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Ⅹ染色体における隣接遺伝子症候群に関する研究

第一編　Steroid sulfatase deficiencyを伴う隣接遺伝子症候群

西　　村　　真一郎

広島大学医学部小児科学教室(主任:上田一博教授)

受付　平成1年　9　月　9　EI

受理　平成1年11月　8　日

6例のsteroid sulfatase (STS)欠損症患者において, Ⅹ染色体圧腕の遺伝子欠損の範関を同定

したO　4例は魚鱗癖単独例であり, 2例は魚鱗癖以外に他の症状を合併する例である。合併例のう

ち1例はchondrodysplasia punctataを伴うConradi症候群であり,もう1例はConradi症候群

に似た表現型を示す, 46, Y, -X,十der(X) t(X;Y) (p22;qll)の染色体異常症であった。サザン

ブロッテイングによる解析では, STSのcDNAをプローブとした場合, 6例全例でⅩ染色体上の

STS遺伝子の欠損が認められた　STS遺伝子の近傍に存在する遺伝子断片による検索では,魚鱗

癖単独例では他の遺伝子欠損を認めなかったが,症候群を合併する例では2例ともにSTS遺伝子

に隣接した遺伝子の欠損も認め,共通して欠損した遺伝子座は, STS遺伝子(pSTS76), DXS89

(pTAKIOa), DXS31 (MIA)であった。以上の結果より,日本人症例においても遺伝子欠損がSTS

欠損症の主要な原因となっていることが考えられ,さらに遺伝子欠損範囲の程度が多様な症状の発

現に強く関与していることが示唆され, STS欠損症を伴う症候群は隣接遺伝子症候群として考え

ることができる。

Key words :隣接遺伝子症候群, Steroid sulfatase deficiency,サザンプロット法

Ⅹ連鎖劣性の遺伝形式を持つ　steroid sulfatase

(STS)欠損症は魚鱗癖を特徴とする先天性代謝異常症

であり25)魚鱗療単独例とともにKallmann症候群4),

Conradi症候群9), Rud症候群2)などの種々の症候群

を合併することが知られている(症候群合併例)。近

午, STSのcDNAがクローニングされ,その遺伝子

座がXp22.3にマップされるとともにzォ>, STS欠損

症ではSTS遺伝子の欠矢が主要な原田であることが

報告されてきた5朋,ll,28)また, STS欠損症を伴う種

々の症候群では,その原因が隣接して存在する数種の
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異なった遺伝子の欠失(隣接遺伝子症候群)によるこ

とが推定されている23)が,実証されていなかった。

今回,著者は魚鱗癖単独例4例と症候群合併例2例

の計6例のSTS欠損症においてその遺伝子欠損の範

囲を同定した。日本人症例においてもSTS遺伝子の

欠矢がSTS欠損症の主要な原因であった。また,症

候群合併例はSTS遺伝子座に隣接する数種の遺伝子

の欠矢を示し,隣接遺伝子症候群の範晦に入るとの結

果を得たので報告する。

Alphabetical list of abbreviations m the text

CDP : chondrodysplasia punctata

DMD : Duchenne muscular dystrophy

MR　: mental retardation

RFLP : restriction fragment length polymorphism

STS　: steroid sulfatase

Xcen　:centromere of X chromosome

Xpter :terminal end of short arm (p) of X chromosome
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Table 1. Clinical findings呂f six patients withl STS deficiency
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Abbreviations: CDP, Choiidrodysplasia punctata; MR, Mental retardation; nd, not done

Fig. 1. High-resolution GTG-banded sex

chromosomes of Case 6. His karyotype was 46, Y,

-Ⅹ,十der(X) t(X;Y)(p22;qll). Arrow indicates a

break point of the translocation (Xp22, 33).

材料と　方法

り対　象

魚鱗癖を伴い,酵素学的検索により　STS欠損症と

診断された6名の男児を対象とした18〕 STS欠損症

6症例の臨床像をTable lに示す。症例1から4は

魚鱗癖単独例である。症例5は魚鱗癖以外に低身長,

四肢短縮,鞍鼻, chondrodysplasia punctata (CDP)

を伴いConradi症候群と考えられた。染色体核型は

46, XYの正常核型を示し,高精度分析による検索で

もⅩ染色体短腕の欠矢は認められなかった。症例6

は, 46, Y, -X, +der(X) t(X;Y) (p22; qll)の核型を

Table 2. Steroid sulfatase (STS) activity in

mononuclear leukocytes l呂)

STS activity

(pmol DHEAS/h!mg protein)*

Patient Father Mother

Case 1

Case　2
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Control* *

Male　176.8± 57.6

Female　257.9±138.5

STS activity was determined by the method of

Shapiro, and expressed as product of dehydroe-

piandrosterone sulfate (DHEAS)24'.

Results were expressed as the mean ± SD from 5

normal male subjects and 5 normal female sub-

jects.

Abbreviation; nd, not done.

示し,低身長,四肢短縮,鞍鼻,知能低下を認めたが,

幼少時の検索がなされていないためCDPの有無は不

明であった19)。 ethidium bromide　による高精度分

析20〕の結果をFig. 1に示す。

STS　活性の測定は白血球の単核球層を用い,

Shapiro　らの方法24)に準じて行なわれ, Table 2　に

示すように全例が検出感度以下であった18)

2)サザンブロッテインク

各症例の-パリン血10-15mlを採取後,その白

血球分画より　DNAを抽出した15)。このDNAIOug

を,検索に適した制限酵素により完全に消火し,その

後0.8%アガロースゲル電気泳動により分画して,ナ
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イロンフィルターにブロッテイングした。プローブ

はⅩpに存在するDNA断片(次節参)を32Pでラベ

ルし, 5×SSC (20XSSC: 3M NaCl, 0.3M tnsodmm

citrate), 50%　ホルムアミド, 5×　Denhardts, 20

mMリン酸ナトリウム(pH6.5), lOOjUg/mlサケ精子

DNA, 10%デキストランサルフェートの溶液中で,

フィルターと共に42-C一一昼夜ハイプリグイゼーシ

ヨンを行なった。その後, 2)くSSC, 0.1% SDS　で15

分間2回, 0.2×SSC, 0.1% SDS　で15分間1回の洗

浄を65-C　で行い,オートラジオグラフィーにて種

々の遺伝子の欠損の有無を検討したQ.

3)プEB-ラ

Table 3に示すようにXp21-Xpterに存在する10種

類のDNA断片をプp-ブとして使用した。 pD216>,

pXUT2,33) , 78213> , dic5621> , pTAKIOal'はⅩ染色

体に特異的な塩基配列である　pSTS7628>, MIAl'

もⅩ染色体に特異的な塩基配列であるが, Y染色体上

にも柏同性のある塩基配列が存在する　pSGl7㌧

pDP411a22'そ　し　て　pDP23022)は　い　わ　ゆ　る

pseudoautosomal regionl'に存在し, X, Y両染色

体上にコードされている。

pD2　はJapanese Cancer Research Resources

Bankを通じ, pDP230, pDP411a, pSGl, dic56, 782,

pXUT23はAmerican Type Culture Collectionを通

じて供与を受けた　MIAはDr. J-L Mandelより,

pTAKIOaはDr. T. A. Kruseより, pSTS76はDr.
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P. H. Yenより供与を受けた。プローブの32Pによ

るラベルは, Multi-prime�"(Amersham)を用いた。

結　　　　　果

6症例のサザンプロットの結果をTable 3に示す。

pSTS76　をプローブとした場合, 6症例全てでⅩ染

色体上にコ-ドされたSTS遺伝子は存在せず, Fig.

2　の矢印に示される20kbのY染色体上の偽遺伝子

(Pseudogene)のバンドのみが認められた。魚鱗癖単

独例の症例1, 2, 3, 4では,他の9個の全てのプ

ローブに対するバンドが存在し, STS遺伝子近傍の

欠壬則ま認められなかったo症候群合併例の症例5, 6

では, 2症例ともにそのゲノム　DNA　に　MIA　と

pTAKIOaが認識する塩基配列を欠いていた(Fig. 3)。

さらに,症例6はdic56　に対するバンドの欠損も認

められた(Fig. 4)。プローブ782, pXUT23　そして

pD2　を使用した場合, 2症例ともコントロールと同

様のバンドが存在した。また, pSGl t pDP411aで

も2症例ともコントロールと同じ塩基長のバンドが認

められた。

pDP230　をプローブとして制限酵素EcoRIで消化

した際に症例5はコントロールと同じ塩基長のバンド

を示したが,症例6ではrestriction fragment length

polymorphisp (RFLP)を生じ,患児のゲノムDNA

において母親由来のⅩ染色体上に存在するpDP230

の塩基配列に対応するバンドの欠損があった(Fig. 5)。

Table 3. Southern blot analysis of DNA from patients with steroid革ulfatase deficiency using the cloned

segments of the region Xp21-Xpter as probes

locus Probes Case 1 Case 2　　　Case 3　　　Case 4　　　Case 5　　　Case 6

DXS20　　　pDP230c'

DXS28　　　pDP41 1a';)

MIC2　　　pSGlc:

DXS31　　　MIAサ

DXS 8 9　　　pTAKI 0 aa>

STS pSTS76b>

DXS143　　　dic56サ

DXS85　　　　782">

DXS 16　　　pXUT23-'

DXS43　　　pD2サ
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a):X chromosome specific probe

b):X chromosome specific, Y chromosome homologous probe

c):X, Y chromosome specific probe
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1　2　　3　　4　　5　　6

pSTS76

1　2　3　4　5　6　7　8

Fig. 2. Analysis for deletions of STS gene.

EcoRI digested DNAs from patients were

hybridized with pSTS76 probe. Lane L6; case

ト6,lane 7; normal male, lane 8; normal female.

Arrow indicates a 20 kb fragment hybridized

with Y chromosome-encoded pseudogene. Case

L6 show the signal for Y encoded-pseudogene

only.

1　2

Fig. 3. DNA analysis with MIAand pTAKIOa.

DNAs from patients were digested by Hindlll

and hybridized with MIA and pTAKIOa probes.

No band was detected in case 5 and case 6: lane

L6; case L6.

Fig. 4. DNA analysis with dic56. Hindlll

digested DNAs were hybridized with dic56

probe. Case 6 has no band: lane 1-6; case 1-6.

1　　2　　　　3

Fig. 5. A southern hybridization of pDP230

probe with EcoRI digested DNAs from the family

of case 6. Lane 1; patient, lane 2; father, lane 3;

mother. X; X chromosome-encoded segment. Y;

Y chromosome-encoded segment.

考　　　　　察

本研究では, 6例の　STS　欠損症患者のゲノ与

DNAで全例にSTS遺伝子の欠矢を認め,日本人症

例においても遺伝子欠損がSTS欠損症の主要な原困

であることを明らかにした。さらに,症候群合併例で

は, STS遺伝子に隣接した遺伝子の欠損も認め(Fig.

6),複数の遺伝子欠損が多様な症状の発現に関与して

いるものと考えられた。

以前より, STSの遺伝子産がⅩ-Y recombination

の生じやすいpseudoautosomal regionの近傍に存在

することは知られていた28㌔　また,最近Y染色体長腕

に　STS　の偽遺伝子が存在することが報告されてい

る29)。これらの結果から, X-Y交換の結果STSの

遺伝子座の欠損が生ずる可能性が示唆されている。実

際, STS欠損症の症例においてSTS遺伝子の欠損

を示した報告は多く5,6,8,ll,28)我々の結果も同様であ

った。遺伝子欠損がSTS欠損症の主要な原関と考え

られる。しかし,これまでSTS欠損症を含む症候群

が隣接した遺伝子の欠損によるという報告はない。

今回検討した症候群合併例中,症例5は高精度染色
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Fig. 6. Location and order of DNA segments used as probes in this study, and ranges of DNA dele-

tions in X chromosome in the six patients. Open bars indicate deletions of DNA segments; shaded laars

show the segments where DNA exist; and closed bars mean those undetermined.

体分析で染色体欠失が見つかっておらず,遺伝子解析

により　STS遺伝子座(pSTS76), DXS89 (pTAKIOa)

そしてDXS31 (MIA)のinterstitial deletionが判明

した。症例6の場合,その染色体核型46, Y, -X,

+der(X) t(X;Y)(p22;qll)より患児ではⅩ染色体圧

腕末端(Xpter)の欠朱が考えられる。遺伝子解析の結

果は,転座の切断点より　pter　側と考えられる

DXS143　から　DXS31までのプローブでバンドの欠

損が生じていたが, pseudoautosomal region　に存在

する　MIC2 (pSGl) , DXS28 (pDP411a),そして

DXS20 (pDP230)ではバンドは存在していたC　これ

らのバンドはY染色体上の相同性のある塩基配列を反

映していると考えられ, DXS20　ではRFLPにより

Ⅹ染色体上の塩基配列の欠損が照明された(Fig. 5)0

すなわち,症例6の遺伝子欠損の範囲は　DXS143

(dic56)からXpterまでの広範な欠損と考えられた。

以上より,この2症例の共通の欠損範囲はSTS遺

伝子庫(pSTS76), DXS89 (pTAKIOa)そしてDXS31

(MIA)であった(table 3, Fig. 6)。また,全例におい

てSTS活性は検出感度以下であり,その臨床的特徴

の差異を残存したSTS活性の差により説明すること

は出来なかった。これらの結果からSTS欠損症にお

いても遺伝子欠損の範囲が種々の症状を決定する原因

であることが示唆された。さらに共通の遺伝子欠損が

低身長,四肢短縮,投鼻そしておそらくはCDPを生

じさせたものと考えられる。

1984年にCurry　ら9)は高精度分析により　Xp22.32

の染色体欠失を伴い,魚鱗癖とCDPを呈した2家系

の男児例を報告し, CDPの遺伝子産をXp22.32　に

マップしており,このことも今回の結果と一致してい

る。また,知能低下が症例5になく,症例6には認め

られるため,症例6においてはDXS31 (MIA)より

遠位端の遺伝子欠損が精神発達遅延に関係しているか

もしれない。これらの結果から, STS遺伝子を含ん

だ隣接した遺伝子の欠損により種々の症候群が生ずる

という仮説が導きだされる。少なくともSTS欠損症

に伴う症候群の一部はSchmickelの提唱する隣接遺

伝子症候群23)の範噂に入るものと考えられた。
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これまでに, hybndoma　を用いた分析や家系調査

などによる, STS　遺伝子座を含めたXp21-Xpter

の各遺伝子断片の遺伝子座の配列の報告はあるが10㌔

未だ確定的なものはない　Wirth　ら26)は,その配列

をXcen-DXS9-DXS143-STS/DXS16-DXS89-

Xpterとし, Yatesら27)は, Xcen-DXS43-DXS85

-DXS143-STS/DXS237-XG-Xpter　としてい

る。また, Ahrens　ら1)は, DXS89　が　pseudo-

autosomal regionの近傍にあることを報告しており,

我々の検討でも症候群合併例の2例でSTS遺伝子座

とともにDXS89の欠損を認めた。今回の症例の遺伝

子欠損パターンとこれまでの報告から,本実験で用い

たXp21からXpterに存在する遺伝子断片の配列は

次のように考えられた: Xcen-DXS43-DXS16-

DXS85-DXS143-STS-DXS89/DXS31-MIC2-

DXS28-DXS20-Xpter (Fig. 61。

近年　DMD (Duchenne muscular dystrophy)や慢

性肉芽腫症をはじめとしてⅩ染色体上の遺伝子がク

ローニングされ,その病因が解明されつつあるo今回

の検討では, STS欠担症においてⅩ染色体の遺伝子

欠損範囲の多様性が症状の多様性に関与している所見

を得たが,今後はX染色体の詳細な遺伝子地図の作成

やCDPなどの嘩唐子のクローニングのためにも,ら

れらの症例での研究の集積が必要と思われる。
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Contiguous Gene Syndrome Due to X-Chromosome Deletion

Part I: Contiguous Gene Syndrome Associated with

Steroid Sulfatase Deficiency

Shm-ichiro NISHIMURA

Department of Pediatrics, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. Kazuhiro UEDA)

We have studied 6 unrelated males affected by steroid sulfatase (STS) deficiency. Four patients had

isolated ichthyosis, one patient had ichthyosis associated with chondrodysplasiaノpunctata (Conradi syndrome)

and the remaining patient whose karyotype was 46, Y, -Ⅹ,十der(X) t(X,Y)(p22;qll) represented a phenotype

similar to Conradi syndrome. DNAs from these patients were analyzed by Southern blotting using 10 cloned

fragments mapped in the Xp2LXpter region in order to investigate gene deletions. Four patients with isolated

ichthyosis only lacked a fragment of STS gene and two patients with complex symptoms had contiguous gene

deletions including STS locus with the fragments commonly absent in both patients being STS locus

(pSTS76), DXS89(pTAKIOa) and DXS3KMIA). These data suggest that the observed wide spectrum of

clinical manifestations of STS deficiency results from contiguous gene deletions.
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Ⅹ染色体における隣接遺伝子症候群に関する研究

第二編　Glycerol kinase deficiencyを伴う隣接遺伝子症候群

pI

広島大学医学部小児科学教室(主任:上田一博教授)

受付　平成1年　9　月　9　日

受理　平成1年11月　8　日

白血球glycerol kinase活性の低下とcongenital adrenal hypoplasia (AHC)を認めるcomplex

glycerol kinase deficiency (CGKD) 4例において, Ⅹ染色体短腕の遺伝子欠損の範囲を同定した。

Duchenne muscular dystrophy (DMD)様ミオパチーは1・例に認め,他の1例は臨床症状はないが,

筋生検により非特異的ミオパチ-の組織所見が得られたo残りの2例は同胞例であり,筋症状がな

いため筋生検は施行されてない。 Xp21に存在する遺伝子断片をプローブとしたサザンプロット法

による解析では, DMD様ミオパチ-合併例でDMD遺伝子の一部の欠損を認め,非特異的ミオ

パチ-合併例ではDMD遺伝子座近傍のDXS67 (p】〕24), DXS28(C7), DXS68 (Ll-4)の遺伝子欠

損が存在した。同胞例は,遺伝子欠損を証明できなかった。これらの結果より, GKDとAHCの

遺伝子座はXcen-(DMD)-(GKD/AHC)-DXS68-Xpterとなった.また, CGKDにおいてはDMD

様ミオパチ-を含めた症状発現の多様性が染色体欠損範囲の多様性に関連していることが示唆され

た。

Key words:隣接遺伝子症候群, Glycerol kinase deficiency,サザンプロット法

高精度分染法の導入以来,微細な染色体異常の存在

が判明し,従来不明であった先天性異常症の原因の多

くが染色体欠矢に起因することが明らかとなってき

た。 1986年, Schmickelにより提唱された隣接遺伝

子症候群(contiguous gene syndrome)は,染色体異

常を示した部位に複数の遺伝子が隣接して存在し,染

色体異常(主として染色体欠失)のため当該遺伝子群

が欠落して生ずる症候群である16)。現在までに,微細

な染色体異常に由来する10内外の疾患が報告され,そ

の一部は遺伝子レベルでの検討もなされている11)
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complex glycerol kinase deficiency (CGKD)も隣

接遺伝子症候群のひとつと考えられ,これはglycerol

kmase deficiency (GKD), congenital adrenal

hypoplasia (AHC), mental retardation　および

Duchenne muscular dystrophy (DMD)様ミオパチ-

を呈するⅩ連鎖劣性遺伝疾患であるォ。 CGKDの患者

では染色体分析でしばしばⅩ染色体p21付近の欠共

を認め,遺伝子レベルでのⅩ染色体p21の欠損例の

報告もあることにより　GKD　と　AHCの遺伝子座は

Xp21.2　にマップされている5)。しかし,未だ

Alphabetical list of abbreviations in the text

AHC　: congenital adrenal hypoplasia

BMD　: Becker muscular dystrophy

CGKD : complex glycerol kinase deficiency

CPK　: creatin phosphokinase

DMD　: Duchenne muscular dystorphy

GKD　: glycerol kinase deficiency

MR　　: mental retardation

Xcen　: centromere of X chromosome

Xpter : terminal end of short arm (p) of X chromosome
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glycerol kinase (GK)遺伝子自体のcDNAクローニ

ングはなされていない。また最近　DMD遺伝子座が

GKD　とAHCの遺伝子座の近傍に存在することが明

らかとなり, CGKDに合併するDMD様ミオパチ-

-のDMD遺伝子の関与も判明しつつある3)o

今回,我々はDMD様ミオパチ-合併例・非合併

例を含むCGKD4例において, DMD遺伝子を含め

たXp21に存在する遺伝子断片をプローブとしてサ

ザンブロッテイング法により,その遺伝子欠損の範囲

を同定し,症状発現との関係について検討したので報

告する。

材料　と　方法

1)対　象

白血球glycerol kinase活性の検索により, GKD

と診断された男児4例を対象とした　CGKD4例の臨

床像をTable l　に示す。症例1は, 4歳時に暗吐・

意識障害などの副腎機能不全症状で発症し,血中Na,

Cl低値, K軽度高値,血中ACTH異常高値,尿中

および血中glycerol異常高値などの検査所見より

GKDが疑われた。白血球のglycerol kinase活性は,

約5%と著明に低値であり, GKD　と診断された。血

中creatin phosphokinase (CPK)の上昇はなかった

が,筋生検では-一部繊維の硝子化を認め,非特異的ミ

オパチーの所見を呈していた。現在,言語発達の遅延

が認められている。また,染色体核型は46, XYで,

高精度分析でも　Ⅹp　の欠損部位は認められなかっ

たg).症例2も, 5歳時に副腎機能不全症状にて発症

し,白血球glycerol kinase活性の低値より　GKDと

診断された。軽度の精神発達遅延がある。症例3は症

例2の同胞例で,出生前より母体尿中エストリオ」ル

の低値が指摘されており, GKDが疑われていた。生

後の検索で,白血球glycerol kinase活性の低下が認

められた。 2歳現在では精神発達遅延は認められてな

い。症例2, 3ともにCPKは正常であり筋生検はな

されてない。また,高精度分析によっても染色体上

Ⅹpの欠損はなかった。症例4は、生後3週間で色素

沈着と体重増加不良のため入院した。入院時の検査所

見は,血中Na,Cl低値, K高値,血中ACTH高値,

血中CPK異常高値,尿中および血中glycerol異常

高値を示した。白血球glycerol kinase活性は対照の

約1%であり　GKD　と診断された。 4カ月時の筋生

検では,筋ジストロフィーを示唆する所見を得た。染

色体上Ⅹpの欠損は認められなかった。

2)サザンブロッテインク

各症例より-パリン血10-15mlを採取後,その

白血球分画より　DNA　を抽出した12)。さらに　DNA

IOug　を検索に適した制限酵素により完全消化し,

0.8%アガロースゲル電気泳動により分画して,サザ

ンブロッテイング法7)によりナイロンフィルターに

DNA　を移しとった.ノ、イブリダイゼ-シヨンはⅩp

に存在する　DNA断片を32Pでラベルしプローブとし

て, 5×SSC (20×SSC: 3M NaCl, 0.3M trisodium

citrate), 50%ホルムアミド, 5×Denhardt's, 20mM

リン酸ナトリウム(pH6.5), 100/ig/ml　サケ精子

DNA, 10%デキストランサルフェートの溶液中で, 42

℃・ 1昼夜行なった。その後,洗浄を2×SSC,0.1%

SDSで15分間2回, 0.2×SSC, 0.1%SDSで15分間

1回の65℃で行い,オートラジオグラフィーにて種々

の遺伝子の欠損の有無を検討した。

3)プn-ブ

今回の検討では, Xp21に存在する14種類のDNA

断片(Table 2)をプローブとして使用した。 pD2,

p99-6, pB24, C7, Lト4, J66-HI, p20, J-Bir, 754はⅩ

-染色体に特異的なゲノムDNAである"サ。 cDMDシ

リーズは, Koenig　ら10)によりクローニングされた

Table 1. Clinical findings of four patiens with CGKD

Sex Age
GK

activity

CPK

activity

(IC/1)

Histology

of muscle

Male　　　8 year 0. 239

Male　　　7 year 0. 132

Male　　　2 year 0. 032

Male　　　9 month 0. 087

50　　　　　NM

63　　　　　nd

75　　　　　nd

7, 490　　　　MD
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Glycerol kinase activity in leukocytes shown as nmol/h/mg protein.

Normal GK activity was 4. 125+1. 817 nmol/h/mg protein (mean+SD).

Abbreviations: CGKD, complex glycerol kinase deficiency; MR, mental retardation: MD, muscular dystrophy;

NM, non-specific myopathy; nd, not done. CPK, creatm phosphokinase
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DMD遺伝子のcDNAをサブクローニングしたもの

で,対応する　uRNAの5'末端から順にcDMDl,

2,-　一, 14となっている。これらの遺伝子座の染色

体上の配列順は,これまでの報告より5,6.14) Table 2,

Fig. 3のように考えられ,上から順にⅩ染色体短腕

のterminal end (Xpter)からcentromere (Xcen)に

配列してある　pD2, p99-6　はJapanese Cancer

Reseach Resources 】〕ankから, cDMDシリーズ,

pB24, 754はAmerican Type Culture Collectionから

供与を受けたo C7はDr. J-L Mandelより, J-Bir,

Lト4はDr. L.M. Kunkelより, p20, J66-HIはDr.

E.Bakker　より供与を受けたo　プローブの32Pによる

ラベルは, Multipnme�"(Amersham)を用いた。

結　　　　　果

4症例のサザンプロットの結果をTable 2に示す。

症例1は筋生検では非特異的ミオパチ-を示すものの

臨床的にDMD様ミオパチ-症状がないが,そのゲ

ノムDNAは, B24, C7, Ll-4　をプローブとした場

合にバンドの欠共が認められた(Fig- 1; a, b, c)。し

かしcDMD ll, 12a, 12b-14などのDMD遺伝子を

含めた他のプローブでは遺伝子の欠損はなかった

(Fig. 2; a, b, c)。 DMD様ミオパチ-を伴わない同胞

例の症例2 ・ 3は,今回用いた全てのプローブに対し

てバンドが存在していた(Fig. 1, 2)。しかし,筋生検

像・臨床像ともにDMD様ミオパチ-を呈する症例

4においては, DMD遺伝子であるcDMDll, 12a,
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12b-14　の範囲での遺伝子の完全欠損が認められた

(Fig. 2; a, b, c,)。さらに,近傍のCDMD9-10や

cDMDIO　に対応したゲノム　DNA　であるJ66-HI

(DXS268)をプローブとした場合には,遺伝子の欠損

は認められず,遺伝子欠損のXcen　側の切断点は

cDMDIO　と　cDMDllの間のイントロン領域と考え

られた　DMD　遺伝子座より　Xpter　側の　pB24

(DXS67), C7 (DXS28), Ll-4 (DXS68)をプローブと

した場合,いずれもバンドの欠損はなかった(Fig. 1;

a,b,c)。よってFig.3の4に示すように症例4の染

色体欠損領域はcDMDIO近傍からDXS68の近傍ま

でと考えられる。

考　　　　　察

今回検討した4例では,サザンプロット法により2

例にXp21の部分に遺伝子欠損を認め(Fig. 3),その

内DMD様ミオパチ-合併例の症例4では欠損範囲

がDMD遺伝子座に達していた。また,筋生検上非

特異的ミオパチ-を伴う症例1の場合, DMD遺伝子

座の欠損は認めないもののごく近傍の遺伝子である

DXS67 (pB24), DXS28 (C7), DXS68 (LL4)の欠損

が存在していたO　これらのことは,染色体欠損の範関

に多様性はあるもののCGKDに伴うDMD様ミオパ

チ-の症状発現にはDMD遺伝子が深く関与してい

ることを示している。

またこれまでの報告では, mental retardation

(MR)を伴わないCGKD4例でXp21の遺伝子の欠

Table 2. Southern blot analysis of DNA from patients with CGKD using the cloned segments of the region

Xp21 as probes

Locus Probes Case 1 Case 2

DXS4 3

DXS41

DXS67

DXS28

I
l
　
∴

3

1
>
V
/
aC

十

　

+

　

1

DXS68　　　　　LI-4

DMD cDMD12b-14

DMD cDMD12a

DMD CDMI)ll

DXS268　　　J66-HI

DMD cDMD9-10

DMD cDMD8

DXS269　　　p20

DXS270　　　　　-Bir

DXS 84　　　　　754

+
　
+
　
+
　
　
+
　
+
　
+
　
+
　
+

: +, Presence of DNA sequence; -, absence of sequence.

4

eSaC

十
　
十
　
十
　
十
　
+

一

　

F

　

十

　

+

　

+

　

+

　

+

　

+
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1　　　2　　　3　　　4　　　5

kb

-L'3

C

Fig. 1. Southern blot analysis of DNAs from pa-

bents with complex glycerol kinase deficiency.:

lanes L4; Cases 1-4, lane 5; normal male, (a): Pst

I digested DNAs were hybridized with pB24

probe, (b): EcoR I digested DNAs were hybridiz-

ed with C7 probe, (c): Eco RI digested DNAs

were hybridized with Lト4 probe. Case 1 had no

bands with each probe.

損が証明されておらず　　GKD, AHC遺伝子座の

近傍に存在する遺伝子の欠損がMRの発現に深く関

与していると考えられている。今回の症例では,遺伝

子欠損の証明できなかった症例2, 3に比べ,推定さ

れるGKD, AHC遺伝子座より　Xpter側の遺伝子欠

損を認める症例1で知能低下の程度はより強かった。

さらにGKD, AHC遺伝子座よO Xcen側のDMD

遺伝子座の欠損を伴う症例4においてはMRは明ら

かでなく,一般にDMD遺伝子の欠損が認められる

DMD症例でもMRの合併は少ない。これらの症例

b

1　2　　3　　4　　5

CDMD

12b-14

Fig. 2.Analysis
lanesト4; Cases
Pvu II digested
CDMD ll probe.
hybridized with

digested DNAs

C

for deletions of DMD genes∴

1-4, lane 5; normal male, (a):

DNAs were hybridezed with

(b); Msp I digested DNAs were

CDMD 12a probe, (c): Eco RI

were hybridized with CDMD

12b-14 probe. No signals were observed with
CDMD ll, 12a and 12b-14 in Case 4.
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から, CGKDに合併するMRの症状発現にはGKD,

AHC遺伝子座より　Xpter側の遺伝子欠損が重要で

あることが示唆される。以上より, CGKD症例にお

ける症状発現の多様性は,その遺伝子欠損範田の多様

性に起困すると考えられる。

1987年のFranckeの報告以来, CGKDでの遺伝子

欠損に関する報告が増えつつある1,13,14)。当初は,

GKD　とAHC　の遺伝子座は　DXS68 (LL4)と

DXS270 (J-Bir)との間に存在すると考えられた5)c L

かし,その後DMD遺伝子のcDNAクローニングに

よりそのcDNAの全塩基配列が決定され　DMD患

児で欠損していた遺伝子断片である　DXS270　は

DMD遺伝子内に存在することが明らかとなった6)0

また　DMD　様ミオパチ-合併の　CGKD　症例は

DMD　遺伝子庄内の欠損を認めるが,非合併例は

DMD　遺伝子庭内の欠損を認めないとの報告や3㌧

Xp pter
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AHC単独例ではGKD　と　AHCの合併例に比べて

xcen側の遺伝子の欠損範囲が小さいとの報告4,17)な

どより,現在ではGKD　と　AHCの遺伝子庭は次の

ように考えられている: Xcen-(DMD)-(GKD)-(AHC)

-DXS68-DXS28-Xpter4)。今回,遺伝子の欠損を認

めた2例も欠損範囲が重複する可能性のある部分は

DMD遺伝子座と　DXS68の問であり(Fig. 3),この

配列順に一致しているO　最近では, pulse field gel

electrophoresisにより遺伝子欠損の範囲を同定しよ

うとする試みもなされており,一部の症例では欠損範

囲同定の報告もある2.4!しかし,今回の検討では

glycerol kinase自体の遺伝子を使用していないため,

これらの遺伝子欠損がglycerol kinase以外の遺伝子

の調節・制御の異常から間接的に　GKD　を生じさせ

た可能性も否定できない。さらに,現時点ではDMD

遺伝子座とDXS68の問の塩基長も不明であり,現在

1　　　2　　　　3　　　　4

Fig. 3. Location and order of DNA segments used as probes in this study, and

ranges of DNA deletions in X chromosome in the four patients. Open bars indicate

deletions of DNA segments; shaded bars show the segments where DNA exist; and

closed bars mean those undetermined.
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使用されているプローブでは欠損の証明が困難な症例

も存在することより,すべてのCGKD症例が隣接し

た遺伝子の欠損によるのかどうかは, glycerol kinase

自体の遺伝子座の決定とともに今後の課題である。

KoenigらによりクローニングされたDMD遺伝子

のcDNA (cDMDL14)は全長14Kbであり10)その

後dystrophinという蛋白をコードしていることが判

明した8)。このcDNA　を用いた遺伝子解析により,

DMDおよびBecker muscular dystrophy (BMD)の

約60%に遺伝子の欠損を証明でき,その内の90%は

cDMDL2a, 7あるいは8で傑出できるという6㌔ま

た, CDND12-14の欠損はDMDやBMDでは非常

に希であり,遺伝子の欠損範囲と重症度との相関はな

かった6)。ところが, DMD　様ミオパチ-を伴う

CGKDでは欠損部位はGKDやAHCの遺伝子座の

近傍と考えられるcDMD14よりXcen側のcDMDl

の方向に向かって広がり15)その欠損範囲は重症度と

相関しているとの報告がなされた3)C　このことは,同

じDMD遺伝子の異常に起因しても, DMDやBMD

とCGKDに伴うDMD様ミオパチ-では遺伝子レベ

ルにおける多様性が存在し, CGKDに伴うDMD様

ミオパチ-は隣接した遺伝子の欠損の結果である手と

を示唆している。しかし一方で, DMD様ミオパチ-

を合併したCGKD例の中でも近傍のDXS68までの

欠損は存在しても, CDMD14の領域に欠損が認めら

れない症例も存在する14)。この症例が, DMD遺伝子

のpoint mutationや遺伝子発現の調節・制御の異常

によるものかどうかは現在のところ不明である。

本研究では, CGKD4例で遺伝子欠損の範際を同定

し,症状の多様性が遺伝子座の欠損範囲の多様性に関

与する所見を得た。しかし現在の方法では遺伝子欠

損の見つからない例の原因の究明やDMD遺伝子の

発現との関係,さらにはGKDやAHCの遺伝子そ

のもののクローニングのためにも今後これらの症例で

の詳細な検討が必要であると考えられる。
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Contiguous Gene Syndrome Due to X-Chromosome Deletion

Part II: Contiguous Gene Syndrome Associated with

Glycerol Kmase Deficiency

Shin-ichiro NISHIMURA

Department of Pediatrics, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. Kazuhiro UEDA)

Four cases with complex glycerol kinase deficiency were studied to detect gene deletions of X

chromosome. They all had congenital adrenal hypoplasia (AHC). By Southern blot analysis, using fourteen

DNA fragments of Xp21 region as probes, the case with Duchenne muscular dystrophy (DMD)-like myopathy

showed the deletion of the DMD gene, cDMDll, cDMD12a, cDMD12b-14. DXS67 (pB24), DXS28 (C7),

DXS68 (LI-4) loci, which were near a DMD locus, were deleted in genomic DNA from the case with non

specific myopathy and mental retardation (MR). No gene deletion was demonstrated in the other two cases.

Both patients associated wi也myopathy had deletions of loci including or near a DMD locus. The gene dele-

tion extended to more terminal end of short arm (p) was pr占sent in DNA from the patient with MR. These

results suggest that the loci of glycerol kinase deficiency (GKD) and AHC may be mapped between DXS68

and a DMD locus; Xcen-(DMD)-(GKD/AHC)-DXS68-Xpter, and that the heterogeneity of symptoms, in-

eluding GKD, AHC, DMD-like myopathy and MR may be correlated with the extents of gene deletions.




