1ongPCRprimers

Pmduct

size(bp）FOrwaIdplimer SeqUence Sequencc
r

Reveu面ｅｐｎｍｅｒ

TXSCIlongPCR

LDngHaml-2F

LonｇＨａｍ３－８Ｆ

ＬＤｎｇＨａｍ９－１５Ｆ

ＬｏｎｇＨａｍｌ６23Ｆ

73℃mongPCR

LongTlJbl-6S

LongTUb7-l5S

LongTnbl6-25S

LDngTUb26官41s

51-ＡCAIＣＧＴＣＡＧＴＩｘＩｃＡＧＴＵＧＡＡＧＡＧＣＣ1℃-31

50-GＧAmALCCICCCIUmdLGCCAGIUGm4【ITIU-31

5LCCTIUA【I八ＧＧＡＧＡＣCrn8hAGICAGcCICAG-3i

5LCCI〔ｍｄＬＡＣ1℃1℃1℃ＴＣＧＡＣＣＩＣＧＡＧＩＴ1℃-31

Ｒ
Ｒ
双
塑

２
８
４
６

１
３
９
ｌ

ｍ
ｍ
ｍ
ｍ

Ｈ
Ｈ
Ｈ
Ｈ

ｎ
ｎ
ｎ
ｎ

ｇ
ｇ
ｇ
ｇ

ｍ
ｍ
ｍ
ｍ

5LGACndL八ＩＣＣＣＴ1℃AICCCjmdLGA【ＩＵＧＴ℃C-31

51-TCAG1℃TndLcCCICAGTICCAcICICcAc3Ｉ

５１－ＡＧ（ＩＵＣＡＡＣＡＧＣＣＩｙｋＧＡＡＧＧＡＣ点ＩＣＩＣＡＣ－３１

５１－ＧＧＧＧＧＧＡＡＧＧＡＡＧＡＡＡＧｍＡＡＧＣＩ八ＣＩＧＡＧ－３１

g884

8702

7408

8673

5ＬＧＣＩＧＴｙＬＧＴＩＵＡＧＴＩＣＩ℃ＣＣＡＧＧＧＡＧＩＵ－３ｖ

５１ＨＵＡＧＣＣ1℃AGGAGTCCCCCAIUmdLAG-31

5I-G1℃ＧＴＵＴＣＴＴＴＩＵＡＡＧＣＡＣＧＣＡＣＴＣ－３１

５LACGCCCICrlUGGGT℃ITI℃CＧＡＧ－３Ｉ

LongTUbl-6AS

Longlnb7-l5AS

LDngTi1bl6-25AS

LongTUb2641AS

5ｉ－ＧＡＣＴＣＣＩＵＡＧＧＣ1℃AGAGAGACCGAG-3i

51-TUAGACCAC℃ＧＣＡＣＣＣ1℃AGCAAA1℃-31

51-ＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＧＡＩＵＡＧＧＴＣＡＩＵ８１

５１－ＣＧＣＡＣＣＡＡＧｃＡＧＡＣＡＡＡＧＴ℃ＡＡｍｏＬＡＡＡＧＡＧ－３１

醐
螂
鯉
》
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につき４つのプライマーセットで全てのエクソンを含むように

設計されている（表5)．ExpandLongTemplatePCRsystem

(Roche,Mannheim,Germany）を用い，高分子ＤＮＡ２０ｎｇを鋳

型ＤＮＡとして，順方向および逆方向の各プライマー0.3脚Ｍ，

ｄＮＴＰｓＯ５ｍＭ，ExpandLongTemplatepolymerase0.35単位，

ExpandLongTemplatebuf[ｅｒ－３１’1に，再滅菌蒸留水を加

えて計1叩１とした．９５℃２分の熱変性後，９４℃10秒，６５℃

30秒，６８℃８分を１サイクルとして繰り返し，１０サイクルの反

応を行った．さらに，９４℃10秒，６５℃30秒，６８℃８分および

自動伸長20秒を１サイクルとして，２０～22サイクル繰り返し

た．得られたサンプルを０６％アガロースゲル上100Ｖで電気泳

動しエチジウムブロマイド染色で検出した．

６．定量的サザンブロット解析

末梢ImDNA10浜ｇを制限酵素EcoRI（フナコシ，東京）で完

全消化後，0.6％アガロースゲル(宝酒造，滋賀）に電気泳動し，

ナイロンメンブレン，プラスチャージ（Roche,Mannheim，

Germany）にアルカリントランスファーした．その後メンブレ

ンを１２０℃３０分で熱処理しＤＮＡをメンブレン上に固定した．

DIGハイプライムＤＮＡラベリング＆デテクションスター

ターキットⅡ（ロシュ・ダイアグノステイックス，東京）を使

用し，ハイブリダイゼーションと検出を行なった．ＺＦＣＩに対

するプローブは，エクソンプライマーＨａｍ-23.1ＦとＨａｍ２３,2Ｒ

で増幅したＰＣＲ産物をジゴキシゲニンで標識したものを，

T19C2に対するプローブはエクソンプライマーTub-40SとTub-

40ASで増''１房したＰＣＲ産物をジゴキシゲニンで標識したものを

それぞれ用いた．両プローブを|可時にハイブリダイゼーション

すると，T1SCZに関しては９０kb，”Ｃ２に関しては16.6kbのバ

ンドが得られる．最終的に得られたバンドの強度をデンシトメ

トリ_（BIO-1DV96､15,エムエス機器株式会社，東京）で測定

し比較した．

３，４，６，７，８，１０の７例であった．このうち症例４，６，８，１０

ではダイレクトシークエンシングにて変異を同定できたが，症

例２，３，７に関しては多型のみであった．次に症例１，２，３，５，

７，９に対しT1SCz，TSC2両遺伝子の翻訳領域を全てダイレク

トシークエンシングした．この結果，症例５，７で変異が同定

された．ここまでの経過で変異が同定されなかった症例１，２，

３，９に対しTFCZ，Ｔ１ＳＣ２１ｏｎｇＰＣＲにて遺伝子内の大欠失を

スクリーニングした．この結果，症例９でTFCI変異が同定さ

れた．残った症例１，２，３に対し遺伝子領域全体を含む大欠失

を想定し定量的サザンブロット解析を施行した．その結果，症

例１でTFC2の大欠失が同定された．症例２，３では如何なる変

異も同定されなかった．ＳSCP／ＨＤ解析の結果を図２に，ダイ

レクトシークエンシングの結果を図３に示す．

T1SCz変異は２例で検出され，症例７ではイントロン１６のス

プライスドナー（＋1）のグアニンがアデニンヘ置換することに

よるスプライス変異を認めた．また，症例９では71SCIのlong

PCR(LongHaml6-23F／R）の増幅産物において２つの異な

る欠失バンドが同定きれた(図4A)．欠失の範囲を同定するため

に，LongHaml6-23F／Ｒ増幅産物を１ＸＴＥで100倍に希釈

したものを鋳型ＤＮＡとし，その内部に含まれる？FCIエクソン

プライマーの様々な組合せで再度増幅した．この結果，

Ｈａｍ－１７Ｆ／20Ｒの組合せで欠失バンドが－つ，１６F／20Ｒの

組合せで欠失バンドが二つ，１６F／19Ｒの組合せで欠失バンド

が－つ同定された（図4B)．欠失バンドはアガロースゲルより

切り出し，ＳＵＰＲＥＣ－０１（宝酒造，滋賀）にてＤＮＡを回収し，

ダイレクトシークエンシングにより塩基配列を決定した．以上

により，イントロン１７～１９におよぶ1559ｂｐの欠失１とイント

ロン１６～１９におよぶ2204ｂｐの欠失２が確定された（図４C)．

71SCIエクソン17～18はhamartin蛋白のコイルド・コイルドメ

インのＮ末端側に位置し，T1SC2の遺伝子産物であるtuberinと

の結合領域を保有する．火失１，２はともにこの領域を欠く事

となり，たとえ蛋白レベルで安定に発現したとしてもtuberin

蛋白とは結合できない．また，欠失１と２は互いに重なり合っ

ているが，一方が他方を含む関係にはなっていない．従って－

成績

TUC避伝子変異は10例中８例で検出された（図1)．ＳSCP/ＨＤ

法によるスクリーニングで変異バンドが検出されたのは症例2，
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方の欠失から他方の欠失は誘導されえず，この二つの欠失は独

立したイベントによる変異であると考えられる．換言すれば，

症例９は２つの異なるZ1SCZ欠失を持つモザイク個体である．

一方，TFC2変異は６例で検出された（表６，図２，図3)．症

例４ではエクソン40の5238番から始まる１８塩基のヌクレオチ

ドの欠失を認めた．このインフレーム欠失によりtuberinの

1746番目のアミノ酸ヒスチジンはグルタミンに置換され，１７４７

番から1752番までの６個のアミノ酸が欠失する．症例５ではイ

ントロン20のスプライスアクセプター（－１)のグアニンがアデ

ニンに置換するスプライス変異を認めた．症例６ではエクソン
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結節性硬化症におけるTFC遺伝子変異解析 6９

10の980番と981番のヌクレオチドの間に２塩基(A、の挿入に

よるフレームシフト変異を，症例８ではエクソン33の4159番と

4160番のヌクレオチドの間に17塩基(ccTGAGcAAGTccAGcD

の挿入によるフレームシフト変異を認めた．症例10では末梢

血ＤＮＡには変異が認められなかったが，腫瘍ＤＮＡおよびRNA

にエクソン４０の5228番目のグアニンがアデニンヘ置換するこ

とによるミスセンス変異が同定された．症例10はSEGA以外に

結節性硬化症の症状を全く認めず，極めて限局した領域の体細

胞モザイク個体であると考えられた31)．また，症例１では定量

的サザンブロット法により７１SC2の大欠失が同定された（図5)．

得られたバンドの強度をデンシトメトリ_で測定し，正常コン

トロールＤＮＡのTM2バンドの強度を100として他のバンドの

強度を表記した．症例１では正常コントロール，症例２，３に比

べT1SC2のバンド強度，Z1SC2／T1SCZバンド強度比の双方にお

いて約半分の値を呈しており，７１s⑰対立遺伝子の一方が欠失

していることが示された．症例１は乳児期から早発性の多嚢胞

性腎症の合併を認めている．臨床的表現型からはＴＳＣ２／
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PKD1隣接遺伝子症候群が疑われ，以上の遺伝子解析結果と一

致する．上記，同定された８つのTFC遺伝子変異のうち５例

(症例５，６，７，８，９）に関してはこれまでに報告のない新規の

変異であった．この他，遺伝子多型が6例で８種類検出された

(表6)．

ダイレクトシークエンス法により合計14個の遺伝子変異お

よび多型が同定されたが，SSCP，ＨＤ単独による検出率は各々

6/１４(43％)，５／１４(36％）であった．しかし，SSCＰによる検

出と，ＨＤによる検出は，症例４の7Ｍａエクソン４１の18塩

基欠失と，症例８の7Ｍ２，エクソン33の17塩基挿入以外は重

複しなかったため，ＳSCP／ＨＤによる全体の検出率は９/１４

(64％）となった．さらに14個の変異・多型のうち１塩基置換の

10個に限定してみると，各々の検出率はSSCＰ４／１０(40％)，

ＨＤ１／1０（10％）であり，ＨＤで検出率が低下する傾向が伺

えた(表7)．

遺伝子型と臨床型との相関については，７SCI変異が同定さ

れた患者２名（症例７，９）は精神遅滞を伴わず，ＴＭ２変異が同

定された患者（症例１，４，５，６，８）に比べ，明らかに軽症であ

った（表2)．また血液には変異を認めず腫瘍細胞にのみ71SC2

遺伝子変異を認めた症例10は，全身検索を行ったがSEGA以外

には全く耐Ｃの症状を呈していなかった．７FC2大欠失の症例

1は臨床的にはT1SC2／PKD1隣接遺伝子症候群に合致した．そ

の他の719⑰患者(症例４，５，６，８)間では臨床症状に明らかな

差は認められなかった．

報告から，７Ｍ遺伝子変異解析におけるＳSCPやＨＤの感度は，

条件を調整したとしても６０％程度にとどまるものと考えられ

る．今回の検討では，ＳSCPとＨＤを同時にそれぞれの至適条

件で行うことで，検出率は64％に達しており初期の論文と照

らし合わせても，筆者のアッセイは一応の水準に達していると

考えられる．ゲルや泳動の条件を変えたとしてもこれ以上飛躍

的な向上は望めないことが予想され，むしろ単独の施行で約６

割に簡便に変異を検出できることを評価すべきと考えられる．

近年Jonesら25)は，SSCP，ＨＤに加え，サザンブロット，

longPCR法を併用することにより150例中120例(80％）で変異

を同定した．また，Daboraら23)は，変`性高速液体クロマトグ

ラフィー（denaturinghighpelfOrmanceliquidchromatography，

dHPLC）にlongＰＣＲおよび定量的ＰＣＲを加え，224例中186例

(83％）に変異を検出した．このあたりが世界的にみた71Ｓｃ遺

伝子変異検出率の限界であると考えられる．また，これらの論

文の結果は，ＳSCPやＨＤなどの，エクソン毎のＰＣＲをベース

とする解析方法では検出できない大きな欠失を伴う症例が少な

からず存在することを示している．過去の報告では，７Ｍ２遺

伝子ではサザンブロット法あるいはパルスフィールド電気泳動

法により数％～最大20％の大欠失が検出されている7)15)．また，

これまで7FCZの大欠失の報告は認められなかったが，最近

Longａら33)はイントロン20から３`非翻訳領域に存在するT1SCI

の遺伝子内大欠失の３例を報告した．今回，我々もlongPCR法

およびサザンブロット法を併用する事で，大欠失の２例（サザ

ンブロット法による症例１の耐α遺伝子の大欠失，ｌｏｎｇＰＣＲ

による症例９のT1SCI遺伝子の大欠失）を同定し，最終的には変

異検出率を80％にすることができた．

７FＣ遺伝子変異の解析は既に研究レベルを離れた感がある

とはいえ，このように複数の責任遺伝子が存在し，各々が多

数のエクソンを持ち，変異のパターンが多彩で，かつホット

スポットがない遺伝性疾患の遺伝子診断を臨床応用として一

般的な実験室で行うには時間，コスト，手間など多くの解決

すべき問題が残される．すなわち，特殊な装置を使うことな

く，安価にしかも短時間に結果を出すことが要求される．現

在のところ，患者由来ＤＮＡをエクソン毎にＰＣＲで増幅し，そ

こに含まれる変異を様々な方法で検出するのがスタンダード

なスクリーニング方法である．ゲルに電気泳動をした際の泳

動度の違いでみる方法としてはSSCPとＨＤが最も多用されて

いるが，他にも変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（denaturing

gradientgelelectrophoresis,ＤＧＧＥ)，温度勾配ゲル電気泳動

(temperaturegradientgelelectrophoresis,TGGE)，酵素的切

断法などの方法がある．これらの方法はいずれもゲルの組成

や泳動条件によって検出率が変動することが知られている．

複数の条件でゲルを流せばその分検出率は上がるが時間的な

ロスが大きい．今回の方法ではSSCＰとＨＤを同一のゲルで単

一条件で流すことにより，互いに相補的に変異を検出し，変

異検出法としては標準的な感度を達成することができた．

dHPLCを導入すれば検出感度は向上する可能性があり34)，自

動解析機器であるため手間も軽減するが，現状では１千万円程

度を必要とするため，特殊な施設以外には普及していない．

変異の検出感度はどの方法を用いたとしても結局100％には達

しないので，スクリーニングにもれた検体に関しては，ダイ

レクトシークエンシングで塩基配列を決定するしかない．今

後，安価で簡便なスクリーニング法の検出感度がもう少し上

考察

1993年にT1SC27)，1997年に71SCI遺伝子6)がクローニングさ

れて以来，結節性硬化症患者における７１SCI／７１SC2遺伝子変

異解析は急速に進み，欧米では既に大規模な検討が完了してい

る．しかしながら，臨床の現場で個々の症例に対する遺伝子診

断としてZBC遺伝子解析を行うには，時間，手間，コスト，検

出率の問題があり，未だに実用レベルには達していない．また，

現在までに日本人患者の遺伝子変異データの集積は少なく，日

本人特有のTFC変異（ホットスポット変異）の存在や，日本人

患者に特有な臨床症状との相関があるのかに関しては不明であ

る．ＳSCPやＨＤによるスクリーニングのみを用いた初期の検

討によると，Ｔｍ遺伝子変異の検出率は30～60％とばらつき

が大きい22)．最も初期のWilsonら32)によるmSC2遺伝子変異の

検討では，フ1Ｓｃ患者30例を対象として変異を同定できたのは９

例（30％）と検出率は低かった．これは彼らがcDNAを用い逆

転写ポリメラーゼ連鎖反応（reversetranscriptasePCRRr-

PCR）をベースとしたSSCPを行ったことと関係がある．すな

わち，多くのT1SC2変異はｍＲＮＡレベルで不安定となり，細胞

内での分解が促進される結果，ＲＴ－ＰＣＲでは野生型ｍＲＮＡが

優位に増幅されてしまう可能性がある．この点が考慮され，以

後の研究ではどれもＤＮＡを鋳型とし，エクソンごとにＰＣＲで

増幅し解析する方法が採用されている．ＳSCPやＨＤでは，ゲ

ルや泳動用緩衝液の組成，濃度，泳動温度などの条件によって

検出できる変異が異なる．しかし－つの条件で一様に検出感度

を上げることは出来ないため，検出率を上昇させるには，同じ

検体を何度も異なる条件で泳動しなければならず，手技的には

煩雑となり時間のロスも大きい．初期の報告においては泳動条

件や泳動回数が一定していなかったことが，各論文で変異検出

率に差があることの要因になっている．また，これらの過去の
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昇し，全翻訳領域のシークエンシングが必要な検体が減るこ

とが望まれる．今回のアルゴリズムでは，ＳSCP／ＨＤ解析後

にダイレクトシークエンシングを行った．しかし，今回の研

究を通してTMI，mSC2の大欠失が日本人でも無視し得ない

頻度で存在することが示されたため，longＰＣＲと定量的サザ

ンブロットで大欠失を除外し，残った症例に関してダイレク

トシークエンシングを行う方がより合理的であると考えられ

る．また，症例10のように腫瘍細胞にしか変異がみられない

体細胞モザイクの場合もありうるので，可能であれば腫瘍由

来の検体を検索することも考慮すべきである．

症例２，３に関しては，臨床的には結節性硬化症確実例であ

りながら変異が同定できなかった．その理由としてはいくつか

の可能性が考えられる．第１に，症例１０と同様モザイク個体で

あり，血液細胞に変異がないか，変異を持つ細胞が少ない可能

性である．この場合は，皮膚血管線維腫など比較的容易に採取

できる腫瘍検体が利用できれば変異が同定できる可能性が高

い．また，腫瘍由来の検体でＬＯＨ解析を行えば，少なくとも

､SCIとmSC2のどちらに変異があるのかを同定できる可能性

がある．第２は，翻訳領域エクソンには変異はなく，遺伝子調

節領域に変異が存在する可能性である．しかし未だに耐C遺伝

子調節領域の変異例の報告はない．最後に，TSC１，７B⑰以外

に結節性硬化症の責任遺伝子が存在する可能性がある．現在の

ところどのような解析手段を用いても患者集団における変異の

検出率は80％程度にとどまることから，第３の遺伝子座が存在

する可能性も否定は出来ない．７１SCIとnSC2はその遺伝子産

物が直接結合することによって働くため，どちらの遺伝子変異

であっても臨床症状は同じになる．この考え方に沿うならば，

第３の遺伝子産物もまた耐ClやTSC2産物と直接会合するか，

少なくとも同一のパスウェイに存在する遺伝子であると推定さ

れる．

臨床症状と遺伝子変化との相関関係についてこれまでの報告

をみると，Daboraら23)はＴＭＩ変異のある症例は，TFC2変異

のある症例に比べ，大脳皮質結節や上衣下結節の数が少なく，

精神発達遅滞やてんかんの合併頻度が低い事，また腎病変や顔

面の血管線維腫も少なく臨床症状が軽度であったと述べてい

る．また，家族例では7FCI変異が多く，弧発例では門⑰変

異が多いとの報告がみられる．２２)35)これはT1SCI変異のある患

者集団では臨床症状がより軽度である事の反映と思われる．な

ぜなら臨床症状が軽度なほど生殖適応度は高くなるためであ

る．今回の我々の検討でも７１SCIの変異が同定された２例は，

明らかな精神発達遅滞や自閉性障害がなく，Z1SC2の変異が同

定された症例に比べて臨床症状が軽度であった．一方で，

Niidaら22)はTSC126家系の解析を行い，１６のTSCI変異と５８の

nSC2変異を同定した．彼らは個々の症例に関して詳細に臨床

症状を比較しているが，耐CI患者が耐⑪`患者に比べて明ら

かに軽症であるという証拠は得られなかった．すなわち個々の

症例に関してみれば，極めて重症なT1SCL患者もいれば，極め

て軽症な乃切患者も存在することから，臨床症状の違いはき

れいに分かれるのではなく，多分に大きく重なり合っているも

のと考えられる．また個々の変異のタイプと臨床症状の相関性

も認められず，ミスセンス変異やインフレーム変異がフレーム

シフト変異や大欠失よりも軽症であるとも言えなかった．家族

例の結節性硬化症では，同一家系内（従って遺伝子変異は同じ）

であっても臨床症状にばらつきがある．親子間の差異は親が体

細胞モザイクであり軽症であった可能性も考えられるが，兄弟

間や一卵性双生児であっても症例ごとに臨床症状のばらつきが

存在する25)36)．すなわち，mSC遺伝子変異だけでは重症度は決

定されず，他の遺伝子の影響や環境要因が症状発現に大きく関

与しているものと推察される．以上により，個々の変異の同定

は個々の患者の臨床症状や予後の予測には繋がらない．集団の

レベルでＴＳＣＬ患者はTSC2患者よりも軽症傾向を示すが，

個々の,患者による個人差も大きい．

日本人の結節性硬化症患者を対象としたTFC遺伝子変異の検

討はこれまでに３つの報告がある．Zhangら37)は38例について

検討し，ＳSCPとダイレクトシークエンス法を用いて18個の新

規の変異と，すでに報告のある４個の変異を５例の患者に同定

した（検出率60％)．彼らの分析の結果，いずれの遺伝子にお

いても特定のエクソンヘの変異の集中はなく，、SCIおよび

7F⑰変異の分布が広範囲にわたることが簡便な遺伝子診断方

法の確立を妨げていること，また，TFCI変異が同定された患

者は，TFC2変異が同定された患者に比べ精神発達遅滞の程度

が軽症であるものの，個々の変異を同定しても臨床的な予後の

予測には繋がらない事を示した．また，Yamashitaら38)は日本

人ＴＳＣ患者弧発例23例，家族例４例を，ＳSCPとダイレクトシ

ークエンス法を用いて検討し，４個のＴＭＩ変異と６個のTSC２

変異を同定し（検出率37％）た．彼らは，ヨーロッパやアメリ

カでの報告と同様に日本人でＭ１SCI変異は家族例で多い事，

逆に弧発例の多くは門⑰変異であると報告した．Ｙａｍａｍｏｔｏ

ら39)はSSCＰ法とダイレクトシークエンス法により変異を同定

した９例(71SCI２例，７Ｍ２７例）を報告している.このうち，

1例の耐Cl変異と５例の719回変異は新規のものであった.ま

た，これまでの報告と同様に，TSCI変異例では乃切変異例

と比較して臨床症状が軽微であることを示した．今回の我々の

検討を含め，これまでの日本人Ｔｍ患者における遺伝子変異の

報告の中で同一の変異はわずかに１個のみであることから，ア

メリカやヨーロッパでの大規模な検討の結果7)22)23)25）と同様

に，日本人においてiMFC遺伝子変異の分布は広範で多種多様

であり，変異のホットスポットは存在しないことが示された

また，７１SCI症例は町⑰症例に比べて軽症である傾向が認め

られるが，変異の種類が個々の症例の症状予測にまでは利用で

きないことも欧米の結果と同様と考えられた．

結論

日本人結節性硬化症10例について系統的なT1SC遺伝子解析

を行い以下の結果を得た．

Ｌ１０例中８例に変異（T1SCI変異２例，乃切変異６例）が同定

された．日本人における７５C遺伝子変異は欧米と同様に多岐に

渡り，過去の報告と合わせても日本人に特有なものは存在しな

いと考えられた．

２．ｍSCI症例はmSC2症例に比べて軽症である傾向が認めら

れたが，これまでの欧米の結果と同様，それぞれの変異が個々

の症例の症状予測にまでは利用できないと思われた．

３．今回用いたSSCP／ＨＤ解析による変異検出率は64％であ

った．単一条件での電気泳動としては，ほぼ期待通りの水準を

満たす結果であった．

４．ＴＳＣ遺伝子変異のパターンには大欠失やモザイクなどのバ

リエーションがあり，全翻訳領域エクソンのダイレクトシーク

エンシングではなお不十分であることが判明した今回の解析
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では，ｌｏｎｇPCR，定量的サザンブロット法，またモザイク個体

における腫瘍細胞の遺伝子解析を系統的に組み合わせて実施す

ることにより最終的な検出率を80％に上げることが出来た．

５．以上より，実際の臨床の場における７ｍ遺伝子診断の戦略

としては，本研究に用いたような，多種類の遺伝子検査方法を

合理的に組合せた系統的アプローチが必須であると結論された．
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Abstract

Tuberoussclerosiscomplex(TSC）isanautosomaldominantdisordercharacterizedbythedevelopmentofmultiple

hamartomasmainlyinthecentralnervoussystem，ｓｋin,kidney，heartandvirtuallyinvolvinginanyotherorgansofemire

body，Twodiseasecausativegenes，耐Ｃ／ａｎｄＴＦＣ２，wereclonedandmanymutationshavebeenreportedinUnitedStates

andEurope、However,itisstillchallengingtodetecttheindividualmutationineachpatientwithTSC,because,ｌ)thereisno

mutationalhotspotinboｔｈ万CIandmSC2,２）thereisawidemutationaldiversityfromthepointmutationtothelarge

deletionofentiregenes,３)asignificantpopulationofthepatientshasmutationswithsomaticmosaicism、Furthermore,the

sensitivityoftwomajorscreeningmethods,thesingle-strandconfOrmationalpolymorphism(SSCP)andthehetero-duplex

(ＨＤ)analyseswasnotyetbeencertificatedlnthisstudy,IdevelopedanalgorithmicTSCmutationalanalysissystem

includingSSCP/ＨＤ,directsequencing,longPCRandquantitativesouthernblotting,andappliedittotenJapanesepatients

withTSC・TFCImutationsincludingsplicingmutationandlargedeletionweredetectedintwopatientsandmC2mutations

includinglargedeletion，splicingmutation，missensemutationandthreeframeshiftmutationsweredetectedin6patients・

Patient9hadtwodifferentTSCIlargedeletionsasthesomaticmosaiciＳｍ,ａｎｄｐａｔｉｅｎｔｌＯｈａｄ汀C2missensemutationonlyin

thebraintumor、ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＳＳＣＰａｎｄＨＤｗｅｒｅａlsoexaminedThroughthedirectsequencingofwholecodingexons

fOraUpatients,fOurteenDNArealTangementsweredetectedSSCPandHDdetected6/１４(43％)ａｎｄ５/１４(36％)ofthese

reaITangementsasbandshiftsrespectively，Ｎｉｎｅｏｕｔｏｆｌ４(64％)realTangementsweredetectedeithｅｒＳＳＣＰｏｒＨＤＴｗｏ

耐CIpatientsandoneTSC2mosaicpatientshowedlessseveremanifestationscomparedtoothermSC2patients・Takingthese

findingstogetherwithpreviouslyreportedTＳｃmutationsamongJapanesepatients，ｉｔｉｓｃｏｎｃｌｕｄｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｉｓｎｏＴＳＣ

ｍutationalhotspotinJapanesepopulationandthereisaconsiderablenumberpatientsshowinglargedeletｉｏｎｏｆ７ＳＣノｏｒ

耐C2whichisundetectableusingscreeningwithSSCP/HDandsequencingofeachexon、Analgorithmicapproachof

mutationanalysis，whichincludesseveraldifferentmethodsandisarrangedsystematicaｌｌｙａｓｓｈｏｗｎｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，is

indispensabletopelfOrmDNAdiagnosisofTSCaimingfbrclinicalapplication


