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Ⅹ 連鎖無 r - グ ロ プ リ ン 血 症( X-1i n k e d a g a m m a gl o b uli n e m i a ･ ⅩL A) は B リ ン パ 球系細胞に 特異的な分化異常が生 じ成熟
B 細胞数と免疫 グ ロ プ リ ン 値 が低下す る こ と を特徴 と した遺伝性の 免疫不全症候群である . 患者男性 ほ典型的に は乳児期後半

よ り細菌感染を反復す るよ うに な り
, 免疫 グ ロ プ リ ン 補充療法 が必 要と な る . 近年 ⅩL A の 責任遺伝子 加点 が同定さ れ , そ の

遺伝子産物は ブ ル ト ン 塾チ P シ ソ キ ナ ー ゼ (B ru t O n
'

s ty r o si n e k in a s e , B tk) と命名 され た . B tk の 単離 乳 X L A 患者に おけ る

遺伝子変異 は既 に1 00 種 類以上 報告 され て い る ･ 今 臥 軍L A の 2 家系 に つ き逆転写 P C R 法 (r e v e r s e tr a n s c rib e d - P C R ,
R T-P C R) , P C R ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 (P C R di r e c t s e q u e n ci n g) , 競 合 逆転写 P C R 法 (c o m p e titi v e R T - P C R ,

C R T- P C R) , お よび P C R を用 い たイ ン ト ロ ン1 0 調節領域の メ チ ル 化の 検出の 4 つ の 方法に よ る系統的な B tk 遺伝子変異の 解

析 を行 っ た ･ 家系1 で は B t k の 翻訳領軋
一

部の プ ロ モ ー タ ー 配列 を含む 5
'

側非翻訳領域, ざ側非翻訳領軌 イ ン ト ロ ン10 の

調節領域の 全て に お い て 塩基配列 ほ正 常で あ っ たが ,
C R T - P C R に よ り B tk 遺伝子 の 転写が減少 して い る こ と が示 され た . 家

系2 に お い て ほ イ ン ト ロ ン1 6 の ス プ ラ イ ス ドナ ー

内に G か ら C へ の 1 塩基置換が認め られ た . こ の 変異 の た め B tk rn R N A の

異常な ス プ ラ イ ス が生 じエ ク ソ ン16 と エ ク ソ ン1 7 の 間に 60 塩基対の 挿入 が生 じた . また ,
こ の 変異 の た め エ ク ソ ン16 以降に フ

レ ー ム シ フ ト が 生 じ B tk タ ン パ ク は早期翻訳終結 して い た . C R T - P C R の 結私 家系 2 に お い て も B tk m R N A 量の 低下が認

め られ た が ,
これ ほ変異に よ っ て 異常な ス プ ライ ス を生 じて い る m R N A の 安定性 が低下 した た め と解 され た . 家系 2 に おけ

る保因者診断を P C R と変異対立遺伝子特異的な制限酵素 P v u Ⅱ 認識部位を用 い て 行い
‥ 患者の 姉 の 一 人が 保困着である こと

が判 明 した ･ 患者末梢血由来 E p s t ei n - B a r r ウ イ ル ス 形質変換系 B 細胞株に おけ るイ ン ト ロ ン1 0 の 調節領域は家系1 ,
2 と もに

メ チ ル 化 され て お り ,
こ の こ と ほ両 家系の 患者に 存在するわ ずか な B 細胞も完全に ほ成熟 して お らず幼君性を残 して い る こ と

を示 唆 した .

K e y w o r d s X-1i n k e d a g a m m a g lo b u li n e mi a , B r u t o n
,

s t y r o si n e kin a s e , g e n e m u t a ti o n
,

C O m p e titi v e r e v e r s e t r a n s c rib e d P C R

Ⅹ連鎖無 T - グ ロ ブ リ ン 血 症 (B r u t o n 型 , X-1i n k e d a g a m m -

a gl o b uli n e m i a
,
X L A ) ほ ,

1 9 5 2 年小児科医 B r u t o n に よ っ て報告

さ れ た ヒ ト の 液性免疫 に 関す る最初 の 遺伝性疾患 で あ る
-)

.

X L A ほ Ⅹ連鎖劣性遺伝の 形式 をと り
, 典型的な患者男性 に お

い て ほ 末梢血 液中の B リ ン パ 球数は0 . 1 % 以下と 著明 に 減少 し,

血清免疫 グ ロ ブ リ ン 値 も全て の 分画 に お い て 異常低値 を示 す

(通常 Ig G 2 0 0 m g/ dl 刺 凱 Ig A 5 m g/ dl 未満 ,
I g M 2 0 m g/ dl

未満) . 母 親か ら の 移行免疫 が消過す る生後 6 カ月 頃よ り肺炎

双球菌▲ 連鎖球菌, イ ン フ ル エ ン ザ 菌を 主 体と した 細菌感染(肺

炎, 中耳軋 副鼻腔炎) を 繰 り返す よ う に な り最悪 の 場合敗 血

症よ り死 に 至 る場合も有り得る . リ ン パ 系観織の 発育ほ 不 良で

表在リ ン パ 節は触知 され ず ,
口 蓋扁桃 ･ ア デ ノ イ ドも低形成を

示す･ また
! 反復感染 があるに も関 わ らず脾種を認め る こ と は

な い
2)

.

患者の 末梢血 に お い てほ 甘粕胸 が著滅 して い る が骨髄中の B

前駆細胞数ほ 正常 で あり , 近年 ⅩL A の 病態は B 細胞 の 分化
･

平成 7 年1 2 月2 5 日受付, 平成 8 年1 月1 7 日受理
A b b r e vi atio n s : b p , b a s e p air s ; B t k , B r u t o n

,

s

成熟の 障害に ある と考え られ る よ う に な っ て い た . そ ん な 中

1 99 3 年に 本疾患の 責任遺伝子が 同定 され ブ ル ト ン 型チ ロ シ ソ キ

ナ ー ゼ (B r u t o n
'

s t y r o si n e ki n a s e , B t k) と 命名 され た
a)4)

. B tk は

癌遺伝子S r c 類似 の 構造 を持ち な が ら全く新 しい フ ァ ミ リ ー

に

属する非 レ セ プ タ ー 型テ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ で あり , B 細胞の 初期

分化に 関わ る細胞内 シ グナ ル 伝達 に 重要な働きを して い るもの

と▲推定され た . B t k に は 細胞特異的, 分化段 階特異的 な発現が

あ りB 前駆細胞 , 成熟B 細胞, 顆粒球 , 単球 およ び幼君 丁細胞

に は 発現を認め るが 成熟 丁細胞 , 形質細胞, 非造血器 細胞に は

認め られ な い
5)6)

. ま た
!
B tk 遺伝子 の イ ン ト ロ ン1 0 に ほ発現 に

関与する と思われ る調節領域があり
,
こ の 部位ほ 成熟 B 細胸で

の み 特異的に 脱メ チ ル 化 されて い る こ とが知 られ て い る
7)

.

B tk 遺伝子 の 単離後 .
X L A 患者 に お ける Btk 遺伝子 変異が

次 々 と報告 され
, 本疾患 の 遺伝子 レ ベ ル で の 患者診断 ･ 保困者

診断が 可能で ある こ と が示 された
8 ト 17)

. 今 回 , 金沢 大学医学部

小児科忙 て 経過観察中の X L A 2 家系に 閲 し Btk 遺伝子の 異常

ty r o si n e kin a s e ; C R T
- P C R , C O m p etitiv e r e v e r s e

t r a n s c rib e d - P C R ; D E P C , di e t h yl p y r o c a rb o n a t e ; DI G , dig o xig e ni n ; d N T P , d e o x y rib o n u cl e o tid e t rip h o s p h at 9 ;

P B S
, p h o s p h at e

- b u ff e r e d s ali n e ; P H , ple c k s t ri n h o m olo g y ; R T
- P C R

,
r e V er S e t r a n S C rib e d - P C R ; S H ,
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を 解析 し ‥ 患者の 遺伝子 レ ベ ル で の 診断 , 家系内の 女性保因者

の 診断を試み た .

対象お よび方法

Ⅰ . 対 象

対象ほ金沢大学医学部小児科に て経過観察中の ⅩL A 患者お

よび そ の 家族の 2 家系で ある･ (図1 ) . 両家糸と も遺伝子診断に

よ る患者, 保因 者診断の 可能性に つ き説 明 しイ ン フ ォ
ー

ム ド コ

ン セ ン ト を得た 後 に 解析 を開始 した . 家系1 の 患者 1 ( 図1 ,

F a m il y l

I

ⅠⅠ

F a m ily 2

Ⅰ

ⅠⅠ

ⅠⅠⅠ

メ

Fig . 1 . T w o p e di g r e e s wi th X
-1i n k e d a g a m m a gl o b u li n e m i a

(ⅩL A) ･ A r r o w s i n di c a t e th e p r o b a n d s of e a c h p e di g r e e .

Ⅲ -6 0f f a mi 1y l d i e d of b a c t e rial r n e ni n gitis a t 6 y e a r s old .

F a m ily l ⅢL7) お よ び家系 2 の 患者 2 (図1 ,
F a m il y 2 Ⅲ-6) に

於い て ほ既 に 末梢血 よ り E p st ei n
- B a r r ウイ ル ス 形 質変換系 B

細胞株( E B V 形質変換細胞) が樹立 され て お り検体と して 用 い

る こ と が できた . また
,
こ れ と ほ別 に 患者お よび家族の 末梢血

を採取 し白血球分画 よ り D N A ･ R N A を抽出 し試料と した .

各家系の 患者 に おけ る初診ま で の 経過 ,
臨床症状ほ以下の と

お りで ある .

家系1 一 息者 1 (図1 ,
F a m ily l Ⅲ

-7) : 生後 , 特に 細 菌感染

の 既往なく経過 して い た が ,
2 歳10 ケ月時に 下痢 , 発熱 あり近

医受診 .
こ の とき の 検査で Ig G 8 0 m g/ dl 未満 ,

I g A 1 3 m g/ dl ,

I g M 71 m g/ dl と 低 T
-

グ ロ ブ リ ン 血 症 を認め , 当科紹介初診 . 表

在 リ ン パ 節 l
口蓋扁桃 の 低形成を認め , 末梢血 中 に B 細 胞を認

めず . X L A を疑わ れ る .

家系1
一

息者 2 ( 図 1 , F a m iI y l Ⅲ -8) : 上 記患者 の 弟 . 生後

感染症の 既往なく経過 して い た が , 兄に 低 r - グ ロ ブ リ ン 血 症

を 認めた た め 6 ケ 月 時に 検査施行 .
I g G 4 0 m g/ dl , I g A 3 m g/ dl ,

I g M l O m g/ dl と 低値 で あり , 末梢血 中に B 細胞を 認め ず . 兄 と

併せ て ⅩL A と 診断.

な お
, 家系 1 の 母 親( 圃1 , F a m ii y l Ⅱ一5) に は前夫 との 間に

男児( 図1 ,
F a m ily l Ⅲ

-6) が い た が 6 才時に 細菌性髄膜炎に て

死 亡 して お り, 本児も ⅩL A で あ っ た 可 能性 が示 唆 され る .

家系 2 一 息者1 (図1 , F a m ily 2 Ⅲ-3 ) : 生後 しば らくほ特 に

問題 なく経過 . 3 歳頃よ り 中耳炎を繰 り返す よう に な る . 6 歳

時, 左下肢蜂窟織炎 に て 紹介医入院.
こ の と きの 検査 で 低 γ- グ

ロ ブ リ ン 血 症 を 指摘 さ れ 当科受診 .
I g G 5 0 m g/ dl 未満 , I g A

l O m g/ dl 未満 ,
I g M 7 m g/ d l と 低値 . 口 蓋扁桃 は痕跡を認め る

程度. 末梢血 中B 細胞ほ0 . 6 % . X L A を疑わ れ る .

家系2
一

息老 2 ( 図 1 ,
F a m iIy 2 Ⅲ

-6 ) : 生後 2 回 の 発熱を 認

め た が い ずれ も1 日 で解熱 . 生後 4 ケ月 時に 下痢が続 い た . 1

歳時に 肺炎 に て 近医入院. こ の ときの 検査で Ig G 6 8 m g/ dl , I g A

2 m g/ dl , I g M 3 9 m g/ dl と 低 T- グ ロ ブ リ ン 血 症を 認め , 当科紹

介初診. 末梢血 中 B 細胞ほ0 . 1 % 以下 . 検査所見 , 家族歴 よ り上

記家系2 一息老 1 と 併せ て X L A と診断 .

い ずれ の 患者も診断後ほ , 血 清I g G 値 30 0 m g/ d l 以上 を維持
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X L A 2 家系 の B tk 遺伝 子解析

する よ う毎月 1 回 の r- グ ロ ブ リ ン 補充療法を施行 され て お り ,

現在 まで 重症感染症は認めず経過ほ良好である .

Ⅱ . 方 法

B tk 遺伝子の 異常に つ き以下の 系統的 な解析を試 みた .

1 ) P C R 法 , 逆 転 写 P C R 法 (r e v e r s e tr a n s c rib e d - P C R
,

R T -P C R )
18) 1 9)
に よ る B tk 遺伝子の 翻訳領軋 5

1

非翻訳領軋 3
】

非翻訳領域の 挿入/ 欠失変異 の 検討 .

2 ) P C R ダ イ レ ク ト シ ー ク ェ ン ス 法
20) 紺
に よ る B tk 遺伝子 翻

訳領域, 5
'

非翻訳領域 ,
3
'

非翻訳領域
,
お よ びイ ン ト ロ ン1 0 内

部の 調節領域 の 全塩基配列決定 .

3 ) 競合逆転写 P C R 法 ( c o m p e titi v e r e v e r s e tr a n s c ri v e d ,

P C R
,
C R T- P C R)

22) ～ 2 4} に よ る B tk 遺伝 子発現量の 半定量 .

4) 制 限酵素 H a p Ⅱ 消化 D N A を検体 と した P C R 法に よ

るイ ン ト ロ ン1 0 調節 領域 の メ チ ル 化 の 検討 .

1 . 試料の 準備

E B V 形 質変換細胞株 は1 0 % 牛胎 児血 清 (f et a l c alf s e r u m
,

F C S) 加 R P M I 1 6 4 0 培地 に て37 ℃
,
5 % C 0 2 存在下で培養増殖

1 23

乳 10 m M リ ン 酸緩衝液 (p h o s p h at e - b u ff e r e d s ali n e , P B S) で

2 回洗浄 し試料と して用い た . また
,
C R T- P C R の コ ン ト ロ

ー

ル と して IM 9 ( ヒ ト B リ ン パ 球系株化細胞) , M olt - 4 ( ヒ ト T リ

ン パ 球系株化細胞) を同様に 培養処 理 し試料と した .

末梢静脈血 ほ ヘ パ リ ン 加血 と して採取 し , 全血 に 等量の 1 %

デ キ ス ト ラ ソ (P B S に 溶解 したも の) を加 えよ く転倒混和後室

温 で 3 0 分静 置 ･ 分 離 し た 上 層 を 別 の 試 験 管 に 移 し取 り

150 0 r p m x 5 分の 遠心 で 白血 球分画 を 回 収 . 上 清 を 除去後

0 ･ 2 % 食塩水 を 加え据軌 混入 した赤血 球を溶 血 . 溶血 後10 分

の 1 容の1 ･ 7 8 5 % の 食塩水 を加え 等調と し 150 0 r p m x 5 分 の 遠

心 で 白血球分画を 回収 . 最後に P B S で1 回洗 軌 遠心 回 収 し

試料と した .

2 . 試料よ りの 核酸の 抽出

試料細胞 2 ×1 0
7

個を P B S l m l に 再浮遊 ,
1 0 m g/ m l の プ ロ テ

ナ ー ゼ K (和光純薬工 猟 犬阪) を 10 0 〃1 添加後 ,
D N A/ R N A/

プ ラ ス ミ ド抽 出 シ ス テ ム モ デ ル 34 1 (P e r ki n - E l m e r A p plie d

B i o s y s t e r n s D ivi si o n , C alif o mi a
,
U S A ) に て 各細胞 よ り染色体

T a ble l ･ P C R p ri m e r s f o r a m plifi c a ti o n of th e B tk g e n e a n d t h e β- A c ti n g e n e

P ri m e r S e q u e n c e T a ( ℃) P o siti o n P r ｡ d u c t si z e

P 5

P 3

E 5

E 3

C 5

C 3

D 5

D 3

A 5

A 3

B 5

B 3

F 5

F 3

G 5

G 3

H 5

H 3

Ⅰ5

Ⅰ3

B A 5

B A 3

5
'
- C A A A T G A A G G G C G G G G A C A -3

,

5
'

- T T G C T G C T G C T G C C C A G C -3
'

5 ㌧A T G G C C G C A G T G A T T C T G G A -3
'

5
'

- A T T T T T G G C T G T C T G A G A G C A - 3
'

5
'
- A T C T C T G C T G C T C T C A G A C A - 3

,

5
'

- C A T T T C T A T G G A G T C T T C T G C -3
'

5
'

- C A C T G A A G C A G A A G A C T C C - 3
'

5
'

- C T T C A A G A A G G T C A G G T C C T - 3
'

5
'
- G C A G G C C T G G G A T A C G G A T C _ 3

,

5
'

- G G A A A T T T G G A G C C T A C T G A G -3
'

5
一
一 C C T G A G G G A G A T G C G C C A C -3

′

5
'
- A A T G G C G A G C T C A G G A T T C T T C -3

'

5
'

- G C G T C C C A C T T T C A A A A T T C- 3
′

5
'

- G G A G G C T G C A T G A T T A A T A G- 3
'

5
'

- T T G T G C C T T T A A C C T C T G T G -3
▲

5
'

- A A A G A T C G G C A G A A A A C G C T -3
'

5
'

- T C T C T G A C A A T G A A A C C T C C - 3
-

5
'

- A A G T T C C A C G C T T G A G C T A C -3
'

5
'
- C T C G A A C T C C T G A C C T C A G - 3

'

5
'

- T C T C T G A C A A T G A A A C C T C C - 3
′

5
'
- T G G A C T T C G A G C A A G A G A T G - 3

'

5
'

- G A T C T T C A T T G T G C T G G G T G - 3
′

5 7 5
'

U T R

a n d p r o m o t e r

5 4 1 3 3
-

6 1 5

(P H d o m ai n)

5 4 5 8 7 - 9 6 6

(S H 3 d o 汀I ai n)

5 4 9 3 9 -

1 3 5 0

(S H 2 d o m ai n)

6 2 1 2 9 4
-

1 81 1

(S H l d o m ai n)

6 2 1 5 8 7 - 21 2 2

(S H l d o m ai n)

5 4 3
'

U T R

5 4 E x o n 1 6

(f a m ily 2 m u t a ti o n)

5 4 I n tr o n 1 0

5 4 I n tr o n l O

5 6 β- A c ti n

E x o n 4 - 5

3 2 0 b p

4 8 3 b p

3 8 0 b p

4 1 2 b p

5 1 8 b p

5 3 6 b p

5 2 9 b p

2 5 2 b p

2 5 9 b p

2 71 b p

3 2 0b p ( m R N A )

41 5 b p ( D N A )

P C R p riT
e r S W e r e S y n th e si z e d a s a b o v e s e q u e n s e c e s a n d dit e r m i n e d o p ti m al a n n e ali n g te m p e r at u mi ( T a) f o r e a ch

P ri m e r p al r S ･ P ri m e r s E 5/ E 3 ･ C 5/ C 3 , D 5/ D 3 ･ A 5/ A 3 a n d B 5/ B 3 w e r e u s e d t o aF
n plif y th e c o d i n g r e gi o n of th e B tk

g e n e f r o r n c D N A ･ a n d P 5/ P 3 a n d F 5/ F 3 w e r e p
s e d t o 5

J

a n d 3
′

u n tr a n sl a t e d r e sl O n (U T R) r e s p e c ti v ely fr o m g e n o rn i c
D N A ･ G 5/ G 3 w e r e u s e d t o th e D N A s e q u e n c e l n Cl u d i n g th e m u t a ti o n sit e of f a mi 1 y 2 ( Fi g . 7) . H 5/ H 3 a n d I5/Ⅰ3 w e r e
u s e d t o I n tr o n l O r e g ul a t o r y s e q u e n c e (F ig ･ 9)･ B A 5/ B A 3 w e r e u s e d t o a m p

lif y th e β- A c ti n g e n e f o r c o n tr ol of
C O m p e titi v e T e V e r S e tr a n S C rib e d - P C R (F i g ･ 3 , 8) ･ A b b r e vi a ti o n s : b p , b a s e p a lr S ; S H , S r C - h o r n ol o g y ; P H , pl e s k tri n
b o m ol o g y ,



1 2 4 新 井

D N A を抽 出 した . 得 られ た D N A ほ0 . 2 × T ri s- E D T A (T E ) 緩

衝液(2 m M ト リ ス ア ミ ノ メ タ ン , 0 .2 m M E D T A . p H 7 .0) に 溶

解 .

～ 部を取 り 260 n r n の 吸光度を測定 して D N A 濃度を 計算 し

た . ま た 必要 に 応 じ R N a s e A ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン
, 富 山) に て

R N A を分解 しフ ェ ノ ー ル/ ク ロ ロ ホ ル ム 抽出, エ タ ノ
ー ル 沈澱

に て 再回収 した .

総 R N A の 抽出は Ch o m c z y n s ki らの 方法
25}

を 以下の よ うに 改

良 して行 っ た . 1 容量 の D 液(4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー

上

25 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム p H 7 .0 , 0 .1 M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー

ル
,
0 . 5 % N - ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸 ナ トリ ウ ム) に 1 /1 0 容量

の 2 M 酢酸ナ ト リ ウ ム p H 4 .0 と , 1 容量 の 二 炭酸 ジ ェ ≠ル

(di e th ylp yr o c a r b o n a te , D E P C) 処理水 に て 飽和 した フ ェ ノ
ー ル

を混合 しⅩ液を 作成 . 1 . で 準備 した 細胞 5 ×10
6

個 に対 しⅩ 液

1 m l を加え良く混合 . 0 .2 m I の ク ロ ロ ホ ル ム (イ ソ ア ミ ル ア ル

コ
ー ル を 加えな い もの) を 加え ボル テ ッ ク ス ミ キ サ

ー に て2 0 ～

3 0 秒間懸濁. 室堤で 5 分静置後 , 数量高速冷却遠心器 ( ト ミ ー

精工 , 東京) に て 15 ,0 0 0 r p m , 2 0 分間 ,
4 ℃ で遠心 分離. 上 層 に

等 量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え良く混和 し, 室温で 5 分静置後

再 び 15 ,0 0 0 r p m , 2 0 分間 ,
4 ℃ で遠心 . 遠心後上清を捨 て ! 沈

殿 (R N A) を 7 5 % エ タ ノ
ー ル 1 m l に 再 浮 遊 さ せ 洗 浄 .

1 5
,
0 0 0 r p 町 5 分間, 4 ℃ で遠心 し沈殿を回収後 ,

上宿を完全 に

除き室温で 5 分間放置 . 沈殿 を 乾燥 さ せ る . 1 × T E 緩 衝 液

(1 0 m M トリ ス ア ミ ノ メ タ ン , 1 r n M E D T A , p H 6 .8) に 溶 解 し

2 60 n m の 吸 光度 を測定 して 総R N A 渡度 を 測定 した . ま た ,

2 6 0 一 皿
一
28 0 n m の 吸 光度の 比を測定 し R N A の 純度の 参 考と し

た が , 本 法 に よ っ て 得 ら れ る R N A ほ O D 26 0 n m / O D

2 8 0 n n n = = 1 .9 ～ 2 .0 ときわ め て 良好 で あ っ た .

3 . 1 本鎖 c D N A の 合成

上 記に よ っ て得 られ た総 R N A 2〟g を 鋳型 と しラ ン ダ ム プ ラ

イ マ ー にて 1 本鎖 c D N A を合成 した . まず ∴総 R N A 2 p g に ラ

ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ ー (宝 酒造 , 東 京) 8 恥M ,

l , 毎l を加 え , l x T E 緩衝液 (p H 6 .8) で 総 量 25ノ上1 に 調整 .

G e n e A m p
T M
p C R s y s t e m 9 60 0

- R (P e r ki n - El r n e r A p pli e d

B i o s y s t e m s D i vi si o n , C alif o r ni a . U S A ) を用 い65 ℃ で10 分間保持

後 ,
2 0 分か けて25 ℃ ま で 冷却 . こ の 過程で R N A の 変性 と プ ラ

イ マ
ー

の ア ニ
ー

リ ン グ を 行 っ た . 引き続き反応液 [ 10 0 m M

T ri s- H C l (p H 8 .3) , 2 0 0 m M 塩化 カ リ ウ ム (K C l) , 2 0 m M 塩化 マ

グ ネ シ ウ ム ( M g C 1 2) , 2 0 m M ジチ オ ス レ イ ト ー ル (d ith i o th r eit-

Ol
,
D T T ) , 各 2 m M デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸

(d e o x y rib o n u cl e o tid e trip h o s p h a t e , d N T P) , R A V- 2 (宝 酒造)

10 単位] 25 FLl を加 え , 4 2 ℃ で60 分間保持 し cD N A を合成 させ た

後 , 9 0 ℃ , 2 分間 で 逆転写酵素(R A V -2) を 失活さ せた . 反応終

了後 1 ×T E 緩衝液 ( p H 7 .0) 5 0 pl を 加え総量 1 00 Jjl と し , 1 回

の P C R 反応に 毎1 を 鋳型と して 用い た .

4 .
P C R プ ライ マ

ー

の 作成

B tk 遺伝子の 翻訳領域 ,

一 部の プ ロ モ ー タ ー 配列を 含む 5
'

側

非翻訳領域
抑
,
3
'

側非翻訳領域, イ ン ト ロ ン1 0 の 調節領域 ,
お よ

ぴ C R T - P C R の コ ン ト ロ ー ル と して βア ク チ ン の P C R プ ライ

マ ー

を作成 した . こ の うち A 5 , A 3 , B 5 . B 3 は V e tri e ら3) に

従 っ た . その 他の プ ライ マ ー

は 今 回独自 に設計 した も の で あ

る . 蓑 1 , 図 2 に今 回用 い た P C R プ ライ マ ー の 部位 , 塩基配

札 ア ニ ー リ ン グ温 風 P C R 産物の 大きさを 一 覧に して示 す
ニ

プ ラ イ マ
ー

の 合 成 ほ D N A シ ソ セ サ イ ザ ー モ デ ル 391

( P e rk i n - E l m e r A p pli e d B io s y s t e m s Di v isi o n) に て行 い ∴逆相高

速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て 精製 した . ま た ,

一 部の プ ラ イ

マ ー は フ ナ コ シ 株式会社 (東京) に 合成委託 した も の を そ の ま

ま使用 した .

5 . P C R お よび R T - P C R

染色体 D N A の P C R は 抽出 した D N A O .2 ～ 0 .5FL g を鋳型と

し て
, 最 終 0 ,2 FLM の 各 プ ラ イ マ p

, 各 2 0 0FL M の d N T P ,

P C R 反応緩衝液 (10 m M T ri s - H C l , p H 8 .3
,
5 0 m M K C l

,
1 .5 m M

M g C 12), T a q D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ ( P e r ki n

- E l m e r C e t u s
,

N o r w al k , U S A ) 1 . 2 5 単位 を 加 え 全量 50 FLl で 行 っ た . ま た
,

R T- P C R に は上 記調整 した 1 本鎖 cD N A の うち 5 〟1 を 1 回 の

反応に 鋳型 と して 用 い 同様に 行 っ た .

反応は G e n e A m p
T M
P C R s y s t e m 9 6 0 0- R を用 い ,

9 4 ℃
,
5 分

の 初期変性 の 後 ,
9 5 ℃

,
3 0 秒 , 表1 に 示 す ア ニ ー リ ン グ温度 で

30 秒 ,
7 2 ℃ で30 秒 の サ イ ク ル を35 ～ 4 0 サ イ ク ル 行 っ た .

反応後10 分の 1 容量 の タ イ プ Ⅱ 泳動緩衝液 (0 . 2 5 % ブ ロ モ

フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

,
0 . 2 5 % キ シ レ ン シ ア ノ ー ル

, 1 5 % フ ィ コ ー

ル 4 0 0) を 加え , 1 0 pl を 3 % ア ガ ロ ー ス ゲル ( H 1 4 - T a k a r a , 宝酒

造) に 泳動 し ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染色後 , 紫外線照射装置( ト

ラ ン ス イ ル ミ ネ
一

夕
ー

,
フ ナ コ シ) 上 で観察 した .

6 . P C R ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法に よ る塩基配列の 決定

P C R
,
R T - P C R に て 増 幅 し た D N A 断 片 は D N A c y cl e

S e q u e n S in g kit (P e r ki n - E l m e r A p pli e d Bi o s y s t e m s D i vi si o n) を

用 い て シ
ー

ケ ン ス 反 応 を 行 い ,
D N A シ

ー

ケ ン サ 3 71 A

(P e r ki n- E l m e r A p pli e d B i o s y st e m s D i v isi o n) に て 解析 した .

シ ー ケ ン ス プ ラ イ マ
ー に は各 P C R プ ラ イ マ ー

を そ の ま ま使 用

し
, 鋳型に は反応後の P C R 反応液 よ り S u p r e c O 2 (宝酒造) に

て 過剰 な プ ラ イ マ ー

, 塩基 を除去 した もの を使用 した . 反応ほ

G e n e A m p
T M

p C R s y st e m 96 0 0- R を 使用 し , プ レ
ー

トを 予 め

95 ℃ に 保温 して お い た後96 ℃ × 15 秒 , 5 0 ℃ × 1 秒 1 7 0 ℃ × 4 分

の サ イ ク ル を25 回 線 り返 した . 反応後は フ ェ ノ ー ル/ ク F r -コ ホ

ル ム 抽出に て過剰な プ ラ イ マ ー

, 蛍光色素を除去 し エ タ ノ ー ル

沈澱 に て 反応産物 を 回収 し た .
シ

ー

ク エ ン ス ゲ ル は L o n g

R a n g e r (A T B i o c h e m , 東 洋 紡 績 , 東 京) を 用 い 1 × T risr

B o r a t e- E D T A ( T B E ) 緩衝液 に て 40 W 定電圧で 泳動 した .

7 . C R T , P C R 法に おけ る コ ン ト ロ ー

ル (競合) D N A の 作成

P C R 法ほ 検体中の 微量な 目 的 D N A 配列を 増幅 して 検出す

るた め 検出感度 に は 優れ て い る が
,
増 幅過程 が様 々 な 要 因に

よ っ て 影響 を受けやすい た め , 最終 的な 増幅産物 の 量ほ必 ず し

も最初に 検体 に 含 まれた 目 的 D N A の 量を 定量的に 反映す る も

の で は な い . 実際同 一 検体を P C R 反応に て 増幅 させ た 場合で

す ら最終産物 の 量に ほ 通常ば ら つ き が出 るもの で ある . しか し

今日 で は P C R 法の 長所 を 生か し微量検体か ら定量的 に 目 的と

す る D N A 配列を 検出す るた め の 様 々 な 方法 が 考案 さ れ て い

る . こ こ で は 簡 便で あ り しか も定量性 に 優れ た 方法 と し て

C R T - P C R 法を 採用 した .

C R T -P C R 法は P C R 反応に よ る 増幅 の 際に 既知量の 内部 コ

ン ト ロ
ー ル を段階的 に置く方法 で ある . 基本 的 な 概念 を図 3 .

A に 示 す . P C R の 際 に 同 一 の プラ イ マ
ー

で増幅 され る 既知量

の コ ン ト ロ ー ル D N A (目的の P C R 産物 と区別が つく よう長 さ

を代え て ある) を加 え , 目的の D N A の 増幅と競合 させ る .
コ ン

ト T=
- ル D N A 量 (既知) ほ何 段階 か に 変 え , 検 体 cD N A 量

(未知) は 一 定 と した 反応液を複数個 つ く り P C R に て 増幅す

る .
コ ン ト ロ ー ル D N A 量が 検体 に 含まれ る 目的の D N A 量 よ

りも多 い 場合は コ ン1ト ロ ー ル D N A が 先に増幅 され プ ラ ト ー に
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達 し, 逆に
コ ン ト ロ ー ル D N A の 方 が 少 な い 場合 に ほ 目的 の

D N A の 方が 先に 増幅 され る .
コ ン ト ロ

ー ル D N A と 目 的 の

D N A の 量が ほぼ等 しい と きに は 2 者は ほ ぼ 同様に 増幅 され る

こと に な る . 従 っ て , ほぼ同等に 増幅 され た反応液中 に 加えた

コ ン ト ロ
ー ル D N A の 量 で , 検体中に 含 まれ る c D N A の 量を示

す こ と が でき る . P C R の 反応 は反応 チ ュ
ー ブ毎 , 実験毎の ばら

つ きが大き い が ,
こ の 方法 で あれば内部 コ ン ト ロ

ー

ル との 増幅

の 多寡を判定する た め反応 の ば ら つ きの 如何 に 問わ ずほ ぼ正確

に 元の ⊃ N A 量を 定量する こ とが で き る .

C R T - P C R の 為の コ ン ト ロ ー ル D N A は図3 , B 示 す ような戦

略 で 作成 した . プ ラ イ マ ー D 5
,
D 3 で 増幅 され る領域の 中に は

近接 した制限酵素 P s tI 領域が存在 して い る . D 5/ D 3 P C R 産物

を P s tI (宝酒造) で 消化 し再 び T 4 D N A リ ガ
ー ゼ (宝酒造) で

結合 させ る .
こ の 反 応産物 を鋳型と して 再 び D 5 , D 3 プ ラ イ

マ ー で P C R 反 応 さ せ る と 2 つ の P s tI 間 の6 0 塩 基 対 (b a s e

p air s , b p) の 塩基配列が欠失 した 増幅産物を得る こ とが で きる .

電気泳動に て分離後 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色 し紫外線漁射

下に欠失の あるバ ン ド部の みを 切 り出 し , こ れ よ り S u p r e c O l

(宝酒造) に て D N A を 回収する . 回 収 し た D N A は p T 7 B l u e

T- V e c t o r K it (N o v a g e n , 宝酒造) を 用 い て プ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー

に ク ロ ー ニ ン グ し
,
E . c oli J M l O 9 C o m p e t e n t C ell s ( 宝酒造) に

形質転換 . 単 一 コ ロ ニ ー を L B 培地 で培養 し C s Cl 密度勾配

遠心法 に て プ ラ ス ミ ド D N A を精製 した ∴環状 D N A の ま まで

ある と D N A の 3 次構造の た め P C R の 増幅効率 に ばら つ きが

で てく る可能性が ある こ と を考慮 し, 精製 した プ ラ ス ミ ドを 制

A m o u n t s o f

t e m pl at e D N A

T a r g e t c D N A - - 1 -

C o m p e ti ti v e

D N A

P C R

r e a cti o n s

P C R

r e s u lt s

T a r g e t ｣ ト

p r o d u c ts

_ 拉 】 嘲

l l l + l

甘甘甘甘甘
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- ■山 中 l 山■ ◎
0 1翳■ ■ ■ ■ -

ヰ ー C o m p e tit o r

p r o d u c t s

1 2 5

限酵素 E c o RI (宝酒造) で l カ 所の み切 断 し直鎖 2 本鎖 D N A と

して コ ン ト ロ
ー ル (競合) D N A に用 い た .

逆転写酵素に よ る m R N A の c D N A へ の 変換効率の ばら つ き

を 考慮す るた め βア ク チ ン に て も同様に C R T - P C R 用 の プ ライ

マ ー お よび コ ン ト ロ ー ル D N A を 設定 した . 図3 ∴B に 示す よ

うに βア ク チ ン の イ ン ト ロ ン 4 ほ 95 b p と 短く こ の 部を 挟む

P C R プ ラ イ マ
ー

で 増 幅 す れ ば D N A は 41 5 b p に c D N A

( m R N A ) は 32 0 b p に 増幅 され る. ゲ ノ ム D N A を 鋳型 と し て増

幅 した P C R 産物を 上 記と同様に プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

に ク ロ
ー

ニ ン グ し精製後 , 制 限酵素 E c o R I で 消化 し コ ン ト ロ ー ル

D N A を 得た .

8 . C R T - P C R 反応

C R T - P C R 反応 は I M 9 , M olt -4 , 正 常者末梢血 よ り樹立 した

E B V 形質変換細胞株 ▲
ⅩL A 患者 E B V 形質変換細胞株 よ り上

記方法に て 調整 した 1 本鎖 c D N A を資料と L て 行 っ た .

B tk に 関 して は各 々 の 反応液中 に 加え る検体 cD N A の 量は

5メJl 均
一

と して お き, コ ン ト ロ ー ル D N A の 分 子 数 を 最大

8 .0 ×1 0
4

個/ 反応よ り2 倍希釈に て409 6 分の 1 ま で1 3 木調整 (最

小 l .9 ×1 0 個/ 反応) した . 反応産物 の 検出ほ当初 エ チ ジ ウ ム ブ

ロ マ イ ド染色 で 行 っ た が , 家系 2 患者由来 E王∋Ⅴ 形質変換細胞

お よび M olt4 で の B tk 発現は弱く P C R 4 0 サ イ ク ル に ても検出

感度は 不十分 であ っ た . そ こ で サ ザ ン プ ロ ッ ト法 で検出感度を

改善す る こ と を試み た . P C R ほ30 サ イ ク ル と し
, 電気泳動後 の

ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を 陽性荷電 ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ (B o e h rin g e r

M a n n h ei m
,
M a n n h ei m

, G e r m a n y) に 転写 . 1 2 0 ℃ , 1 5 分の 熱処

B tk

D 5/D 3 P C R

p r o d u ct

D 5

糾 b p

4 12 b p D 3

l P st I
P st I dig e stio

a n d r elig a tio

D 5
'

1ユ29

さ÷＼h;- いさ

P C R a m p
lig a t ed D

β { A c ti n

B A 5 I n t r o n 4 】‡A 3

4 15 b p I‡A 3

等
篭諾

ン/
Cl o ni n g t o T

J
V e CtO r

p r o d u c ts

E c o R I

dig e s tio Il

p T 7 BI u e T
･ V e Ct O r

C o m p etiti v e D N A

3 4 8b p

β - A cti n
･

ト ◆

8 A 5 8 A 3

Fi g ･ 3 ･ Q u a n tit a ti o n of m R N A b y c o m p e titi v e r e v e r s e tr a n s c rib e d - P C R (C R T - P C R) a s s a y . ( A ) S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of
C R T - P C R m eth o d ･ A dil u ti o n s e ri e s of th e c o m p e tito r D N A a n d a n id e n ti c al a m o u n t of th e t a r g e t c D N A (s a m pl e) a r e a d d e d

■
t o

e a c h of th e P C R r e a c ti o n t u b e s ■ W h e n P C R r e s ult s s h o w s t a r g e t a n d c o m p e tit o r p r o d u c t s a r e n e a rl y e q u al , in iti al_
a m O u n t Of

C O m p e titi v e D N A a d d ed i n th e P C R t u b e in di c a t e th e a m o u n t of th e t a r g e t c D N A i n th e s a m pl e . (B ) T h e str a t e g y t o
C O n S tr u C ti o n of c o m p e titi v e D N A cl o n e s f o r C R T - P C R . D 5/ D 3 P C R p r o d u c t of th e B tk a r e di g e s t e d b y P st I a n d r eli g a t e d .
G e n o mi c D N A P C R of B A 5/ B A 3 p ri m e r s a m pli王y th e D N A s e g m e n t i n cl u d i n g i n tr o n 4 s e q u e n c e s of th e β- A c ti n . B o th D N A
f r a g m e n ts a r e cl o n e d i n t o T -

pl a s mi d v e c t o r s , a n d u s ed f o r c o m p e tit o r .
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理に よ っ て D N A を メ ソ プ レ ソ に 固定 した . 前記 と 同様 に D5/

D 3 P C R 産物 を p T 7 Bl u e T- V e c t o r に ク ロ
ー ニ ン グ し精製 した

プ ラ ス ミ ド D N A を 鋳型 と し D N A L a b eli n g K it ( B o e h ri n g e r

M a n n h ei m ) を 用 い て ジ ゴ キ シ ダ ニ ソーd U T P (d ig o xi g e ni n
-d U -

T P
,
D I G - d U T P ) で 標識 した プ ロ ー ブを 作成( ラ ン ダ ム プ ラ イ ム

法) .
メ ソ プ レ ソ を プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン 液 [ 50 % ホ ル ム

ア ミ ド
,
5 ×S S C

,
2 % bl o c ki n g r e a g e n t (B o e h ri n g e r M a n n h ei

-

m ) , 0 . 1 % N - ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム ,
0 ･ 0 2 %

S D S ] と42 ℃ , 2 時 間反応 させ た あと ,
上記 プ ロ ー ブを プ レ ハ

イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ソ 液 に 加 え た も の に 変え42 ℃ ,
2 0 時間反

応 . 反応終了後 メ ソ プ レ ソ を 2 ×SS C , 0 ･1 % S D S 溶液で 室温1 0

分間洗乱 さ らに 0 .1 ×S S C , 0 .1 % S D S 溶液で70 ℃ , 4 5 分間洗浄

した . 検出 に は DI G L u mi n e s c e n t D e t e c tio n K it ( B o e h ri n g e r

M a n n h ei m ) を 用 い , 抗 I)I G - ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク
ー ゼ抗体 と

反応軋 C S P D (B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) の 化学発光を Ⅹ 線フ ィ

ル ム (F UJI M E D I C A L XL R A Y F I L M N e w R X , 富士 写真フ イ

ル ム
, 神奈 川) に て 検出 した .

β ア ク チ ン の C R T
. P C R は B tk に 用 い た も の と 同

一

の

c D N A 検体 を 各反応 に つ きや は り 5〃l 使用 .
コ ン ト ロ

ー ル

D N A は 最大 2 .0 ×1 0
7

個/ 反応 よ り 2 倍希釈系列で1 28 分の 1 ま

で 7 本 (最小 3 .1 ×1 0
5

個/反 応) 作成. P C R は33 サ イ ク ル と し,

ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色 に て 観察 . 検 出感度も十分で あ っ

た .

9 . イ ン ト ロ ン1 0 調節領域の メ チ ル 化の 検索

P a r oli ni ら
7) K よれ ば B tk 遺伝子 の イ ン ト ロ ン1 0 に は転写 の

調節に 関与す る と考 え られ る配列が存在 し, こ の 部位は 成熟B

細胞に お い て の み特異的に 脱 メ チ ル 化され て い る ･ B tk 遺伝子

の 転写括性が な い T 細胞系列や非造血細胞 は無乱 B tk の 発現

が 認 め られ る 顆粒球や B 前駆細胞株 に お い て も こ の 領 域 の

D N A ほ メ チ ル 化 され て お りB 細胞系列の 時期特異的 B tk 発現

l
}
5 / Iり

＼‡ ヽ l ニ

Å雲/ Å3

＼1 ヽ l ヱ

l二5 / l二j

N ま Z

l主5 / l与j

N l 之

と分化に密接 に 関係 して い る こ とが 伺わ れ る .

イ ン ト ロ ン 1 0 の 調節 領域 を図 9 . A に 示 す .
こ の 領 域に は

忙E 2
, P E 5 , A P- 2 等 の 調節 エ レ メ ン トの 他 ,

サ イ レ ン サ
ー 結合領

域と思われ る配列や ! 現在の と こ ろ そ の 意味 ほ 明 らか に な っ て

い な い が16 塩基 の 繰 り返 し配列が存在 して い る . ま た制限酵素

H a p Ⅱ 認識部位が存在す るが ,
こ の 酵素 は D N A の メ チ ル 化の

影響を 受け , 配列が メ チ ル 化 され て い な い 場合に ほ 切断する こ

と が で き るが ,
メ チ ル 化 され て い る場合 に は切断す る こ と が で

きな い . そ こ で 正常男性お よび X L A 患者末梢血 よ り樹立 した

E B V 形質変換細胞株よ り抽出 した D N A を H a p Ⅱ で消化 し

た 後 , H a p Ⅱ 認識部位を挟む よ うに 設定 した P C R プ ライ
マ ー

2 セ ッ ト H 5/ H 3 , Ⅰ5/Ⅰ3 (表 1 , 図9 . A ) に て 増幅 され る か どう

か を検討 した . D N A が メ チ ル 化 されて お れば H a p I で 消化さ

れ な い た め P C R に て増 幅され るが ,
メ チ ル 化 され て い なけれ

ば H a p I で 消化 され る た め P C R で 増幅さ れなくなる ･

実際に は各検体 D N A を ま ず制限酸素 P s t I (宝酒造) 5 単位

/ 鵬 D N A で37 ℃ , 5 時間消化後フ ェ ノ
ー ル 抽 出1 臥 ク ロ ロ ホ

ル ム 抽出 2 回 を 行い エ タ ノ
ー ル 沈 殿に て 回 収 . 回 収 した D N A

を H a p Ⅱ(宝酒造) 5 単位/FL g D N A で37 ℃ , 1 2 時間消化 し再び

エ タ ノ ー ル 沈殿忙 て回収後1 × T E 緩衝液に 溶解 し P C R の 試料

と した . な お H a p Ⅱ 消化の 際は 0 .1 M ス
ペ ル ミ ジ ン (和光純薬

工業) を 反応液に 1 /1 0 容量加 えた . こ の よ うに す る こ と で メ チ

ル 化が 無い 場合 ,
H a p Ⅱ 部位 が完全 に 消化 され る ように した ･

P C R ほ 図 9 . A に 示 した プ ラ イ マ
ー H 5/ H 3 , I 5/Ⅰ3 お よ び

D N A の 存在を 示す コ ン ト ロ
ー ル と して 図 7 ･ A に示 す G 5/ G 3

で 前記と 同様 に35 サ イ ク ル 行 っ た . なお 女性細胞由来 の D N A

で は
一

方 の Ⅹ染 色体 が不 活性化 に 伴 い メ チ ル 化 され て い る の で

こ の 実験の 脱 メ チ ル 化 の コ ン ト ロ
ー ル に は 使用で きな い ･ そ こ

で実験で は 正 常男性由来 E B V 形質変換細胞株 2 種類 (別個体

に由来す る) を 脱 メ チ ル 化の コ ン ト ロ
ー ル に お い た ･

(:5 / (てJ l)5 / けJ

ヽ l ヱ ヽ i ユ

l‡5 / Åj l
一

'

5 / lづ

N l ヱ ヽ l 二

J l ニl 岬

5ユリ トl !

F ig . 4 , P C R a n d R T
-

P C R a m plifi c a tio n of t h e B tk g e n e o f a nらr m al f e m al e (N ) , p a ti e n t l of X L A f a m ily l (1 ) a n d p a ti e n t 2 0f

f a mi ly 2 (2) . A b o ｡ t 5 0 b p i n s e rtio n of m R N A w e r e d e t e c t e d i n p a ti e n t s 2 0f f a mi ly
2 (a r r o w s) i n B 5/ B 3 a n d B 5/ A 3 p ri m e r

p air s . M d e n o t e s m ol e c ul a r w ei g h t r n a r k e r s
･
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X L A 2 家系の B tk 遺伝子解析

成 績

1 . P C R/ R T - P C R

家系1 の 愚者 1 ( 図1 ,
F a 血1y l Ⅲイ) 家系 2 の 患 者 2 ( 図

1 , F a m ily 2 Ⅲ
- 6) お よ び正 常女性由来 E B V 形質変換細胞 よ り

得た C D N A と , 同患者お よ び 正常女性末梢白血球 よ り抽出 し

た 染色体 D N A を 鋳型 と して , B tk 遺伝子 の 翻訳領域 ,
5
'

非翻

訳領域 (
一

部 の プ ロ
∴モ ー

タ
ー

領域
26)
を 含む) , 3

'

非都訳領域 の 全

てに わ た り P C R 反応を行 っ た 結果を 図 4 に 示 す. 家系 1 で ほ

全て正 常対照 と同 じ長 さの 増 幅産物 が得 られ た .

一 方家系2 で

は反応 B5/ B 3 に お い て 正常よ り 約 50b p 長 い 増幅産物 が得ら

れ
,
さらに反応 B 5/ A 3 に お い て も正常よ り約 50b p 長い 増幅産

物が得 られ た . プ ライ マ
ー

の 位置 よ り家系 2 で は B t k m R N A

の Sr C 相 同(s r c - h o m ol o g y , S H) ドメ イ ン 1 の 内部 ,

エ ク ソ ン

1 6 付近 に 挿入変異 がある こ とが推察 され た .

2 . ダイ レ ク トシ
ー ク エ ン ス

P C R 産物を ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス し塩 基配列を決定 した .

家系1 で は 翻訳領域 ,
5
'

側 ,
3

'

側の 非翻訳領域 ,
イ ン ト ロ ン1 0

の 調節領域に お い て 全 て 塩基配列ほ 正 常で あ っ た . B tk 遺伝 子

に は633 位の シ ス テ イ ン の 位置に T G T/ T G C の 多型が 認め られ

る . 家系1 の 患者 2 名 お よび 母 (保困者) の 末梢白血 球 よ り総

R N A を分離 して こ の 部位を シ ー ク エ ン ス した 結果を 図 5 に 示

す . 多型を 示す塩基は患者 2 人で は T で あ り , 母 親 で は C で

あっ た . 親子関係に ほ疑問が無 い の で 母 親は こ の 部位に 関 して

C/ T の ヘ テ ロ 接 合体で あると 考 え られ るが , 末梢血 に お い て

ほC の 対立 遺伝子 (正常 B tk 遺伝子) の m R N A が多か っ た た

捌 こ , こ の よ うな結果に な っ た も の と考え られ る . X L A 保 困

老に お い て は 末梢 血 B 細胞集団 に おい て 非ラ ン ダ ム Ⅹ染色体不

活性化が成立する
2)

. こ れは 女性細胞内の 2 個 の Ⅹ 染 色体 の う

ち ど ち ら か
一 方 ほ 胎生初期 に ラ ン ダ ム に 不 活性化 さ れ る

(L y o n の 定理) が ,
X L A 保困老 に おけ る末梢血 B 細胞集団に於

い て ほ
,
正 常な B tk 遺伝子 の 乗 っ た Ⅹ染色体が活性 で異常遺伝

子の 乗 っ た Ⅹ 染色体が不 活性化 された細胞の み か ら な る とい う

現象で ある .
こ の こ と は異常 B tk 遺伝子の 乗 っ た Ⅹ染色体が活

性化され た 細胞ほ成熟B 細胞 に ま で分化できな い と考 えれ ば 自

明 で ある . しか し ⅩL A 保 因者 に お い ても ,
T 細胞 , 顆粒球 ,

単球 で は Ⅹ染色体の 不活性化 ほ ラ ン ダ ム で あ り正常対立遺伝子

が不 活性化 され た 細胞群 と , 異常遺伝子 が 不 活性化 され た 細胞

群とが混在 して い る . したが っ て 母 親 に おい て 末梢白血球全体

か ら抽出 した R N A よ りダイ レ ク ト シ p ク エ ン ス を行 い C の 対

立遺伝子だけが読 まれ た こ と ほ ,

一 見不 思議 で ある . しか し こ

の ; と ほ 以下の 2 つ の 理由に よ り説明可能 で あ る . す なわ ち 1

つ にほ
l X 染色体 の 不 活性化 ほ臓器 に よ っ て 偶然の 片寄 りが 生

じ得 るの で
,
こ の 場合 ,

T 細胞や 顆粒球 に お い て も正常対立遺

伝子( C) が悟性な 細胞が多く な る よう な片寄 りが 生 じて い る可

能性がある . そ してもう 1 つ に ほ
, 次 の C R T- P C R の 結果が 示

すように 異常 B tk 遺伝子( T の 対立遺伝子) が 活性な細胞で は

B tk 発現量 が少な く ∴結果と して末梢血 中に は C の 対立遺伝子

(正 常 B tk) の m R N A が 多くな っ た と い う解釈である .

家系 2 で ほ エ ク ソ ン 16 と17 の 間に 60b p の 挿入 配列 が み ら

れ
j
これは イ ン ト ロ ソ16 の配列そ の もの で あ っ た (図6 . A ) . エ

ク ソ ン1 6 の ス プ ラ イ ス ドナ
ー

に点変異 があり こ の 部位で の ス プ

ラ イ シ ン グ が行わ れなくな り , 変わ りに 60b p 先の イ ン † ロ ン

16 内の 類似配列を ス プ ラ イ ス ドナ ー

と した 異常なス プ ラ イ シ ソ

12 7

グが 生 じて い るもの と考え られ た (図 臥B , C ) . また こ の 点変異

の た め544 位の ア ル ギ ニ ン は セ リ ソ へ の ア ミ ノ酸置換が起こ り5

45番 目ほ終始 コ ド ン とな る た め , 転写 ･ 翻訳 が 行わ れ て も キ

ナ ー ゼ ドメ イ ン ( S H l ドメ イ ン) の 途中で 早期終結 した 異常な

B tk タ ン パ ク が作 られ る こ と とな る .

家系2 に お け る こ の 点変異 は制限酵素 P v u Ⅱ 部位を 新た に

生 じる ( 図7 . A ) . 従 っ て こ の 変異部位を は さむ ように P C R プ

ラ イ マ
ー

を設定 し , P C R 産物を P v u Ⅱ で 消化する こ とに よ っ

て こ の 変異を 持 っ て い るか どうか が D N A の P C R で簡単に診

断できる . そ こ で図7 . A に 示す ように プ ラ イ マ ー G 5
,
G 3 を設

定 し家系 2 家族 よ り得 た末梢白血球由来 D N A を資料 と して検

査を行 っ た . 結果 を図7 . B に 示 す . G 5/ G 3 に よ る P C R 反応産

物は 252 b p で あ り , ほ ぼ 中央部 に変異 に よ っ て 生 じる P v u

Ⅱ 部位を 含む . 変異が ある場合ほ P v u Ⅱ で消化さ れ1 24 b p と

1 2 8 b p の 断片 に 切断 され る . 家系 2 の 構 成員各 々 に つ い て

P v u Ⅱ 消化前後 の P C R 産物を 3 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に電気泳動

し ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染色 に て 観察 した . 家系内の 患者お よ

び 保因者 は同
一

の 変異を持つ こ と が示 され , また患者 1 の 姉の

…

T r ｡

T G ｡

…

C y S

T G T

T G ｡

2

r

T

3

e

G

6 3 1

T y r

T A C

C a r ri e r m oth e r

( ⅠⅠ- 5 )

P ati e n t l

( ⅠⅠⅠ･ 7 )

P ati e n t 2

( ⅠⅠⅠ･ 8 )

…

仙

…

/

Fi g ･ 5 ･ P C R d ir e c t s e q u e n c e of th e C y s 6 3 3 p ol yr n o r p h ic

l o c u s in X L A f a m il y l . C a r ri e r m oth e r r e p r e ? e n t S C a t th e

p oly m o r p h i c b a s e , b u t b o th p a ti e n t s r e p r e s e n t T (s t a r s) .

T y r , ty r O S in e ; S e r . s e ri n e ; C y s , C y St ei n e ; T r p , tr y p t O p h a n ;

H i s
,
h i stidi n e .
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一

人 (図1 F a m il y 2 , Ⅲ-2) が 保因者 で あ る こ と が 明か と な っ

た .

3 . C R T - P C R

C R T - P C R に よ る B tk m R N A の 発現量 の 比較 を 図 8 に 示

す . 1 M 9 と M olト4 で は約512 倍の 差が 認め られた .
こ の 結果ほ

検体の 希釈系列 を用い て P C R 産物 の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染

色の 輝度を比較 した S m i tb ら
27)
の 報告 とほ ぼ 一 致 した . 彼等に

よれ ばバ ー

キ ッ ト リ ン パ 腫由来 の 細胞株 B L -2 の B tk 発現量は

M olt - 4 の 3 20 倍 , 同 じく T 細胞系の 細胞株である J u r k a t の1 6 0

倍 で あ っ た . 正常 人由来の E B V 形質変換細胞の B tk 発現量ほ

A
54 3 5 4 4 5 4 5 5 4 ` 5 4 7

S e r A rg T y r V a l L e u

T A T G T C C T G

E x o n 1 7

N o r m al

c o n t r ol

P a ti e n t ユ

( ⅡⅠ･ ` )

N o r m al

c o n t r ol

P a tie n t ユ

( ⅠⅠⅠ
-` )

IM 9 の 4 分の 1 で あ っ た . ま た , 正常人由来 E B V 形質変換細

胞 に 比較 し B tk 発現量ほ , 家系 1 では 8 分の 1 に , 家 系2 でほ

32 分の 1 に 減少 して い る こ と が示 された .
コ ン ト ロ ー ル と して

用 い た βア ク チ ン の 発現量 は全 て の 細胞 で差 が認 め ら れず ,

B tk の 発現量 の 差が R N A 抽 出や c D N A 合成の 際の 問題で ほな

い こ とが 示 され た .

4 . イ ン ト ロ ン 1 0 調節領域の メ チ ル 化

P C R の 結果 を 図 9 . B に 示 す . 正常男性由来 E B V 形質変換

細胞 で は 2 例 とも H 5/ H 3 , Ⅰ5/Ⅰ3 の 増幅 は見 られず イ ン ト ロ ン

1 0 調節領域 は脱 メ チ ル 化 され て い るもの と 考え られ た . こ の 結

T C C A Q C T ¢ ▲ Q T Q T Q G C T T T T T C ^ T C T T T C C C T C C A Q A A Q T A A A A A T ^ Q C A C A G T A T Q ^ ^ ^ C A T Q Q
Q T A T 6 T C C T 6
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F i g . 8 . Q u a n tit a ti o n of B tk a n d β
- A c ti n m R N A b y C R T- P C R ･ A m o u n t of B tk a n d β

- A c ti n m R N A w a s q u a n tit a t e d b y th e

a m o u n t of c o m p e titi v e t e m pl a t e a t th e m o s t n e a rl y e q u al a m plifi c atio n t o th e t a r g e t ( a r r o w s) . N o r m al E B , ⅩL A -1 a n d X L A-2

d e n o t e E B V -t r a n Sf o r m e d c ell li n e s d e ri v ed fr o m n o r m al f e m a .1 e
,
ⅩL A f a mi 1 y l a n d f a m ily 2 r e s p e c tiv ely . T d e n o t e s t a r g e t c D N A

p r o d u c ts a n d C d e n o t e s c o m p e tit o r p r o d u c t s .
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･ ~■>

AI> ･ 2
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~■~■~~■~ ｢~
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X L A 2 家系の B tk 遺伝 子解析

臭が検体 D N A の 量不足 , 質 の 低 下 に 依 るも の で な い こ と ほ

G 5/ G 3 が 良好に増幅 され て い る こ と よ り 伺わ れ る . こ れ に 対

し患者由来 E B V 形質変換細胞 で ほ家系 1
,
2 とも に H 5/ H 3 ,

Ⅰ5/Ⅰ3 の 良好な増幅 が認め られ て お り, イ ン ト ロ ン1 0 調節領域

は メ チ ル 化 され て い ると考えられ る .

考 察

分子生物学的手法の 革新 に よ り様 々 な 疾患に お い て 遺伝子 レ

ベ ル で の 患者診断 , 保因者診断はもは や 身近 なも の とな っ てき

てい る . 1 9 9 3 年に B tk 遺伝子が単離 され て以来 ,
ⅩL A 患者 に

おける B tk 遺伝子変異は現在ま で に 既に1 0 0種類以上 も報告 さ

れ て い る . S id e r a s ら
5)
に よ れ ば そ の 内訳 ほ 1 ア ミ ノ 酸置換

(40 % ) , 終 始 コ ド ン (1 8 % ) , 欠失(18 % ) , 挿入 (10 % ) , 欠失 +

挿 入 ( 1 % ) , 開 始 コ ド ン の 異 常 ( 3 % ) , ス プ ラ イ ス 異 常

(11 % ) と様 々 で あるが , 今回の 家系1 の よ うに 変異が 同定でき

ない が おそ らく転写の 段階で抑制を受けて い る と考え られ るも

の の 報告も散見さ れ る畔明
朗)

. B tk ほ が ん遺伝子 S r k に 類似 した

構造 を持 つ 非 レ セ ブ タ ｢ 型 チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ で あ り , S H 2 ,

S H 3 お よ び キ ナ ー ゼ ドメ イ ン (S H l) を持 つ . ま た
, 最大の 特徴

と して 大きな N 末端領域を持ち こ の 内部に は プ レ ス ク トリ ソ 相

同(pl e c k stri n h o m ol o g y , P H ) ドメ イ ン が 存在する( 図2) . 報告

例の 変異は こ れ ら全 て の ドメ イ ン に 渡 っ て認め られ て お り , こ

の タ ン パ ク が 正常 に 機能す るた め に ほ そ の 全 て の ド メ イ ン が 必

要で ある こ と が伺わ れ る . また , 現在 ま で 報告 された 変異 ほ原

則と して 家系 ごと に 異な っ て お り , 明 ら か な 変異 の ホ ッ ト ス

ポ ッ ト と呼 べ る部位 ほ認められて い な い .

ヒ ト B tk 遺伝子 が X L A の 責任 遺伝子である こ と が 判明 した

こ と に よ り , 従来 ⅩL A の モ デ ル と され てきた Ⅹ 連鎖免疫不全

(Ⅹ-1i n k e d i m m u n o d efic ie n c y , X id) マ ウ ス に おい て も検索 がな さ

れ ,
マ ウ ス B tk の2 8 位 の ア ル ギ ニ ン が ヒ ス チ ジ ン に ア ミ ノ 酸置

換する点変異が確認 され た
30〉31 )

. x id マ ウ ス ほ ⅩL A に 比べ て 症

状が軽く ∫ 郎 田胞減少の 程度ほ軽度 (正 常 の30 ～ 5 0 % ) で あり
,

免疫グ ロ ブリ ン も Ig M , I g G 3 分画の み が低下 ,
ポ リ サ ッ カ ラ イ

ドの 抗原に 対 して ほ不 応答だ が , タ ン パ ク 抗原 に 対 して は正 常

に 応答する . 2 8位 の ア ル ギ ニ ソ の 変異は P H ド メ イ ン 内の 1 ア

ミ ノ 酸置換であり B tk の 他の ドメ イ ン に ほ 全く 影響を与 えず

キナ ー ゼ 活性 も正 常 に 保た れ る . 従 っ て こ の 変 異 の 効 果 は

B tk タ ン パ ク が P H ドメ イ ン を介 して行 う他の タ ン パ ク との 相

互作用が障害 され る点に ある と解 され て い る . xid が 軽症 で あ

るの ほ こ うい っ た 遺伝子変異の 性格 に よ る もの か と 思わ れ た

が
, そ の 後 ヒ ト に お い て も28 位 ア ル ギ ニ ン → ヒ ス チ ジ ン の 点変

異をも つ ⅩL A 症 例 が 報告 され
32)

,
こ れ ほ 典 型的 な重症例 で

あ っ た ･ した が っ て x id マ ウ ス が軽症で あるの ほ B tk 遺伝子変

異の タ イ プ に 依存 して い る の で ほ なく ,
ヒ ト と マ ウ ス の 種差す

なわ ちB 細胞分化に お ける B tk 遺伝子 の 重要性 の 違 い を 反映

して い る もの と考え られる .

最近 B tk の P H ドメ イ ン ほ 3 量体G タ ン パ ク や C キ ナ ー ゼ

と会合する と の 見 好
3)34 )
や B tk の S H 2

,
S H 3 ドメ イ ン と会合す

る他 の タ ン パ ク の 存在が 次第 に明らか に な り つ つ ある が 咽
,

そ の 細胞内情報伝達経路の 全貌は 未だ 不 明 で あ る . しか し
,

B tk 異常症 で ある ⅩL A が B 細胞 の 分化異常 の み を きた し (そ

れ も骨髄中の幼君B 細胞 は正 常 に 存在す る) , 他 の 細胞系列 に

ほ全くと言 っ て 良 い ほ ど影響 を与えな い こ と を見 ると ,
こ の 分

子が B 細胞 の あ る成熟段階に特異的 に 必 要な チ ロ シ ソ キナ ー ゼ
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で ある こ とが 伺われ る .

今回 X L A 2 家系 に つ い て B tk 遺伝子 異常 を解析 し, 家系1

で ほ遺伝子変異そ の もの の 同定ほ で きなか っ た が m R N A の 転

写 レ ベ ル で の 障害が C R T - P C R お よ び63 3 位 シ ス テイ ソ に お け

る D N A 多塾部位の 解析 より示 唆 され , 家弟 2 で ほ エ ク ソ ン16

の ス プ ラ イ ス ドナ ー 内に 1 塩基置換を同定で きた . また
,
こ れ

に よ り家系 2 で は患者の 姉の 一 人が新 た に 保因者である こと が

判明 した ･ ⅩL A 女性保因者の 診断は 一 般的に ほ 難 しく , 臨 床

的に ほ判断 で きな い (末梢血 B 細胞数, 免疫グ ロ ブ リ ン 値 な ど

い ずれ も正 常で ある) . 従来ほ D N A 多塾 マ ー カ ー

を 利用 した 連

鎖解析 に よ るか
耶 8)

t 末梢血 B 細胞 に お け る非 ラ ン ダ ム Ⅹ染 色

体不活性化を証明する か に よ っ て い た が3ロト 43)
, 連鎖解析 ほ使用

する マ ー

カ ー が個人に よ っ て は 多型 を 示 す と は 限 らず , ま た

マ ー カ ー

に よ っ てほ 魁換 え頻度が無視 できない もの もある . 多

く の 場合複数の 多塾 マ ー カ ー

を 用い て こ の 問題 を解決 して い る

が
37)

操作 がや や 繁雑であり
, あく まで 間接的な診断 で ある こ と

を念頭 に置かね ばな らな い . ま た
,
B 細胞に おけ る非ラ ン ダ ム

Ⅹ染色体不活性化を応用 した ⅩL A 保田著の 診断法が考案され

て い るが , 末梢血 に お い て 顆粒球 , 単球▲ T 細胞ほ 非ラ ン ダ ム

Ⅹ染色体不精性化 パ タ ー ン を と らな い (すなわ ち ラ ン ダ ム な 不

活性化 パ タ ー

ン を と る) の で
,
まず B 細胞分画を分離す る必要

がある ･ 検出方法と して ほ D N A 多塾 と メ チ ル 化を 組み合わ せ

て サ ザ ン プ ロ ッ ト
3g)
や P C R

4 8 ト 42)

で 検出す る方法や
,
ハ ム ス タ ー

線稚芽細胞と の 融合細胞を作る方法
43)

な どが あるが
,
や ほ り 間

接的な診断である こ と
,
全く の 偶然 に よる Ⅹ染色体不括性化の

片寄 りが 有り得 る こ と な ど問題 が残 る . 結局保因老診断に関 し

て ほそ の 家系内で の B tk 遺伝子 変異を同定 し , D N A の レ ベ ル

で異常対立遺伝子を持 っ て い る か どうか を検討する の が最良で

ある と思われ るが
, 今回家系2 で確実な 保因者診断が行 えた こ

と ほ有意義であ っ た . なお
, 家系 2 の 遺伝子 変異 ほ Ji n ら

Ⅰ3)
の

報告 した 患者56 と 全く同 一

の 変異 で あ っ た . こ の 患者の 人種 な

どに 関する記述 ほ なく詳細は 不 明 で あ るが , 本家系2 と同 一

の

祖先を も つ 可能性 , あるい は こ の 遺伝子 変異が比較的生 じや す

い もの で あり各 々 別個 に 変異が生 じた 可 能性が考え られ る .

イ ン ト ロ ン1 0 の メ チ ル 化 に つ い て は P a r olin i ら
丁) も 4 例 の

X L A 患者由来 E B V 形質変換細胞 [ l .
コ ドン 3 6 0 (S H 2 ドメ

イ ン) の 1 ア ミ ノ 酸置換, 2 .

エ ク ソ ン1 7
,
1 8 の 境界に また が る

コ ドン の 1 塩基置換 に よ るス プ ラ イ シ ン グ の 欠如, 3 .
コ ド ン

7 6-7 7 (P H ド メ イ ン) の 4 塩基欠失と フ レ ー

ム シ フ ト に よ る 早

期翻訳終結 , 4 .
コ ドン 5 2 0 (S H l ドメ イ ン) の 1 塩基置換に よ

る終結 コ ド ン] で しら べ て お り , うち 2 例( 1 ‥ 2 . ) ほ成熟

郎田胞 パ タ ー

ン の 脱 メ チ ル 化 を認め , 他の 2 例 ( 3 . , 4 . ) で

ほ メ チ ル 化 を認め た . 臨床症状 と して ほ 1 . 3 . 4 . は 比較的

軽症例で あり , 2 . ほ典型例 で あ っ た . また
,
2 . 3 . 4 . で

は B tk m R N A の 転写が認め られ なか っ た .
P a r oli ni らは 考察 と

して イ ン ト ロ ン1 0 の メ チ ル 化 と ⅩL A の 臨床症状と は相関が な

く ,
メ チ ル 化が 見られ るも の に 関 して ほ ⅩL A 患者 に お け る

(末梢血 中に わずか に 存在する) B 細 胞 が 幼君 な表現塾を示 す

こ と
, す なわ ち 免疫 グ ロ プ リ ン 遺伝子の 再構成 が 不完全な形 で

生 じて い た り , 細胞表面 マ ー カ ー

が よ り幼君な段階の B 細胞 の

特徴 を示 して い た りす る こ と
44 ト48)
と結 び 付け て い る . 今 回

P C R 法 を用い て イ ン ト ロ ン10 の メ チ ル 化 の 状態を検討したが ,

2 家系ともに 患者末梢血由来 E B V 形質変換細胞 は メ チ ル 化 を

受けて い た . P a r oli n i らの 症例も含 めて B tk 遺伝子 の 異な っ た
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変異で こ の 部位の メ チ ル 化 が共通 して認め られ
る の は

, 変異 を

持 っ た 細胞 で は成熟B 細胞
へ の 分化が起こ らず ,

幼君性 を 残 し

て い る と考える と分か りや すい ･

一 方 C R T -P C R の 結果 で は 家

系1 , 2 ともに B tk 遺伝子の 転写活性は低下 して お り
イ ン ト ロ

ン10 の メ チ ル 化 との 関係が問題と な る ･ しか しイ ン ナ ロ ソ1 0 に

メ チ ル 化 の み られる , 単球 , 顆粒 軌 B 前駆細胞系の 細胞 でも

ノ
_ ザ ソ プ ロ ッ ト解析 に て B tk m R N A の 発現が 認め られ

て い

る こ とや
一

＼ タ ン パ ク の レ
ベ ル で もB 前駆細胞や顆粒球系細胞

でも発現が認められ る こ と
珊
を 考え ると , 少な くと も恒性的 な

B tk 遺伝子発現に ほ こ の 部位 の メ チ ル 化 ほ関係な
い の で は な い

か と思われ る .

一 般 に D N A の メ チ ル化 ほそ の 周囲の 遺伝子発

現調節に 深くか か わ っ て お り , B 細胞に お い ては 成熟段階
の あ

る時期に脱 メ チ ル 化 が起 こ り , これ に 伴 っ た B
tk 遺伝子 の

一 過

性の 強 い 発現が現わ れ る可 能性を 示 唆 して
い る ･ 家系 1 に お い

て 恒性的な B tk 転写が 抑制 され て い る とす るな らば, B tk 遺伝

子 に は イ ン ト ロ ソ1 0 の 他に も調節領域が在 りそ こ に 異 常を き
た

して い る可能性が考えられ る . 家系 2 に お い て は 家系1 よ りさ

らに m R N A レ
ベ ル が落ち て い る が ,

こ れ は転写量が減少 して

い ると い う よ りもス プ ラ イ ス 異常 をきた した m R N A が 不 安定

で 分解され や すい こ と に 起 因して い るもの と解す る
べ き で あろ

う.

結 論

ⅩL A 2 家系に 対 し B tk 遺伝子異常の 解析を行い 以下の 結果

を得た .

1 . 家系 1 に 於 い て ほ B tk 遺伝子の 翻訳領 軋
一 部 の プ ロ

モ
ー

タ
ー 領域 を含む 5

'

非翻訳領域 ,
3
'

非翻訳領軋 イ ソ ト ロ ン

1 0 内の 調節領域 の い ずれ に も変異 ほ認 め られ な か っ た ･ しか

し , C R T
- P C R の 結果 B tk 遺伝子 の 発現量ほ正常の 1 / 8 に 低

下 して お り B tk 遺伝 子の 転写 に 障害があるもの と 考え られ た
･

こ の 結果は B tk 遺伝子の 未知 の 調節領域 の 変異 の 可 能性 を 示

唆する .

2 . 家系 2 に お い て ほ エ ク ソ ン16 の ス プ ライ ス ドナ
ー に 1 塩

基置換があ り , こ の た め m R N A の ス プ ラ イ ス 異常 を き た し

60b p の 挿入 が生 じて い た . また こ の 変異 の た め エ ク ソ ン 1 6 以

降 に フ レ
ー ム シ フ トを 生 じ B tk タ ン パ ク の 早 期翻訳終結が生

じた .
C R T - P C R の 結果 B tk 遺伝 子の 発現量は正 常 の 1 /3 2 に

低下 して い た が ,
こ れ は ス プ ライ ス 異常をきた した m R N A が

不 安定で あるた め と解釈 され た ･

3 . 家系 2 に お い て変異対立遺伝子が制限酵素 P v u
Ⅱ で消

化 され る こ とを 利用 し , 新た に P C R プ ラ イ
マ

ー

を 設定 し家系

内の 保因者診断を お こ な っ た . こ れ に よ り今回 新た に 患者の 姉

の 一 人が 保因者である こ とが 判明 した ･

4 . 家系 1 , 家系 2 患者末梢血 由来 E B V 形 質変換細胞 に

て
▲
B tk 遺伝子イ ン ト ロ ン1 0 領域 の メ チ ル 化を 認め た ･

こ の こ

と は患者に お い て 末梢血中に少数存在す るB 細胞の 幼君性 を示

すも の と 解 され た ,
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v ole c u l a r di a g n o sis of X
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,

3 4 1
,
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9 ) O h t a , Y .
,
H ai r e , R ･ N ･

,
L i t m a n

,
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F u
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,
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,
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,
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,
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,
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G o o d
,
R . A . & L i t m a n

,
G ･ W ･ : G e n o mi c o r g a n i z a ti o n a n d

s tr u c t u r e of 】∋r u t o n a g a m m a gl o b uli n e m i a ty r o si n e k i n
a s e :

lo c al i z a ti o n of m u t a ti o n s a s s o cia t e d w ith v a ri e d cli n ic al
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,
9 1

,
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1 0) B r a dl y , L ･ A ･
,
S w e a t m a n

,
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,
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,
A . M .

,
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-1i n k e d a g a m m a gl o b uli n e m i a
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- 8 3 (1 9 9 4) ･
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P .
,
A m s el e m

,
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,
M . : A n e x o n - S ki p pi n g

m u ta ti o n i n th e b tk g e n e o f a p a ti e n t w ith X-1i n k e d
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,
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,
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,
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T s u c h i y a , S . & K o n rt o

,
T . : A n e w p oi n t
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,
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,
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,
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,
D . E . H .

,
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,
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,
P ･ D ･ & L a r ri c k

,
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, 3 5 9
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P e r ri n

,
S .

,
B l a n c h a r d , K . & B u n n
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S .
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H .
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K h 乱n

,
W .

N .
,
N ils s o n

,
L .
,
P 8 r k i n s o n

,
E .

,
T h o m a s
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,
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,
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V e t ri e
,
D . ,
S m it h , C . Ⅰ. E . & Ⅹa n t h o p o u l o s , K . G . :

G e n o m i c o r g a n iz a ti o n of m o u s e a n d h u m a n B r u t o n
'

s

a g a m m a gl o b uli n e m i a t yr o si n e k i n a s e ( B tk) l o ci . J . l m m u n ol . ,

1 5 3
,
56 0 7 - 5 61 7 (1 9 9 4) .

2 7) S m ith , C . Ⅰ. E .
,
B a s k i n

,
B .

,
H u m i r e - G r e if f

,

Z h o u
,
J .
,
0 1 s s o n

,
P . G .

,
M a n i a r

,
H . S .

,
K j ell e n ,

L a m b ri s , J . D .
, C h ri s t e n s s o n

,
B .
,
H a . m m a r s t r o m
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B e n tl e y , D .
,
V e t ri e , D .

,
l s l a m

,
K . B .

,
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ト

L
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S id e r a s
,
P . : E x p r e s si o n of B r u t o n

'

s a g a m m a gl o b u li n e m i a

ty r o si n e ki n a s e g e n e , B T K , i s s el e c ti v el y d o w n
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(1 9 9 4) .
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ブ リ ン 血 症の 遺伝子解析 - とく に B r u t o n
'

s ty r o si n e ki n a s e 遺

伝子の 発現異常 に つ い て . 小児科診療 ,
5 7

,
1 0 2 1-1 0 2 7 (1 99 甘

2 9) 新井 田要 , 宮脇 利男 : Ⅹ 連 鎖性無 r- グ ロ プ リ ン 血 症 と

B t k ( B r u t o n
'

s ty r o si n e ki n a s e) . 別冊 ･ 医学 の あゆ み 免疫疾患 -
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4 0 ト40 4 頁 , 医師薬出版株式会社 , 東京, 1 9 9 5 .
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Si d e r a s
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,
S m it h

,
C . l . E .

,
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,
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3 1) R a w li n g s , D . J .
,
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,
D . C .

,
T s u k a d a , S .
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L a r g a e s p a d a , D . A .
,
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,
J . C .

,
C o h e n

,
L .

,
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,
B a z a n

,
J . F .

,
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,
M .

,
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,
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B r u t o n
'
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S ci e n c e
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26 1

,
3 5 8
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,
M a n si n k
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,
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,
R . K . B . & H e n d r ik s
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,
3
,
1 6 1 -1 6 6 (1 99 4) .

3 3) T s u k & d a , S .

,
S i m o n

,
M . I .

,
W i tt e

,
0 . N . & K & t 2

,

A . : B i n d in g o f βT S u b u nit s of h e t e r o tri m e ri c G p r o t ei n s t o

th e P H d o m ai n of B r u t o n ty r o si n e k in a s e . P r o c . N a tl . A c a d .

S ci . U S A
,
9 1
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1 1 2 56-1 1 2 6 0 (1 9 9 4) .
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34) Y a o , L .

,
K a w a k a mi

,
Y ･ & K a w a k a mi , T ･ : T h e
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3 5) S a t o , S .
,
K a t a gi ri , T .

,
T a k a ki

,
S ･

,
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,
Y ･

,

H i t o s hi
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,
Y o n e h a r a , S ･

,
T s u k a d a

,
S ･
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K it a m u r a ･ D ･

,

W a t a n 且b e
,
T .

,
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0 . & T 且k a t $ u , K ･ : I L - 5 r e c e p t o rT

m e d i at e d ty r o s in e p h o s p h o r yl a ti o n of S H 2/ S H 3
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C O n ta ta in i n g

p r o t ei n s a n d A c ti v a ti o n of B
r u t o n
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s ty r o si n e a n d J a n u s 2

ki n a s e s . J . E x p . M e d . , 1 8 0 , 2 1 0 1- 21 1 1 (1 9 9 4) ･

3 6) C h e n g , C .
,
Y e , Z . S . & B alti m o r e

,
D ･ : B i n di n g o壬

B r u t o n
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s ty r o si n e k in a s e t o F y n , L y n . o r H c k th r o u gh a S r c
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37) O tt , J . , M e n si n k , E . J . B ･ M ･
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T h o m p s o n , A ･ &

S c h u u r m a n
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H ･
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1 6 6

,
1 1 1 - 1 1 6 (1 9 9 3) ･

4 3) C o n l e y , M . E . & P u c k
,
J . M ･ : C a rri e r d e t e cti o n i n

t y pi c a.
I a n d a ty pi c al X-1i n k e d a g a m m a gl o b uli n e mi a ･ J ･

P e di a tr
リ
1 1 2

,
6 88- 6 9 4 (1 9 8 8) .

4 4) S c h w a b e r , J . , P a y n e , J . & C h e n
,
R ･ ‥ B ly m p h o c yt e s

f r o m X -1i n k e d a g a m m a gl ob u li n e m i a . J . C li n ･ I n v e s t リ 81 ,

5 1 4-5 2 2 (1 9 8 8) .

4 5) S c h w a b e r , J . & C h e n
,
R . H .

: P r e m a t u r e t e r m in a ti o n

of v a ri a b l e g e n e r e a r r a n g e m e n t i n B ly m p h o c yt e s f r o m

X -1i n k e d a g a m m a gl o b u li n e m i a . J . C li n ･ I n v e s t ･
,
8 1

,
2 00 4- 2 00 9

(1 9 8 8) .

4 6) C o n l e y , M . E . : B c ells i n p a ti
.
e n t s w ith X

-1i n k e d

a g a m m a gl o b u li n e m i a . J . I m m u n ol ･ , 1 3 4 , 3 0 7 0-3 0 7 4 (1 9 8 5) ･

47) G e n e vi e r , H . C .
,
H i n s h e l w o o d , S ･

,
G a s p e r , H ･ B ･

,

R i g l e y , K ･ P ･
,
B r o w n

,
D ･ , S e al a n d ･ S ･

,
R o u s s e t

･
F ･

,

L e vi n s k y , R . J .
,
C a ll a r d , R ･ E ･ & L o v e ri n g , R ･ C ･

:

E x p r e s si o n of B r u t o n
J

s t yr o si n e k i n a s e p r o t ei n wi th i n th e
B

c e11 1 in a g e . E u r . J . I m m u n ol . , 2 4 , 31 00
- 31 0 5 (1 9 9 4) ･
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M u t ati o n A n al y sis of t h e b r u t o n
.

s T y r o si n e K i n a s e i n 2 F a mi 1ie s wi t h X
･ L i n k e d A g a m m a gl o b u li n e mi a Y o

N ii d a , D e p art m e n t of P ediatri c s , S ch o ol o f M e d i ci n e , K an a Z a W a U niv er sity , K a n a z a w a 9 2 0
-

J ･ J u ヱe n M e d S ∝ ･
,
且0 5

I
1 21 -

1 35 (1 9 9 6)

K ey w o rd s X
-1i n k ed ag a m m ag1 0 b uli n e mi a , B ru t O n

-
s ty r o si n e ki n as e , g e n e m ut ati o n , C O m pe ti ti v e r e v ers e tr an S C ri b ed P C R

A b st r a 亡t

X -1i n k e d a g a m m a gl o b uli n e m i a ( X L A ) is a h e rit a b l e i m m u n o d e fi ci e n c y s y n d r o m e c h a r a c t e ri z e d b y a

B -1y m ph ∝ yt e
-1in e ag e s pe Ci丘c diff t r e n ti atio n d e fe ct re s ulti n g l n S e V e rely d e cr e a s e d le v els o f m at u r e B

- C ells an d s e ru m

i m m u n ogl ob uli n s ･ A ff b c ted m al es s ufft r 打o m r e c u rre n t b a ct e ri al i nft ctio n s , St arti ng ty pic al 1y i n e arly ch ild h o o d , a n d r e q u lre

i m m u n ogl o b uli n r epl a c e m e nt th e r ap y ･ R e c e ntly , th e g e n e m u t a te d i n X L A w as id e nti 鮎d as a cy to p l a s mi c p r ot ei n
-ty r O Si n e

ki n a s e an d d e sig n at ed B ru t O n
,
s ty r O Si n e ki n a s e ( B tk) . A fte r cl o nin g of th e B tk g e n e , m O r e th an a h u n d re d B t k m u ta ti o n s in

X L A p ati e nt s w er e d e s c rib e d ･ I n thi s r ep o rt , t W O f a m ili e s w ith X L A w er e sy st e m atic a11 y a n al y z e d f o r t h e B tk g e n e

m ut atio n s; i n cl u din g r e v ers e tr an SC ri b e d
- P C R ( R T

- P C R) , P C R i n d ir e ct s e q u e n ci n g , C O m pe t etiv e R T
- P C R (C R T - P C R) a n d

I ntr o n 1 0 m e th y l atio n a n aly sis b y P C R . I n f a m il y l , n O m u t a ti o n o f th e B tk g e n e w a s d et e ct ed i n th e c odi ng r eg l O n ,

5
■
- u n tr a n Sl a te d r e gi o n ( U T R) i n cl u di n g p arti al p r o m ot e r s e q u e n c e , 3 しU T R a n d re g ul att o ry s eq u e n c e of I n tr o n l O ･ B ut

C R T r P C R s h o w e d r ed u c e d l e v el s of B tk g e n e t r an S C ri p ti o n i n th e E pst ei n
- B a r r vi ru S (E B V) -t r an Sf b r m e d c e11 1i n e d eri v e d

ft o m th e p ati e n t of fa m ily l ･ I n f a mi 1y 2 , a P Oint m ut ati o n o f G t o C s u b stit uti o n in th e i ntr o n 1 6 splici ng d o n o r site

S e q u e
n C e S W aS d et e ct e d ･ T b is m u t ati o n r e s ul te d i n a b e rr an t Sli cin g an d 6 0 b p in se rti o n b e t w e e n e x o n 1 6 a n d 1 7 0 f B t k

m R N A . T h is m ut atio n al s o c a u s e d a 触 m e s hift aft e r e x o n 1 6 a n d p r e m at u r e t e mi n ati o n of B tk p r ot ei n . C R T
- P C R s h o w e d

l o w l e v els of B tk m R N A an d i t s e e m s th at th e m ut at ed ab e r r an t S Plic e d m R N A is u n st a bl e an d ra pid l y d e g r a d ed i n c ell s .

C a mi er d et e c ti o n of fa mi 1y 2 w as pe rfb r m e d b y P C R a n d m u ta n t all ele s pe Cific P v u II sit e , an d o n e sist er o f th e p ati e n t w a s

id e n ti n e d as a c arri er . I n tr o n l O r e g ul at ory s eq u e n c e o f E B V
- tr a n Sfb rm e d c el1 1i n e s w er e m e th y l at ed i n b o th fh m ili es . It

i ndi c a te s th at t r an Sf b r m e d c ells w er e i m m at ur e - B c ell s i n b o th fa m ili es .


