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球脊髄性筋萎縮症の遺伝子解析

金沢大学医学部神経内科学講座 は 任 二 高守正治教授う

横 地 英 博

く平成 3 年8 月 2 日受 付ン

81 9

運動 ニ ュ ー ロ ン疾 患の 原 因解明 の 糸 口 と し て 下 位運動 ニ ュ ー ロ ン の 変性 を主徴 とす る 伴性劣性遺

伝疾患 ， 球 脊 髄性筋萎縮症 くK e n n e d y － A lt e r － S u n g 症 候群ン の遺伝 子 解析 を制限酵素断片長多 型

くr e st ri c ti o n f r a g m e n t l e n g th p ol ym O r p h is m ， R F L P I に よ る連鎖検定 と巨大 D N A 分離装置である パ ル ス

フ ィ
ー ル ドゲ ル 電気泳動くp u l s e d fi eld g el el e c t r o p h o r e sis ， P F G EJ を 用 い て行な っ た ． 球脊髄性筋萎縮

症7 家系 か ら得 た 末梢血白血病 よ り D N A を抽 出し ， X 染色体長腕近位部 に 位置 す る ブ ロ ー

プ D X S l

くX q l l －1 3I ， D X S 7 2 くX q 2 1 ．11 ， D X Y S l くX q 2 1 ． 3 11 に よ る R F L P を検索 した ． D X S 7 2
，
D X Y S l で は ，

本邦集団 に お い て も R F L P が 認 め られ た ． D X S 7 2 に つ い て は 3 家系 か ら遺伝学的情報が得ら れ ． 組 み

換え は生 じて い な か っ た ． D X Y S l に つ い て は 3 家系か ら遺伝学的情報が得 ら れ たが ，
1 家系 で組 み換

えが生 じて い た ． D X S l は R F L P を示 さ ず ， 遺伝学的情報は得 られ なか っ た ． M o rt o n の 方法 を用 い て

ロ ッ ド ス コ ア を 算定 し ，
D X S 7 2 に つ い て は e ニ 0 ． 0 0 に お い て 最大値0 ．9 0

，
D X Y S l に つ い て はe ニ 0 ． 2 0

に お い て 最大値0 ． 0 7 を得 た ． D X S 7 2 は今後 ， 本疾患の 解明の 上 で D X Y S l と並 び有用 な プ ロ ー ブと な る

と考 えら れ た ． P F G E は白血 球 を低融点ア ガ ロ ー ス に 包増 し ， 8 塩基認識の 制限酵素 S fiI に て 切断し ，

約10 0 へ 6 0 0 キ ロ 塩基対 くkil o b a s e ， k bJ の D N A 断片 を分離 した ． S f正 切断に よ り X 染色体長腕近位部 に

位置す る ブ ロ ー プ D X S l
，
D X S 7 2

，
D X Y S l

，
D X Y S 2 くX q 1 3 －2 2I ， P L P くX q 2 1 ． 3 －2 21 が検 出し た D N A 断

片はい ずれ も球脊髄性筋萎縮症患者と健常男性 で 同 じ長 さ で あり
，
同疾患 で は こ れ ら プ ロ ー プの 近傍 で

大規模な D N A の 欠失な どの変化 が生 じ て い る可能性 は少な い と 考え られ た ．

K e y w o r d s X －1 in k ed b ulb os p in al m u s c ul ar at r O p h y ， K e n n e d y － A lt e r － S u n g

S y n d r o m e ， 1 in k a g e an aly sis ， r e S t ric tio n f r a g m e n t l e n gt h

p ol ym O rp h is m ， p uls e d field g el el e c t r o p h o r e sis

近年
， 遺伝性の 神経難病に 対し分子 生物学的手法 を

用い て 遺伝子 の 面 か ら ア プ ロ ー

チ す る試 み が さ か ん に

行なわれ て い る ． 筋萎縮性側索硬化症 を は じめ と す る

運動 ニ ュ ー

ロ ン 疾患は 代表的な神経難病 で ， そ の 病 因

は未だ全く不明 で あ る ． 球脊髄性筋萎縮症くK e n n e d y －

A lte r －S u n g 症候群1 は 青壮年期発症 ． 綬徐進行性の 球

症状 ． 四肢 筋力低下 一 手肢 振戦 に し ば し ば 女性化乳

房 ． 耐糖能障害 ． 高月旨血 症 な どの 内分 泌異常 を伴 な う

特異な症候群で ， 伴性 劣性遺伝型式 をと る こ と が確立

さ れ て い る
1 ト 5－

． 病理 的 に は 脳幹 と 脊髄 の 下 位運動

ニ ュ
ー

ロ ン の 変性 ． 脱落 が特徴と さ れ る
即l

． 同疾 患 の

A b b r e vi atio n s 二 C M
，
C e n t in 1 0 r g an 三 E D T A ，

kn ob a s e 三 P B S ， p h o s p h a t e
－ b u ff e r e d s a 血 e 三

遺伝子 を明 ら か に す る こ と は運動 ニ ュ ー

ロ ン 疾患の 病

因解明 の 糸口 と し て 重 要な意味をも つ と思わ れ る ．

F i s c h b e c k ら
別
は球脊髄性筋萎縮症 7 家系 に つ い て

X 染色体上 の 8 種類の マ ー

カ ー を用 い て 連鎖解析 を行

な い ， X 染色体長腕近位部の プ ロ
ー

ブ D X Y S l と e 二

0 ．0 5 に お い て ロ ッ ド ス コ ア3 ． 5 3 と 有意の 連鎖が ある こ

と を証明 した ． 球脊髄性筋萎縮症 は本邦 に お い て も 向

井
鋸 0
や S o b u e ら

刀
の 多数例 の 報告が あ る が

，
本邦 で の

遺伝学的検索 は M u k ai ら
111
と 園生ら

121
の 第 d 色盲と 球

脊髄性筋萎縮症 を合併し た家系 で の 検討 が ある の み で

あ る ． 第 一 色 盲 の 遺 伝子 座 は X 染 色体長腕遠 位端

dis o diu m e t h y le n e
－ di a m in et et r a a c e t at e ．2壬も0 ニ k b ，

P F G E
， p uls e d field g el ele ct r o p h o r e sis ニ R F L P ，

res tri c ti o n f r a g m e n t le n g th p o レm o r p his m 三 S D S ， S Od iu m d o d e c yl s ulf at e 三S S C ， 1 5 0 m M N a C l，
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くX q 2別 に あ る こ と が知 られ て お り
13－

，
球脊髄性筋萎縮

症 との 間の ロ ッ ドス コ ア は向井 らの 家系で は最大0 ，4
，

園生 らの 家系で は 最大0 ． 1 4 と算定 さ れ と も に 有意な 連

鎖 は認 め られ な か っ た ．

本研究で は 仁 球脊髄性筋萎縮症 の 7 家系か ら検体 を

得， 末棉血白血球よ り D N A を抽 出 しX 染色体長腕近

位部の 3 種類の ブ ロ ー プ くD X S l ， D X S 7 2 ， D X Y S ll に

よ る R F L P を用 い て 連鎖解析 を行な っ た ． 平行 し て

10 0
ノ
ー 10 0 0 k b の 巨大 D N A を分離 し う る P F G E を用 い

て
，
X 染色体長腕近位部の 5 種 類 の プ ロ ー ブ くD X S l ，

D X S 7 2
，
D X Y S l

，
D X Y S 2

，
P L P l が 検出す る S f辻 断片

の 長さ を球脊髄性筋萎締症患者と健常男性 で比較 し ，

遺伝子 の 欠損等の 変化が生 じて い な い か検討 し た ．

対象 お よ び方法

工
． 対 象

金 沢大学医学部付属病院神経内科 ， 石川県立中央病

院神経内科 ，
公立能登総合病院神経内科 を受診 した 球

脊髄性筋萎縮症患者と そ の 家族計 7 家系 を対象 と した

く図1 ト 球脊髄性筋萎縮症の 診断は向井
91

が 呈 示 し た

神経症候
，
1 つ 筋萎縮 ． 筋力低下 ． 線維束攣縮が 四 肢

筋の ほ か 顔面筋 ． 青筋に み ら れ る ，
2 う 緩徐 な進行 を

示 す ，
3う 錐体路 ． 知覚 ． 協調運動等の障害 の 欠如 を

満た す症例と し た ．

H ． 方法1 R F L P に よ る 連鎖検定

1 ． 末梢血 白血球か らの D N A 抽出

K u n k el らの 方法
1 刷

を高 分子 D N A が 得ら れ る よ う

に 一 部変更 した ． E D T A の は い っ た採血管 で 1 0 m l 採

．ニ享1

廿
里
1

．

地

血 し
，
N a C l で 等張 に した デ キ ス トラ ン 溶液 を1ノ3 量加

え て 1 時間放置 した ． 上 層 を遠心 して 得た沈殿をリ ン

酸緩衝食塩水くph o s p h at e －b u ff e r ed s a 血 e
，
P B SJ で 2

回 洗 浄 し た 後 ， 5 倍 量 の 細 胞分 解溶 液 川 ． 3 2 M

S u C r O S e
，
1 ％ T ri t o n － X

，
5 m M M g C 1 2， 1 0 m M T ri s ， H Cl

くp H 7 ．引1 に 懸濁 し た 一 遠心後 ， 沈殿 した 核分画に生理

食 塩 水
－

E D T A 液 を 5 m l ， 1 0 ％ S D S くs o di u m

d c xl e c yl s ulf a t el を0 ． 5 m l 加え横枠後
，
プ ロ ティ ナ ー

ゼ

K 溶液 く1 0 m gl m りくM e r c k ， D a 汀n St ad t ， F R G l を55 JL

l 加 え ， 3 7
0

C で 4 時間保温 した ． 等量の フ ェ ノ ー

ル を

混和 し遠心 後水層を 回収 した ． 同 じ操作 を フ ェ ノ ー

ル

． ク ロ ロ ホ ル ム く1 二1う液 ，
ク ロ ロ ホ ル ム ．

イ ソ アミル

アル コ
ー ルく24 二1I 液 で繰 り返 した ． 得 ら れ た水層を約

10 0 倍 量 の T E 溶液 く10 m M T ri s － H C l ， 1 m M E D T A

くp R 8 ． 0ナナ で 1 2 時 間 ず つ 2 回 透 析 し た ， 5 00 m M

T ri s － H Cl くp H 8 ．01 ， 5 0 0 m M N a Cl ， 1 00 m M E D T A 液を

10 分 の 1 量加 え
，
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A 溶液く10 m gノー瑚

く和光 ，
大 阪1 を最終濃度50 〆 gノm l に な る よ う に加え．

3 7
0

C で4 5 分間保温 し た ． 次 に プ ロ ティ ナ ー

ゼ K 溶液を

最終濃度 10 叫 gノm l に な る よう に 加 え ， 3 7
0

C で60 分間

保温 した ． 等量 の フ ェ ノ ー ル を混和 し遠心 後水層を回

収 した ． 同 じ操 作を フ ェ ノ ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム 液，
ク

ロ ロ ホ ル ム ． イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 液で 繰 り返 し， 水

層 を エ タ ノ
ー ル 沈殿 した ． ガ ラ ス 棒 で 沈殿 し た D N A

をま きと り乾燥させ 200 へ 5 0 0 ノ上1 の T E 溶 液に 溶解

し ， 2 6 0 n m に お ける 吸光度の 測定 に よ り D N A 濃度を

求 め ， 4
0

C に 保存 した ．

2 ． サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ ー

F G

Fi g ． 1 ． P e d ig r e e s of b u lb o s p in al m u s c ul a r a t r o p h y f a m ili e s u s e d i n thi s s t u d y － C i r cl e s ，
f e m al e s i

ci r cl e s w ith d o t s ， O b h g a t e c a r ri e r f e m al e s こ O p e n S q u a r e S ， u n a ff e c t e d m al e s ニ fill ed s q u a
r e s

，
m al e s

wi th b ul b o s p in al m u s c u l ar a t r O ph y s a s t e ri s k s ， p e r S O n S f r o m w h o m D N A s a m pl e s w e r e ob t a in e d －

1 5 m M s d iu m cit r at e くp H 7 ． 01 芸 S S P E ， 1 50 m M N a C l， 1 0 m M N a H 2P O 4， 1 m M E D T A くp
H

7 ． 41 ニ T B E ， T ri s
－ b o r at e el e c t r o p h o r e sis b uff e r i T E ， 1 0 m M T ri s

－ H Cl
，
1 m M E D T A くp H 8 ．Ol



球脊髄性筋萎縮症の 遺伝 子解析

10 p g の
D N A を制限酵素 T a qI ま た は H h d III 僅

酒造． 京齢 に て切 断し ， 0
■ 4 へ 0 ．8 ％ア ガ ロ ー ス ゲ ル

で目的の D N A 断片の 長さ に 応じ て 4
へ 1 2 時間 ，

電気

泳動を お こ な っ た
． サ イ ズ マ

ー カ ー と し て ラ ム ダ

フ ア
ー ジ D N A く宝酒造1 の 古瓦－dl工I 消化 断片を 用 い

た ． アガ ロ
ー ス ゲ ル よ り ナイ ロ ン膜 くP h a n n a ci a ． L K B ，

U p p s ai a ，
S w ed e nI へ の サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ

ー は

V a c u u m bl o tti n g s y s t e m くPh a r m a c i a
－ L K Bl を用 い た ．

トラ ン ス フ ァ
ー

した ナ イ ロ ン膜 は乾燥乳 紫外線 を3

分間照射 し D N A を結合さ せ た 一

3 ． プ ロ
ー プの 作成

ブ ロ
ー プ は A m e ri c a n T y p e C u lt u r e C oll e c ti o n

伍T C Cl よ り供与 され た プラ ス ミ ド を用 い た 懐 1 1 ■

指定さ れ た制限酵素で プ ラ ス ミ ドを切断後 ， 低融点ア

ガロ ー ス くB R L ， G ai th e t ちb u r g ， U S A l で 電気泳動 し目

的とする D N A 断片を切 り出 した ．
T E 溶液 に 溶解後

フ ェ ノ
ー ル 抽出 ． エ タ ノ

ー ル 沈殿 し ，
T E 溶液 に 5

n gJ p l に な る よう に 溶解 した ■ た だ し D X Y S l を含 む

プラス ミ ド は制限酵素 に よ り同 じ長さ の D N A 断片に

切断され る ため ヤ 切断 した プ ラ ス ミ ド を そ の ま ま プ

ロ
ー プと して用 い た ． プ ロ

ー

プの ア イ ソ ト
ー プ標識 は

h － 甲コ デ オ キ シ C T P げ マ
ー シ ャ ム ， 東京I を用

い
，
マ ル チ プ ラ イ ム

ー

ラ ベ リ ン グ
．

キ ッ ト げ マ ー

シ ャム1 で 2 ．0 旬 5 ． O x l O
8
c p m ル g の 比 活性 を持 つ プ

ロ
ー

ブを得た ．

4 ．
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

S am b r o ok らの 方法
171
に 従 っ た ． D N A を 固定 し た ナ

イ ロ ン膜 を 6 x S S C く1 x S S C は 1 5 0 m M N a C l ， 1 5 m M

s d iu m cit r at e くp H 7 ． 011 ， 5 X D e n h a rd t 溶液く1 x 溶液

は0 ．0 2 ％ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン ，
0 ．0 2 ％ポ リ ビ ニ ー ル ピ

ロ リ ド ン
，
0 ．0 2 ％フ ィ コ ー ル1 ， 0 ． 5 ％ S D S

，
1 0 叫 gノ

ml 熱変性サ ケ精子 D N A ， 5 0 ％ ホ ル ム ア ミ ド か ら な る

プレ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 5 ヘ ノ1 0 m l と と も に プ

ラス チ ッ ク バ ッ グ 中で42
0

C で 2 時間プ レ ハ イ プ リ ダイ

ゼ
ー

シ ョ ン を行な っ た ． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン

液を完全に 取 り除い た 後， 6 X S S C ， 0 ． 5 ％ S D S
，
10 0

8 2 1

声 gノm l 熱変性サ ケ 精子 D N A ， 5 0 ％ホ ル ム ア ミ ド か ら

な る ハ イ プリ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 液 5 〆 1 ノ 1 0 m l に 標識 さ れ

た プ ロ
ー ブ を熱変性後 に 加 え ，

4 2
O

C くD X Y S l は5 5
0

C I

で 12 へ 2 4 時間 ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン を行な っ た ．
ハ

イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 後 ，

ナ イ ロ ン膜 を 2 X S S C ，

0 ． 5 ％ S D S で 5 分間室温 で洗い ，
つ い で 2 X S S C

，

0 ． 1 ％ S D S で 15 分 間室温 ， 0 ．1 X S S C ， 0 ． 5 ％ S D S で

30 分間37
0

C で 洗 っ た ． さ ら に0 ． 1 X S S C
，
0 ．5 ％S D S で

30 分間58
O

C で 洗 っ た 後， 0 ．1 X S S C で 短時間洗 っ た ．

ナイ ロ ン膜 をサ ラ ン ． ラ ッ プ に 包み －

8 0
0

C で4 8
旬 7 2 時

間オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

を行 な っ た ．

H I ． 方法 2 パ ル ス フ ィ
ー ル ドゲ ル 電気泳動

1 ． 末梢血白血球 か らの ア ガ ロ
ー ス ． ブ ロ ッ ク作成

v a n O m m e n らの 方法
181
に 従 っ た ． 末梢血か ら方法

1 と同様に 分離 した白血球を P B S で 2 回洗浄後 ，
お

よ そ 2 x l O
7

個ノm l に な る よ う に P B S に 浮遊 さ せ た ．

こ れ に 1 ％低融点ア ガ ロ
ー ス を50

0

C で同量加 え た ． 0

0

C で 固 めた 後 ， 約 5 m m 角の ブ ロ ッ ク に 切 り出 し た ．

2 倍量の 0 ． 5 M E D T A くP H 8 ． 01 ， 1 ％ S D S ， プ ロ ティ

ナ
ー

ゼ K く0 ． 5 m gl m lナ溶液 に 入 れ12 時間55
0

C で保 温し

た ． 1 0 倍 量 の T E 溶 液 で 4 時間室温 で 2 回 洗 い

p h e n y h n e th yl s u lf o n yl fl u o ri d e く0 ． 0 4 m gl m ll くSi g m a ，

S t ． L o u is
，
U S A l， T E 溶液 で50

O

C で3 0 分間 2 回保 温 し

た ． T E 溶液 で 室温 で 15 分間 2 回 洗 っ た 後 ，
0 ． 5 M

E D T A くp H 8 ． 01 に 入れ 4
0

C で 保存 し た ．

2 ． 制 限酵素 SfiI に よ る D N A 切断

ア ガ ロ ー ス ． ブ ロ ッ ク を T E 溶液 で1 5 分間室温 で 2

回洗 っ た後 ，
S f罠 反応液 に 4

0

C で12 時間浸 し た ． 反 応

液 を捨て ア ガ ロ
ー ス ． ブ ロ ッ ク 1 偶 に Sfi工 と 新 し い

反 応液 を加え 全体 で 20 叫 1 に し ， 3 7
0

C で 8 時間保温 し

た ． S fil は初 め と 4 時間後に 半量ずつ 合せ て10 へ 1 5 単

位加 え た ． 保温後 ，
6 5

0

C で 融解 し泳動 ゲ ル に 添 加 し

た ．

3 ． P F G E

L K B － P h a rm a Ci a 社の パ ル サ ー フ ォ
ー 電 気 泳 動 ユ

ニ ッ ト げ イ ン ト電極式I を用 い た ． 泳動ゲ ル に は 1 ％

T a b l e l ． X c h r o m o s o m e m a r k e r s u s e d i n th is li n k a g e st u d y

L o c u s S o u r c e L o c a ti o n A ll el e sくk bl F r e q u e n ci e s

D X S I B r u n s X q l l
－1 3 1 5

，
9 01 l ．O

D X S 7 2 S c h m e c k p e p e r X q2 1 ．1 7 ．2
，
0 ．7 0 ．8 1 1 0 ．1 9

D X Y S I P a g e X q2 1 ．3 1 1 1 ．8
，
1 0 ．6 0 ．5 71 0 ．4 3

F r e q u e n Q
i e s w e r e c al c ul a te d f r o m r e s tri c ti o n f r a g m e n t le n g th p ol y m o r p hi s m s o f s e v e n

f a m ili e s l n thi s st u d y ．
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ア ガ ロ ー ス を ，

バ ッ フ ァ ー に は 0 ． 5 X T B E 溶 液

しT ri s
－ b o m t e el e c t r o p h o r e si s b u ff e rl く45 m M T ri s －

b o r a t e
，
1 m M E D T A l を用 い た ． 泳動 は ．

パ ル ス タイ ム

50 秒 ， 電圧30 0 V ，
1 0

0

C
，
2 0 時間行な っ た ． サイ ズ マ

ー

カ
ー

と し てイ
ー

ス ト染色体 くS a c c h a r o m y c e s c e r e v i sia －

el
191

と ラ ム ダ フ ア
ー

ジ D N A 連 結 体く入 c o n c at e m e rl

くL K B － P h a r m a ci al を用 い た ． サ ザ ン トラ ン ス フ ァ ー と

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は 方法 1 と 同様 に 行な っ た ．

4 ． ナ イ ロ ン 膜の 再使用

一

端 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行 な っ た ナ イ ロ ン膜

は S a m b r o o k ら の 方法
I n
に 従 っ て ブ ロ ー プ を除去し た

後再使用 し た ． 乾燥さ せ な い よ う に した ナ イ ロ ン膜 を

50 ％ ホ ル ム ア ミ ド ，
2 X S S P E 溶 液 く1 x S S P E は

15 0 m M N a Cl
，
1 0 m M N a H 2P O 4， 1 m M E D T A くP H

7 ． 41I に 入 れ 1 時間65
O

C 保温 した ． 次に 0 ．1 X S S P E に

て室温で す ば や く洗 っ た後
．
オ

ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

を行な っ て 除去を確認 し た ．

5 ． 統計処理

ロ ッ ド ス コ ア の 算定は M o 止 O n の 連鎖検定法
訟I211
を

用 い た ．

成 績

1 ． R F L P に よ る 連鎖検定

D X Y S l

k b

1 4 ．6 ．

1 1 ．8 －

1 0 ．6 －

地

1 ． D X Y S I

D X Y S l プ ロ ー ブ に よ り
， 制限酵素 T a qI に よ っ て切

断し た 7 家 系22 人 の 検体 で 断片 を検出 した ． 男性では

14 ■ 6 k b の 断片 を共通に 認め る他 に ，
1 1 ． 8 k b と 1 0 ．6

k b の い ず れ か
一 方の 断片 を検出 した ． 女性で は 11 ．8

k b と10 － 6 k b の い ず れ か
一 方 の断片くホ 刊 また は両方

の 断片 くヘ テ 叫 を検出 した ． 図の A ， D ， G の 3 家系

で 母親 が制限酵素断片 に つ い て ヘ テ ロ で あ っ た 個

2 ト

2 ． D X S 7 2

D X S 7 2 プ ロ ー プ に よ り ， 制限酵素 H in d III によ っ て

切断 した 7 家系20 人 の 検体 で 断片を検出し た ． 男性で

は7 ． 2 k b と0 ． 7 k b の い ずれ か 一 方の 断片を 認め た ． 女

性 で は い ずれ か
一

方の 断片ま た は 両 方の 断片を検出し

た ． 図の B
，
D
，
E の 3 家系 で母 親が 制限酵素断片に

つ い て ヘ テ ロ で あ っ た く図 3 ン．

3 ． D X S I

D X S l プ ロ ー プ に よ り ， 制限酵素 T a qI によ っ て切

断 した 7 家系2 1 人 の 検体 で断片 を検出 した ． 男性女性

と も に 9 k b の断片の み を検出 した く図4 1 ．

4 ．
ロ ッ ド ス コ ア

M o rt o n の 方法 に 従 っ て D X Y S l と D X S 7 2 に 対する

ロ ッ ド ス コ ア を計算 した く表 2 ト D X Y S l に つ い ては

D G

三
－

1

重義三重 一芸
Fig ．2 ．

A u t o r ad i o g r a m o f h yb ri d i z a ti o n o f D X Y S l t o T a qI
－d i g e st e d D N A s f r o m f a m n y A ， D a J

ld G ．

A m m al e s e x h ibit e d th e 1 4 ． 6 ． k b f r a g m e n t i n ad diti o n t o eith e r th e l O ． 6 －

O r l l ． 8 Tk b f r a g m e n t ．

T h r e e f e m al e s h a d b ot h th e l O ．6 一

皿 d l l ． 8 －k b f r a g m e n ts ． T h e m oth e r o f f a m i
ly D w a s s u p p o s e d

t o b e h e t e r o z y g o u s b e c a u s e th e s o n s e x h ib it e d th e d iff e r e n t X 用n k e d く1 0 ． 6 －

an d l l － 8 －k b l

f r a g m e n t s ．
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D X S 7 2

82 3

Fi g ． 3 ． A u t o r ad i o g r am O f h yb ri di z ati o n of D X Y 7 2 t o m l d m －d i g e s t ed D N A s f r o m f a mi 1 y B ， D an d
E ． T h e m oth e r o f f a m u y B e x h ib it e d b o th th e 7 ．2 － an d O ． 7 －k b f r a g m e n t s ． T h e o th e r f e m al e s h a d
O n ly th e 7 ． 2 － k b f r a g m e n t l T h e m o th e r s o f f a m n y D a n d E w e r e s u p p o s e d t o b e h et e r o z y g o u s t o
D X S 7 2 f r o m th e h yb ri d iz a tio n p a tt e rn O f th e f a m n y m e m b e r s ．

m S I

C D

Fig ． 4 ． A u t o r a d i o g r am O f h yb ri di z ati o n of D X S l t o T a qI
－d ig e s te d D N A s of f a m n y C ， D a n d E ． A u

m e m b e r s e x h ibit e d o nl y th e 9 －k b f r a g m e n t ．

廿誓
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8 ニ 0 ． 2 0 に お も1 て 最大値0 ．0 7 を 示 し た ． D X S 7 2 に つ

い て は 8 二 0 ． 0 0 に お い て 最大値0 ．9 0 を 示 し た ．

王工 ．
P f

t

G E

l ． D X Y S I

D X Y S l プ ロ
ー プに よ り

， 健常男性で は約15 0 k b と

約250 k b の 2 本の 断片 を検出し た ■ こ れ に 対 して健常

女性 で は約150 k b の 断片の み を認 め た ． 互 い に 別の 家

系に 属す る 3 例の球脊髄性筋萎縮症 で は ， い ず れ も健

常男性 と同様 に約150 k b と約250 k b － の 断片 を検出 した

く図 6 ト

2 ． D X S I

D X S l プ ロ ー プ に よ り ， 球脊髄性筋萎縮症 3 例 は健

常男性と同様 に 約100 k b の 断片 を検出 した く図 7 ト

T a b l e 2 ． L o d s c o r e s f o r D X Y S l a n d D X S 72

地

3 ． D X S 7 2

D X S 72 プ ロ
ー プは 球脊髄性筋萎縮症 3 例

．

健常男

性 と も に 約100 k b 以 下 に 広く ハ イ プ リ ダイ ズ した 憫

8 ト

4 ． D X Y S 2

D X．Y S 2
プ ロ ー ブ に よ り ， 球脊髄性筋萎縮症 3 例は

健常男性と同様 に 約220 k b の 断片 を検出し たく図91 ．

5 ． P L P

P L P プ ロ ー プ に よ り ， 球脊髄性筋萎縮症 3 例 は健

常男性 と同様 に 約90k b の 断片 を検出 した く図川 ．

考 察

遺伝性疾患で病因遺伝 子 は も ち ろん 産生蛋白質も全

計二 0 ．0 0 0 ．0 5 0 ．1 0 0 ■2 0 0 － 3 0 0 － 40

D X Y S l
－

C X ，
－

0 ．2 1 －0 ．0 1

D X S 72 0 ．
9 0 0 ．7 7 0 ■ 65

0 ． 0 7 0 ． 0 5 0 ． 0 2

0 ．4 0 0 ． 4 0 0 ．0 5

T h e l o d s c o r e f o r D X Y S I w a s m a xi m al at a r e c o rn b i n a ti o n f r a c ti o n of O ．2
0 w ith a

s c o r e of O ．0 7 ． T h a t f o r D X S 7 2 w a s m a x i m al a t O ．0 0 w i th a s c o r e o f O ．9 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1

F i g ． 5 ． E th id i u m b r o m id e st a in in g of a g
el aft e r P F G E ． L an e S l an d l l ， y e a St

ch r o m o s o m e sニ 1 a n e 6 ， C O n C a t e m e r S Of th e 入 g e n o m e s ， S u C C e S Siv e
b a n d s diff e r in

si z e b y a b o u t 4 9 k b ニI a n e s 2
へ 5 a n d ト 1 0 ， S f u

－ di g e s t e d h u m an D N A s a m pl e s ．
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A B C

k b

25 0 一 癖

1 50 一 過

Fi g ． 6 ． A u t o r a di o g r a m of h y b ri di z a ti o n of D X Y S l

t o S fiI －d ig e s t e d D N A s a ft e r P F G E ． L a n e s A

a n d C ， u n aff e c t e d m al e s ニ1 a n e s B ， a m al e w ith

b u lb o s p in al m u s c u l a r a t r o ph y ． A ll m al e s e x h ib it
－

e d b oth th e 1 5 0 － a n d 25 0 － k b f r a g m e n t s ．

A B C

Fig ． 7 ． A u t o r a di o g r am Of h yb ri di z a ti o n of D X S l

t o S fiI －di g e s t ed D N A s a ft e r P F G E ． L an e S A

an d C
，
u n a ff e c t e d m al e s ニ1 an e S B ， a m al e w ith

b ulb o s p in al m u s c ul a r a tr o p h y ． A ll m al e s e x h ib it
－

e d th e l O O －k b f r a g m e n t s ．

A B C

轍

F 短． 8 ． A u t o r ad i o g r a m of h yb ri di z a ti o n of D X S 7 2

t o S fiI －di g e s t ed D N A s af t e r P F G E ． L an e S A

a n d C
，
u n a ff e c t e d m al e s i l a n e s B ， a m al e w ith

b u lb o s p in al m u s c u l a r a tr o p h y ． A ll m al e s e x hib it
－

e d a d iff u s e h y b ri d iz a ti o n u p t o a b o u t l O O k b ．

8 2 5

く 不明 な場合 で も ， 分子 生物学的手法 を用 い る こ と に

よ り 出生 前診断 ． 保 因者診断や遺伝子産 物 の 同定が 可

能に な っ た例が近年 あ い つ い で報告さ れ て い る
22卜 加，

伴性劣性型進行性筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー

げ ユ シ ェ ン ヌ 型

ノベ ッ カ ー 型ラ の 病 因蛋白質で あ る ジ ス ト ロ フ ィ ン の

発見
出I
は そ の 代 表的例 で あ り ， 染色 体転座例

2 乃

，

R F L P に よ る 連 鎖検定
詔 I

，
大 規 模遺伝 子 欠損 例 の

P F G E 分析
劫ト 31

等 が 同疾患の 遺伝子 の解明 に 大き く 貢

献し た ． 本研 究 で は 同じく 伴性劣性塾遺伝疾患で あ る

球脊髄性筋萎縮症 に つ い て 7 家系の R F L P に よ る 連

鎖検定 と患者 3 例 の P F G E 分析 を行 なう こ と に よ り

同疾患の 遺伝 子解明 の 糸 口を 得よ う と した ．

遺伝性疾患の 遺伝 子検索の 最初 の ス テ ッ プ は遺伝子

A 8 C

2 2 0 －

F ig ． 9 ． A u t o r ad i o g r am Of h yb ri di z a ti o n of D X Y S 2

t o S fiI －d i g e st e d D N A s aft e r P F G E ． L a n e s A

a n d C ， u n a ff e c t e d m ale s こ1 an e S B ， a m al e w ith

b ulb o s p in al m u s c ul a r at r o ph y ． A ll m al e s e x h ib it
－

e d th e 2 2 0 －k b f r a g m e n t s ．

A B C

Fi g ． 1 0 ． A u t o r ad i o g r a m of h yb ridi z a ti o n of P L P t o

S fiI －d ig e st e d D N A s aft e r P F G E ． L a n e s A a n d

C
，
u n aff e ct e d m al e s ニ 1 a n e s B ， a m al e w ith

b ulb o s p in al m u s c ul a r at r o p h y ． A ll m al e s e x h ibit
－

ed th e 9 0 － k b f r a g m e n t ．
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座 が どの染色体 に ある か を決定す る こ と で あ るが ．
伴

性劣性型遺伝疾患の 場合は遺伝子座 が X 染色体上 に あ

る こ と は自明で あ り ，
し か も

．
X 染色体 は現 在 ま で の

と こ ろ最 も多く の D N A ブ ロ
ー プ が 単離さ れ て お り ，

伴性 劣性型遺伝疾患 は十分な家系数 を得 る こ とが で き

れ ば
，
ただ ちに X 染色体上 の い ず れ か の プ ロ ー ブと の

連鎖を証明 で き る とさ れ て い る
32l

．
F i s c h b e c k ら

即

は
，

球脊髄性筋萎縮症 7 家系か ら の 検体 をも ち い て X 染色

体上 の 8 種類 の マ
ー カ ー X g 佃 血 液 型 くX p 22 1

． R C 8

tD X S 91 くX p 2 2J
．

p 7 5 4 くD X S 8 4J くX p 2 1l ． L l － 2 8

くD X S 71 くX p l l い D X Y S l くX q 2 1 ． 3 11
．

p1 9
－2 t D X S 3I

くX q 21
． 2 21 ． D X 1 3 t D X S 1 5J くX q 2 71 ． S t1 4 くD X S 5 21

くX q 2即 との R F L P に よ る 連鎖検定 を行な っ た ． この

う ち D X Y S l に つ い て は e ニ 0 ． 0 5 に お い て最大 値3 ． 5 3

と 有意の 値 を得 ， p1 9
－ 2 に つ い て は タ ニ 0 ． 10 に お い て

最大値0 ．9 1 とゆ る い 連鎖 ， 他の プ ロ
ー

ブ に つ い て は い

ずれ も 負の 値 を得た ． 彼ら の 計算 に よれ ば D X Y S l プ

ロ
ー

ブ に つ い て の95 ％信頼区間 は 夕 こ 0 ． 0 1 〆 － 0 ．2 0 で あ

り ，
ヒ トの 染色体 で タ ニ 0 ． 0 1 こ 1 セ ン チ モ ル ガ ン

くc e n ti m o r g an ， C M ンニ 1 0
3
k b とす れ ば331

，
D X Y S l プロ ー

プか ら お よ そ100 0 句 2 0
，
0 0 0 k b の と こ ろ に 球 脊髄性筋

萎縮症の 遺伝子座がある と推察 され る ． X 染色体 の 全

長 はお よ そ200
，
0 00 k b で あ り

瑚

， X 染色体長腕近位部

に しぼ っ て検索 を 進 め て よ い と 考 え ら れ る ． 今回 ．

R F L P に よ る連鎖検定に は D X Y S l の 他 ，
2 種類の ブ

ロ ー プ D X S l と D X S 7 2 を 用 い た ． D X S l ， D X S 7 2 ，

D X Y S l は X 染 色体長腕近位部 に こ の 順 に 動 源 休

くc e n tr o m e r el か ら末端 くt el o m e r el 方 向 に 位 置 し ，
in

sit u ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り D X S l は

X ql l
－ 1 3

，
D X S 7 2 は X q2 1 ． 2 1 ， D X Y S l は X q2 1 ． 3 1 に

マ ッ プさ れ て い る
35l

． 連鎖検 定か ら は D X S l ， D X S 7 2 ，

D X Y S l の X 染色体短腕末端 か ら の 距離 は そ れ ぞ れ お

よ そ 95 ． 2 c M
，
1 06 ． 8 c M

，
1 0 7 ． 2 c M と推 定 さ れ て い

る
罰1

． 脈絡膜欠損症 ． 精神遅滞 ． 難聴 を伴性劣性型 式

で 遺伝す る 家系で ， X q 2 1 ． 1 の 部分の 染 色体 小欠失が

報告 さ れ て い る が
，
こ の 家 系 の 患者 の D N A は

D X S 72 ， D X Y S l と は ハ イ プ リ ダ イ ズ せ ず ， 近 位 の

P G K
， 遠位 の D X S 3 と は ハ イ プ リ ダイ ズ す る こ と よ

り
371

．
D X S 7 2 と D X Y S l とは か な り 近 い 距 離に あ ると

考え られ て い る ． ま た
，
X 染色体長腕近位部 に 小 欠失

をも つ 数例の 奇形合併症例の 分子 生物学的検索 か ら ，

D X S 72 は D X Y S l の近位 に あ る こ とが 確定さ れ て い

る
封I

．

一 般に R F L P は人 種 に よる ちが い が み ら れ る こ

と が あ り ， 外国に お い て連鎖検定上有用 な プ ロ ー ブ で

も
， 本邦で は R F L P が み られ ず遺伝学的 に 役 に 立 た

な い こ とも あ り う る ． D X Y S l は P a g e ら
叩 39，

に よ っ て

地

分離 され た X ■

Y 両 染色体に 相同部分 を も つ 特異な ブ

ロ
ー プ で あ る ． 男性の 場合， 制限酵素 T a ql 切断によ

り Y 染色体由来の 1 4 ， 6 k b の 断片の 他 ，
X 染色体由来

の 1 0 ． 6 k b ま た は11 ． 8 k b の 断片が認 め られ る
38，39一

． すな

わ ち X 染色体 で 10 ． 6 k b と 11 ． 8 k b の R F L P を示 し
．

L e s k o ら は そ れ ぞれ60 ％ ． 4 0 ％
3 n
Z o n a n a ら は65 ％ ．

3 5 ％
脚l

の 頻度 で あ っ た と報告 して い る ． 今回 の 検索で

は そ れ ぞ れ4 3 ％ ． 5 7 ％ で あ り ， 本 邦 に お い て も

D X Y S l は連鎖検定 に 有用 な プ ロ
ー

プ で あ る こ と がわ

か っ た ． D X S 7 2 は制限酵素 H 血d III 切 断に よ りX 染色

体 で 0 ．7 k b と 7 ． 2 k b の R F L P を示 し
刷
L e s k o ら はそ

れ ぞ れ55 ％ ． 4 5 ％
371

，
Z o n a n a ら は4 6 ％ ． 5 4 ％

仰

の 頻度

を報告し て い る ． 今 回の 検索で は そ れ ぞ れ1 9 ％ ．

81 ％

で あ り本邦に お い て も D X S 7 2 は連鎖検定 に 有用 な プ

ロ
ー ブ で あ る こ と が わ か っ た ． D X S l は 制限酵素

T a qI 切断に よ り X 染色体 で 9 kb と1 5 k b の R F L P を

示 す
37I

． L e s k o ら は そ れ ぞ れ12 ％ ． 8 8 ％の 頻度を 報告

し て い る
和
が

， 今 回の 検索 で は 7 家系す べ て に お い て

9 k b の 断片 しか 認 め ら れ な か っ た ． D X S l に つ い て は

本邦 に お け る R F L P は確認 で きず ，
遺伝 学的情報を

得る こ と は で き な か っ た ．

伴性劣性型遺伝疾患に お い て 連鎖検定 をお こ なう た

め に は
， 保因者で ある母親が遺伝的多型 に つ い て ヘ テ

ロ で ある こ と が 必要で あ る ． 今回 の 家系分析に お い て

は 7 家系の う ち4 家系 で母親 の 検体が得 られ な か っ た

が ，
D X Y S l で は 2 家系 くA ． Gl で 母 親 が ヘ テ ロ で あ

り ， 他の 1 家系くDl で 子 の R F L P よ り母 親が ヘ テロ で

ある と推察 で き た ． A ． D 家系で は D X Y S l と球脊髄

性筋萎縮症の遺伝 子座 は連鎖 し て い る と 考 え られ た

が
，
G 家系で は組み 換え が生 じ て い た ． M o 止 O n の 連

鎖検定法 を用 い て 算定 した ロ ッ ド ス コ ア は 8 ニ 0 ．2 0 に

お い て 最大値0 ． 0 7 で あ っ た ． D X S 7 2 に つ い て は 1 家

系 くBl で 母親が ヘ テ ロ で あ り ， 他 の 2 家系 の．El で 子

の R F L P よ り母親が ヘ テ ロ で あ る と推察 し た ． い ず

れ の 家系くB ． D ． El に お い て も D X S 7 2 と球脊髄性筋萎

縮症 の 遺伝子座 は連鎖 して い る と 考え られ た ．
ロ ッ ド

ス コ ア は 8 ニ 0 ． 0 0 に お い て最大値0 ．9 0 で あ っ た ．

一 般

に ロ ッ ド ス コ ア は3 ． 0 以 上 で 有意の 連鎖 で ある
331

とさ

れ
， 今 回 の 家 系分析で得 られ た値 は い ずれ も こ の値に

達 し な い が
，
今後同規模 の 家系分析を い く つ か 加える

こ と に よ り球脊髄性筋萎縮症の 遺伝子座 の位置に つ い

て 新 し い 知見 が得 られ ると 考 えら れ る ．

従来 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動法 で は約20k b ま で

の 大 き さ の D N A し か 分 離 し え な か っ た が ，
S c h w a rt z

ら
19，
に よ っ て 開発 さ れ た P F G E は約200 0 k b ま で分離

し う る D N A の 大き さ を 拡大 し ， 連鎖検定法と分子生



球脊髄性筋萎縮症の 遺伝子解析

物学的方法の ギャ ッ
プ を埋 め る 方法 と し て 近年注目さ

れて い る ． 試料 は D N A の 切断 を防 ぐた め ， 細胞 を低

融点アガ ロ
ー ス に 包埋 して お こ なし1 ， 巨大 D N A 断片

を得る ため 認識部位の少な い 制 限酵素 を用 い る必 要が

ある ， 今回用 い た制限酵素 SfiI は 8 塩基 を認識 し ． 晴

乳類で はメ チ ル 化さ れ て い る こ とが 多 く切 断 され に く

い シ トシ ン
． グ ア ニ ン 塩 基 対 を含 ま な い た め P F G E

分析に は有用 と され て い る
18，

． S f正 切 断に よ っ て 生 じ

る D N A 断片の 平均的大き さ は約390 k b で あ る
42一

． 今

回 P F G E に 用 い た プ ロ
ー

プ は X 染色体長腕近位部 に

位置す る D XS l ， D X S 7 2 ， D X Y S l ， D X Y S 2 ， P L P の 5 種

類で ある ． D X Y S 2 と P L P は in sit u ハ イ プ リ グ イ

ゼ
ー シ ョ ン 法で は ，

そ れ ぞ れ X q 13
－ 2 2

，
X q 21 ．3 － 2 2 に あ

ると推定さ れ て い る
箔I

． x 染色体小 欠損例 の検討 か ら

は P L P は D X Y S l の 遠位 に あ る
34，

． D X Y S l で は健常

男性と球脊髄性筋萎縮症 3 例で 約15 0 k b と約250 k b の

断片を共通 に 認 めた ． 健常女性 で も約1 50 k b の 断片を

認める と こ ろ か ら約1 50 k b の 断片は X 染色体由来 で あ

り， 約25 0 k b の 断片は Y 染色体由来 ま た は X 染色体の

部分消化断片と考 え られ る ． D X Y S 2 は D X Y S l と 同

様に X ． Y 両染 色体 に 相同部分 を も つ プ ロ ー

プ で あ

る
嘲

． 球脊髄性筋萎縮症 3 例 は 健常男性 と 同様 に 約

220k b の 断片を認 めた が X ． Y 染色体の い ずれ 由来か

決定しがた い ． D X S 7 2 で は約10 0 k b 以 下 に 広 く ハ イ プ

リダイ ズ し明瞭 な断片 は同定で き な か っ た ． 同 じナ イ

ロ ン膜で 他の プ ロ ー ブ で は断片を認 め て お り
， 試料の

分解で はな く ，
ハ イ プ リ グイ ゼ

ー シ ョ ン の 条件が 充分

に厳しくな か っ た 可能性が あ る ． D X S l ． P L P で は球

脊髄性筋萎縮症 3 例は 健常男性 と同 じ大 きさ の 断片を

認めた ． 今回用 い た 5 種類の プ ロ ー ブで は球脊髄性筋

萎縮症患者3 例 で 異常な 大き さ の 断片 は無く ， 遺伝子

の大規模欠失等の 変化は認め ら れ な か っ た ． P F G E の

分解能は数10 へ 数1 00 0 k b で あ り
弼

，
これ 以 下 の 大き さ

の異常はと ら え られ な い が
， 欠 失例 か ら伴性劣性型進

行性筋ジス ト ロ フ ィ ー

症
23
や 慢性肉芽腫症

24，
の 病因遺

伝子が発見され た こ と を考え る と ， 球脊髄性筋萎縮症

に お い ても遺伝子 の 異常 を見つ け出す 努力 は続 けて い

く必要がある と思 わ れ る ．

結 論

球脊髄性筋萎縮症 7 家系に つ い て ，
X 染色体長腕近

位部の プ ロ ー プ を用 い て R F L P に よ る 連 鎖解析 を お

こ なっ た ． ま た P F G E を用 い て 球 脊髄性筋萎縮症患

者と健常者の 制限酵素切断片の 比 較 をお こ な い
，
以下

の成績を得た ．

1 ． D X Y S l
，
D X S 7 2 に つ い て は 本 邦 に お い て も

827

R F L P を認め た が
，
D X S l で は R F L P を認 め な か っ

た ．

2 ． ロ ッ ドス コ ア は D X Y S l に つ い て e
ニ 0 ． 2 0 に お

い て 最大値0 ． 0 7
，
D X S 7 2 に つ い て タ ニ 0 ． 0 0 に お い て

最大値0 ． 9 0 を示 した ．

3 ． D X S 7 2 は球脊髄性筋萎縮症 の 遺伝子 解析 の 上

で D X Y S l と 並 び有 用な プ ロ ー ブ で ある ．

4 ． 球脊髄性筋萎縮症患者 3 例 の Sf江 切 断 に よ る

P F G E 分析 で は ，
X 染色体長腕近位郡 の 5 種類 の プ

ロ
ー

プ に よ っ て検出さ れ る D N A 断片の大 きさ は健常

男性と異な らず
，
こ れ ら ブ ロ

ー

プ付近 で の 大規模 な欠

失等の 異常 は生 じて い な か っ た ．
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1 引 A u b o u r g ， P ． R ．， S a c k ， J r ． ， G ． H ． 鹿 M o s e r
，

H ． W ． ニ F r e q u e n t al t e r a ti o n s of v i s u al pi g m e n t

g e n e s in a d r e n ol e u k cd y s tr ph y ． A m ． J ． H u m ． G e n et ．
，

4 2
，
4 0 8 －4 1 3 く19 8 軋

14I K un k el ， I J ． M ．
，
S m it h

，
K ． D ．

，
B o y e r ， S ． H ．

，

B o r g a o n k a r ， D ． S ．
，
W a c h t el

，
S ． S ．

，
M ill e r

，
0 ． J ．

，

B r e g ， W ． R ． ， J o n e s ， J r ． ， H ． W ． 鹿 R a r y ， J ． M － ニ

A n al y si s of h u m a n Y
－

C h r o m o s o m e － S p e Cifi c r eit e r at e d

D N A in c h r o m o s o m e v a ri an t S ． P r o c ． N a tl ． A c ad ．

S ci ． U S A ， 74 ， 1 2 4 5
－ 1 24 9 く19 7 71 ．

1 5I i績 輝久 ， 竹島秀雄こ D N A の 抽出と遺伝 子 ライ

ブ ラ リ ー の 作成 ． ス ク リ ー ニ ン グ ． 臨床科学 ，
24

，

1 0 4 － 11 2 く19 8 91 ．

1 6I N i e m t a n ， W ． C ． 鹿 M a gl o tt ， D ．
R

．
こ N I H

R e p o sit or y o f H u m a n D N A P r d b e s a n d L ib r a ri e s ．

p 9 4 ， A m e ri c a n T y p e C ult u r e C oll e c ti o n ， R t x k v 皿e ，

1 9 8 8 ．

1 7I S a m b r o o k ， J ．
，
F ri t s c h ， E ． F ． 盈 M a rLi a ti s

，

T ． 二 M ol e c ul a r C l o n in g ， a L a b o r a t o r y M a n u al ， 2 n d

ed ．
， p9 ．5 2 － 9 ．5 8

，
C old S p ri n g H a rb o r L a b o r a t o ry

P r e s s
，
N e w Y o rk

，
1 9 89 ．

1 8I v a n O m m e n
，
G ．
J ． R 鹿 V e 血 e r k

，
J ． M ．

H ． ニ R e s tri c ti o n an al y s I S O f c h r o m o s o m al D N A in a

地

Siz e r a n g e u p t o t w o m illi o n b a s e p ai r s b y p ul s ed

fi eld g r a di e n t el e ct r o p h o r e si s ． I n K E － D a vi e s くe d ．1，

H u m an G e n e ti c D is e a s e s
，
a P r a c ti c al A p p r o a ch

，
1 st

e d ．
， p l 1 3

－1 3 3
，
I R L P r e s s

，
O x f o rd

，
1 9 8 6 ．

1 91 S c h w a r t z ， D ． C ． 鹿 C a n t o r C ． R ． こ S e p a r atio n

Of y e a s t c h r o m o s o m e si z e d D N A s b y p u ls e d g r adi．

e n t g el el e c t r o p h o r e si s ． C ell ， 3 7 ， 67
．7 5 く19 841 ．

2 0I M o rt o n ， N ． E ． ニ S e q u e n ti al te s t s f o r th e

d e t e c ti o n o f l in k a g e ． A m ． J ． 1乱1 m ． G e n e t ．
，
7
，
27 7 －31 8

く19 5 引．

2 1I O tt ， J ． ニ A s h o rt g uid e t o l in k a g e an al y si s ． I n

K ． E ．
D a v ie s くe d ．1 ， H u m a n G e n e ti c D is e a s e s

，
a

P r a cti c al A p p r o a ch ， 1 s t e d ．
， p 1 9

T 3 2
，
I R L P r e s s

，

O x f o r d
，
1 9 8 6 ．

2 2I G n s ell a ， J ． F ．
，
W e xl e r

，
N

． S ． ， C o m n e all y ， p ．

M ．
，
N a yl o r ， S ． L ．

，
A n d e r s o n ， M ． A

リ
T a n zi

，
R ．

E ．

，
W a tk i n s

，
P ． C ．

，
O t ti n 乱

，
K ．

，
W a11 a c e

，
M

． R ．
，

S a k a g u c h i ， A ． Y ．
，
Y o u n g ， A ． B ．

，
S h o ul s o n

，
I

．，

B o n ill a
，
E ． 鹿 M a rti n

，
J ． B ． ニ A p ol y m o rp hi c D N A

m a rk e r g e n e ti c al 1 y l in k e d t o l乱1 n t in gt o n
，

s dis e a s e ．

N a t u r e
，
3 06

，
2 3 4 －2 3 8 く19 8 3l ．

2 3I K o e n i g ， M ．
，
H o ぽ m a n ， E ．

P ．

，
B e rt el s o rL

，
C ．

J ．
，
M o n a c o

，
A ．
P ．

，
F e e n e r

，
C ． 鹿 K u rL k el

，
I J ． M

． こ

C o m pl e t e cl o n in g o f th e r hl C h e n n e m u s c ul ar

d y s t r o ph y くD M DI c D N A a n d p r eli m in a r y g e n o mi c

O r g a n i z a ti o n o f th e D M D g e n e in n o r m al an d

a ff e ct e d in d iv id u al s ． C e11
，
5 0

，
5 0 9 － 5 1 7 く19 87I ．

2 4ナ R o y e r － P o k o r a ， B り E u n k el ， L ． M ．
，
M o m a c o

，

A ．
P

．
，
G o ff

，
S ． C ．

，
N e w b 11 r g e r ， P ． E ．

，
B a eh n e r

，

R ． L ．
，
C ol e

，
F ． S ．

，
C u rn 11 tt e

，
J ． T ． 盈 O rki n

，
S ．

H ． ニ Cl o n in g th e g e n e f o r a n in h e ri t e d h u m a n

di s o rd e r －

C h r o ni c g r a n ul o m at o u s d is e a s e
－ O n th e

b a si s of it s ch r o m o s o m al l o c ati o n ． N a t u r e
，
32 2

，
32 －3 8

く19 8即．

2 5I F ri e n d ， S ． H ．
，
B e r n a rd s

，
R ．

，
R o g elj ， S ．

，

W ei n b e r g ， R ． A ．
，
R a p a p o rt ， J ． M ．

，
A l b e rt ， D ． M 一

息 D r yj a ， T ． P ． ニ A h u m a n D N A s e g m e n t w ith

p r o p e rti e s o f t h e g e n e th at p r e d i s p o s e s t o r e t in obla
－

s t o m a a n d o st e o s ar C O m a ． N a t u r e ， 3 23 ， 6 43－646

く19 8郎 ．

2 6I R i o rd a n ， J ． R ．
，
R o m m e n s

，
J ． M ．

，
K e r e m

，

B ．
，
A l o n

，
N ．

，
R o s m a h el

，
R ．

，
G r z el e z a k ， Z ． ，

Zi el e n s k i
，
J ．
，
L o k

，
S ．
，
Pl a v si c

，
N ．

，
C h o u

，
J ．
，

D ru m m
，
M ． I J ．

，
I a n n u z zi

，
M ． C ． ，

C olli n s
，
F ．
S ． 盈

T s u i
，
I ．． ニ Id e n tifi c a ti o n o f th e c y s ti c fib r o sis g

e n e ニ

cl o n in g a n d c h a r a c t e ri z a ti o n of c o m pl e m e n ta
ry
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D N A ． S cie n c e ， 24 5 ， 1 0 6 6
－1 0 7 3 く19 8 9I ■

27I R a y ， P
－ N ■

，
B e l払11

，
B ．

，
D w 仔

，
C ．

，
L o g e n ， C ■

，

K e a n ， V ． I
T h o m p s o n ， M ． W －

，
S yl v e s t e r ， J ． E ．

，

G o r sk i ， J ．
L ■
，
S c h m i c k el

，
R ． D ． 及 W o r t o n

，
R ．

G ．
こ C l o n in g of th e b r e ak p o in t of a n X ニ 2 1 t r a n sl o

－

c ati o n a s s o Ci a t e d wi t
h D u c h e n n e m u s c u l a r d y s t r o p

－

h y ． N a tu r e ， 31 8 ，
6 7 2－6 75 く19 8 51 ．

卿 M u r r a y ， J － M ．
，
I h vi e s

，
K ． E ．

，
H a r p e r ， P ． S ■

，

恥 r e dit h ， L ．
，
M u ell e r

，
C ． R ． 鹿 W illi a m s o n

，
R ． ニ

L in k a g e r el atio n s h ip o
f a cl o n e d D N A s e q u e n c e o n

th e sh o rt a 皿 O f th e X c h r o m o s o m e t o D u ch e n n e

m u s c ul a r d y st r o ph y ． N at u r e ， 3 0 0 ， 6 9
，7 1 く19 8 21 ．

卿 B u r m ei s t e r ， M ． 息 L e h r a c h
，
H ． ニ L o n g

－ r a n g e

r e stri cti o n m a p a r o u n d th e D u c h e n n e m u s c u l a r

d ys tr o p h y g e n e ． N a t u r e ， 3 24 ， 5 82
－ 5 8 5 く19 8即．

3 0J v a n O m m e n ， G ． T ． B －

，
V e rk e r k

，
J ． M ．

H
．
，

F o 紋 e r
，
M ． H ．

，
M o Il a C O

，
A ． P ．

，
K u n k el

，
L ． M

り

R a y ， P ． ，
W o rt o n

，
R ．

，
W i e ri rL g a ， B ．

，
B a k k e r

，
E ．

鹿 P e a r s o rL ， P ． L ． ニ A p h y sic al m a p of 4 m illi o n b p

a r o u n d th e D u c h e n n e m u s c ul a r d y st r o ph y g e n e o n

th e h u m an X ． ch r o m o s o m e ． C e11
，
4 7

，
4 9 9 ． 5 0 4 く1 98 6J ．

3 1I E e n w ri c k ， S ．
，
P a t t e r s o n

，
M ．

，
S p e e r ， A ．

，

Fi s c h b e c k
，
K ． 鹿 D a v i e s

，
K ． こ M ol e c ul a r an al y si s of

th e D u ch e n n e m u s c ul ar d y s y r o ph y r e g l O n u S l n g

p uls ed field g el e le c t r o p h r e sis ． C ell ， 4 8 ， 35 1
－ 3 5 7

く工98 71 ．

3 2ナ D r a y n a ， D ． 鹿 W hi t e
，
R ． ニ T h e g e n etic l in k a g e

m ap of th e h u m an X c h r o m o s o m e ． S ci e n c e ， 2 3 0 ，

7 53 ．75 8 く19 8 51 ．

3 3I B o t 雨 ei Il ，

D a Yi s
，
R

． W ． ニ

m ap in m a n

p o b m o r p hi s m s ．

く1 98 01 ．

瑚 C r e m e 指
，

W i e ri n g a ， B ．
，

D ．
，
W h it e

，
R ． L ．

，
S k ol n i ck

，
M ． 鹿

C o n s t ru C ti o n of a g e n e ti c lin k a g e

u s n g r e s tri c ti o n f r a g m e n t le n gth

A m ． J ． H u m ． G e n e t ． ， 3 2 ， 3 1 4 － 33 1

F ． P ． M ．
，
Y a n d e P ol

，
T ． J ． R ．

，

H o 瓜 e r
，
M ． H ．

，
P e a r 乱O n

，
P ． L ．

，

P fbiff e r
，
R ． A

．
，
M i k k el s e n

，
M ．

，
T a b o r

，
A ． 鹿

R o p e r s ， H ． H ． ニ M ol e c u l a r a Jl al y s I S Of m ale
－

Vi a b l e

d ele ti o n s an d d u pli c a ti o n s a u o w s o rd e r in g of 52 D N A

p r ob e s o n p r o x in 1 al X q ． A m ． J ． H u m ． G e n e t ．
，
4 3

，

452－46 1 く19 8即．

35I N i e r m a n
，
W

． C ． 息 M a gl o t t ， D ． R ． こ N I H

R e p osit o r y of H u m a n D N A P r ob e s a n d L ib r a ri e s
，

82 9

p 2 0
－2 1

，
A m e ri c a n T y p e C ult u r e C ou e c ti o n ， R く光 k v il

－

1 e
，
1 9 8 8 ．

36I E e a t s ， B ．
，
O tt

，
J ． 鹿 C o n n e a ll y ， M ． こ R e p o rt

Of th e c o m m itt e e o n l in k a g e a n d g e n e o rd e r ．

C yt o g e n et ． C ell G e n e t ．
，
5 1 ， 4 5 9

－5 0 2 く19 8 91 ．

3 7J L e s k o ， J ． H ．
， Le wi s

，
R ． A ． 鹿 N u s s b a 11 m

，
R ．

L ． ニ M ulti p o in t 血k a g e a n aly sI S Of l o ci in th e

p r o xi m al l o n g a m of th e h u m a n X c h r o m o s o m e ニ

a p pli c a ti o n t o m a p p l n g th e c h r oid e r e m i a l o c u s ． A m ．

J － H u m ． G e n e t ．
，
4 0

，
3 0 3 －3 1 1 く19 8 71 ．

3 8I P a g e ， D ．

，
d e M a rti n vill e

，
B ．
，
l h r k e r

，
D ．

，

W y m a n ， A ．
，
W hi t e ， R ．

，
F r a n c k e

，
U ． 鹿 B o t s t ei n

，

D
． ニ S in gl e

－

C O p y S e q u e n C e h yb ri d iz e s t o p ol y m o r p hi c

a n d h o m ol o g o u s lくにi o n h u m an X a n d Y c h r o m o s －

O m e S
． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A

，
7 9
，
53 5 2 ．5 3 5 6

く1 9 8 2J ．

3 9I P a g e ， D ． C ．

，
H a 叩 e r ， M ． E り L o Y e ， J ． 鹿

B o t s t ei n
，
D ． 三 O c c u rr e n c e of a t r a n s p o siti o n f r o m

th e X －

C h r o m o s o m e l o n g a r m t o th e Y ， C h r o m o s o m e

Sh o r t a m d u r in g h u m a n e v ol u ti o n ． N a t u r e ， 3 1 1 ，

1 1 9 －1 2 3 く1 9飢ン．

4 0I Z o n a n a ， J ．
，
C l a r k e

，
A ．

，
S a r血 r a zi

，
M ．

，

T h o m a s
，
N ． S ． T ．

，
R o b e r ts

，
E ．

，
M a r y m e e ， E ． 鹿

H a r p e r ， P ． S ． ニ X ．1 in k e d h y p o hid r otic e c t c d e r m al

d y s pl a si a 二 l o c ali z a ti o n w ith in th e r e g l O n X q l l
－2 1 ． 1

b y lin k a g e a n al y sis a n d 血 p u c a ti o n s f o r c a r ri e r

d e t e cti o n an d p r e n a t al di a g n o si s ． A m ． J ． H u m ．

G e n et ． 4 3
，
75 －8 5 く19 8 81 ．

4 11 S c h m e c k p e p p e r ， B ． J ．
，
D a vi s

， J ． ， W ill a r d
，
H ．

F
． 及 S mi t h

，
K ． D ． こ A n an O n y m O u S Sl n gl e

－

C O p y

X － C h r o m o s o m e R F L P f o r D X S 72 f r o m X q 13
－ X q 2 2 ．

N u cl ei c A cid s R e s ．
，
13
，
5 7 2 4 く19 85I ．

4 2ナ S m i th ， C ． L ．

，
L a w r a n c e

，
S ． L ．

，
G ill e s pi e ， G ．

A ．
，
C a n t o r

，
C ． R ．

，
W ei s s m a n

， S ． M
． 鹿 C olli n s

，
F ．

S ． こ S t r at e gi e s f o r m a p p in g a n d cl o n in g m a c r o r e gi ー

O n S Of m a m m al i a n g e n o m e s ． I n G ott e s m an ， M ． M ．

くe d －I ， M e th od s in E n z ym 0l o g y ， V ol ． 1 51 ， p 4 6 1－4 8 9 ，

A c a d e m i c P r e s s
，
S a n Di e g o ， 1 9 8 7 ．

4 3I G eld w e r t h ， D ．
，
B i s h o p ， C ．

，
G 11 ell a e n

，
G ．
，

K o e n i g ， M ．
，
V e r g n a u d ， G ．

，
M a n d el

，
J ． 鹿

W ei s s e n b a c h
，
J ． こ E x t e n si v e D N A s e q u e n c e h o m ol

－

O gi e s b e t w e e n th e h u m a n Y a n d th e l o n g a r m of

th e X c h r o m o s o m e ． E M B O J ．， 14 ， 17 3 9 －1 7 4 3 く19 8 51 ．



8 3 0 横 地

M ol e c ul ar An al y sI S O f t h e R eg i o n f o r X
．Ii n k e d B uI b o s p l n al M u s c u l ar A t r o p h y U si n g

L i n k a g e S t u d y a n d P u l s e d F i el d G el E l e c t r o p h o r e sis H i d e h ir o Y o k oji ， D e p a rt m e n t of
N e ur ol o g y ， S c h o ol of M edi c in e ， K an a Z a W a U mi v er si ty ， K an a Z a W a 9 2 0

－

J ． J u z e n M e d S o c ．

，
1 00 ，8 1 9

－ 8 3 0 く1 99 1う

E e y w o r d s X
－1i n k e d b ul b o sp ln al m u s c ul ar a tr op h y ， K er m ed y

－ A lt e ト S un g S y n d r o m e ， 1in k a g e

an al y si s ， re S tri c ti o n f r ag m e n t l e n g th p oly m o rp hi s m ， P ul s e d 丘eld g el el e ctr o p h o re －

Si s

A b st r a c t

B ul b ospi n al m u s c ul a r atr op h y くB S M A JくK e n n e d y
－ A l te トS un g Sy n d r o m eJ is an X ql in k e d r e c e ssi ve

d is o rd er w h ic h c a u s es d e g e n er a ti o n o f th e l o w e r m o t or n e u r o n s r e s ul ti n g l n atr O p h y o f th e li m b an d

b ul b ar m u SCl es ． R e c e n tl y th e g e n e r e sp o n si bl e f o r B S M A h a s b e e n m ap pe d t o th e pr o x i m al p ar t Of

th e X － C h r o m o s o m e l o n g a rm b as e d o n th e r e s ul ts of li n k a g e a n aly s e s o f s e v e n A m eri c a n a n d

E u r o p e an f am ili e s ． I n th e p r e s e n t st u d y ，li n k ag e a n aly s e s o f s e v e n J ap an e S e fa m ili e s w er e p e rf o rm e d

u si n g th re e di 蝕r e nt D N A p r ot x s o f th e r eg i o n ． A r e s 雨 cti o n fr a g m e n t l e n g th p ol ym O rP hi s m く肌 ．Pl

an aly si s w i th th e p r ob e D X S 7 2 w as i n f o rm ati v e in th r e e o u t of s e v e n f am ili e s ． N o r e c o m bin ati o n

W a S S h o w n ． A n o th e r p r o b e D X Y S l g a v e i n f o r m a ti v e r e s ul ts i n th r e e f am ili es ， b u t o n e of th e m

S h o w ed a r e c o m b i n a ti o n ．
A p r ol 光 D X S l did n ot s h o w an y R F L R l m e l o d s c or e f o r D X S 7 2 w a s O ．90

b ei n g m a x i m al at a r e c o m bi n ati o n f ra cti o n o f O ．0 0 ． 二n le S C Or e f or D X Y S I w as O ．0 7
，
m a Xi m al at a

r e c o m b in ati o n f r a c ti o n of O ．2 0 ． T h es e p r o b e s ， D X S 7 2 an d D X Y S l ， ar e u S e fu l f b r f u r th e r R F L P an al －

y sIS Of B S M A ． I n an atte m P t t O d e te ct c h an g e i n th e si z e of r el ati v el y l ar g e D N A f ra g m e n ts i n th e

r e gi o n ， th e p ul s e d fi el d g el el e c tr op h or esis くP F G EJ w a s ap pli e d ． 7 b e D N A of th r e e p a ti e n ts an d c o n
－

tr oIs w e re dig e s te d b y a r ar e
－ C ut h n g e n z ym e S fil i n a g ar OS e bl o c k s an d w er e s u叫e c te d to th e P F G E

an d s o u th e rn tr an Sft r ． H y b ri di z a ti o n wi th th e pr ob es D X S l ， D X S 7 2 ， D X Y S l ， D X Y S 2 an d P L P did

n ot d e m o n str at e an y diffe r e n c e i n si z e of h y b ri di z e d fr a g m e n ts b et w e e n p ad e n ts a n d c o n tr oIs ． T h u s

l arg e d el eti o n of D N A i n th e r e g l O n Of th e s e pr o b es w as un 1i k ely i n th e s e c as e s ．


