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2. RFLPによる連鎖解析:
ロッド得点、法ならびに RFLPマーカの選別

はじめに

DNA診断の特徴のーっとして，病因遺伝子

が不明な遺伝病さえも診断の対象となりえるこ

とが挙げられる.つまりゲノム上に存在する制

限酵素切断片多型(RFLP)をマーカーとして連
鎖解析を行うことにより，間接的に診断を行う

ことができるわけで，これは従来の遺伝子産物

の異常に基づく診断法では不可能なことであっ

た.この手法は上記のような遺伝病の診断以外

にも，分子レベルでの病因が多岐にわたる遺伝

病や，病因遺伝子が巨大なために変異の同定が

困難な遺伝病の診断においても有効である.さ

らには病因遺伝子のクローニングや，最近注目

を浴びつつあるヒト全ゲノム塩基配列決定にお

いても，この連鎖解析による遺伝子地図作成は

主要な位置を占めている.

ここでは，このような解析に用いられる統計

的手法であるロッド得点法について述べ，さら

にRFLPマーカーをきたすプロープの単離に
ついても触れたい.しかし各遺伝病における連

鎖解析の実際については，本紙の他の稿で詳細

に触れられるため割愛し，ここでは連鎖解析の

原理に重点を置きまとめることにする.

1.連鎖解析と口ッド得点法の原理

ロッド得点の計算は現在， LIPEDや LIN

KAGEなどの計算機プログラムを用いて手軽

に行えるようになってきている.ここでは，現

日下部員ー* 服巻保幸村

在の連鎖解析法の基礎となった Morton(1955) 

の方法についてわかりやすく解説したい.この

ためには，まず第1に連鎖と組換え，および組

換え頻度について，次にどのような遺伝子型の

子供が生まれてくるかということは確率分布に

従っているということ，したがって連鎖関係を

判断するには定量的な方法が必要であるという

ことを理解していただかねばならない.そこで，

この節でこれらの考えの大筋を解説してロッド

得点法の原理を理解していただき，次の節でい

ろいろな交配型についての具体的なロツド得点

の計算法を詳述する.

a.連鎖と組換え

2つの遺伝子座が異なる染色体上にあるとき

は，減数分裂の際それぞれの遺伝子座は独立に

行動してメンデルの独立分離の法則に従うこと

になる(図1-1).これに対し，同じ染色体上に位

置するときには，それらの位置関係が非常に近

ければ2つの遺伝子座のそれぞれの対立遺伝子

対(たとえば図1-2のAとB，または aとb)
は行動をともにすることになるがこれは連鎖と

呼ばれる.この位置関係が遠くなるにしたがい

これらの遺伝子座間で組換えがおこり組み合わ

せの異なる配偶子(図1-2の AbとaB)がつく

られてくる.2つの遺伝子座が同じ染色体上に

あるときには，その位置が互いに遠くなるほど

それらの間で組換えがおこる確率が高くなり，

これらの頻度(図 1の θ)を測定することによっ

て遺伝子座の位置関係を直線上に配置すること
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1) 2つの遺伝子座が別の染色体上にあるとき(独立)

親 ⑪ × 

e
l
 

配偶子 a b 

子

表現型 AB Ab aB ab 

2) 2つの遺伝子座が同じ染色体上にあるとき(連鎖)

親 (AB ) x 
¥ab ) 

配偶子

子

表現型 AB Ab aB ab 

頻度
1-0 0 
2 2 

o 1-0 
2 2 

組換え型

図 1 連鎖と独立を示す図

ができ遺伝子地図が作成される.

ショウジョウパエやマウスなどの実験動物で

は図1に示したように二重劣性の個体に交配す

ることによって二重ヘテロ接合体の親の配偶子

の遺伝子型頻度を子供の表現型頻度からただち

とんど不可能で，情報となりうる交配型すべて

を集めて連鎖関係について考察することになる.

結局，問題は形成された配偶子のうち組換え型

か非組換え型かが容易に検出できればいいわけ

で，後にふれる，精子1個に対して PCRによ

に測定できる(これを検定交配と呼ぶ).そして， って RFLPを検出できるようになってきたこ

子供の中の組換え型の頻度(0)をもって2つの とは，連鎖解析を飛躍的に進歩させる可能性を

遺伝子座の距離と定義することができる.θ= もっている.

0.01を1cl¥1 (センチモルガン)と呼び，これは b. 2項分布と多項分布

ほぽ103kbに相当する. 連鎖解析は二世代資料などの家族構成をもと

しかし，ヒトを対象とする場合には一家族の にして行われるが，どのような表現型の子供が

子供の数は多くても数人で，ある表現型をもっ うまれるかということは確率的事象である.こ

た子供の出現は確率的事象となる.また，マウ れは，受精にあずかる配偶子は遺伝的には決定

スやショウジョウパエの検定交配に相当する交 されているが何種類かの数多くの中のほんのわ

配の組み合わせ(交配型)だけを集めることはほ ずかであるということを考えると理解されるで
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あろう.

たとえば，男の子がうまれるか女の子がうま

れるかということは 10円玉を投げて表がでる

か裏がでるかということと確率のモデルとして

は同じと考えることができ， 2項分布のモデル

がこれに相当する.

{2項分布の法則〉

ある事象 Aがおこる確率がρで事象 Bの確

率が q(ρ+q =1)であれば S回の試行で Aが

α回， Bが b回おこる確率は

01 

p=云b!ρ匂
である.

ある家族に 3人子供がいるとして3人とも男

の子かまたは 3人とも女の子である確率は

3! (1¥3(1¥0， 3! (1¥0(1¥3_1 
3!0! ¥ 2 ， ¥ 2 ，・ 0!3!¥ 2 ， ¥ 2 ， 4 

となる. 2項分布は事象(男か女，表か裏など)

が2つの要素についての法則であるが，多くの

要素からなる確率事象に拡張できて多項分布と

して知られている.

〈多項分布の法則〉

ある事象 Aがおこる確率がρ，事象 Bの確

率が q，事象Cが r，・円であれば S回の試行で

Aが G回， Bが b回， Cが C回，…おこる確

率は

01 
p=頑お=ργr C •

である.ただし， ρ+q+r+…=1である.

遺伝学の多くの問題でこの多項分布のモデル

が使われる.たとえば先程の図 1-1のような交

配を行ったとする.総計 S人の子供のうち表現

型がAB，Ab， aB， abの子供の数がそれぞれ
の b，c， dとなる確率は

p=万tE7(十r(十r(十r(十r
=dET(十r

で求められる.

たとえば4人の子供がすべてABの表現型
になる確率は

p= ..n~~.n. (~)'= (~)' -一一一4!0!0!0! ¥ 4 I ¥ 4 I 

4人の子供がそれぞれ AB，Ab， aB， abの
4種類の表現型になる確率は

P二百品ァ(十r二似(十)‘
となる.

さて，連鎖解析で問題となってくるのは図 1-

2のような場合で，これは表現型の出現期待頻

度としてただ組換え率。が変数としてはいっ

てくるだけで同じようにして多項分布の式を用

いて

p=訪お(与。r(~r(~n乎r
として計算できる.

Morton法の場合，次に述べるように確率の

比(尤度比)を用いて検定を行うので，同じ多項

係数(s!/ a!b!c!d!のこと)が分子と分母にあら

われて，その結果，消えてしまうことになる.

C.ロッド得点法の原理

一般論は後にまとめるとして，まずはじめに

わかりやすい具体例を考えながらロッド得点法

の考え方を説明していこう.図2に2つの二世

代家系図を示している.黒印は患者である.病

因遺伝子(G)は優性と仮定する.病因遺伝子座

の遺伝子型は，患者は Gg，健康な人はg と判

断できる.連鎖解析に役立つには親の一方が少

なくとも二重ヘテロ接合体でないといけないの

で親の患者の遺伝子型は調査の結果 GgTtT2

であったとしておく.最も簡単な解析となるよ

うに他方の親は ggTtTtとする.病因遺伝子座

とRFLP遺伝子座の連鎖関係としては，①強
く連鎖(相引(例1)または相反(例2))している，

②独立である(例3)，③やや連鎖している(例

4)という 3つの可能性が考えられるわけで，こ

の状況を想定して， RFLPを示す遺伝子座につ
いてはDNA診断の結果図に書いたような遺伝
子型が得られたとする.

まず例1を考えてみよう.組換えのところで

説明したように，二重ヘテロ接合体の親 GgTt

T2の配偶子の遺伝子型は相ヲI(GTt/gT2)のと
きには非組換え型が GTtとgT2で組換え型が
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EE 

‘-
L-J 、ーノ
‘' 回ヨ GgT，T， ggT，T2 ggT，T2 GgT，T， GT，/gT2 

oill GgT，T2 ggT，T， ggT，T， GgT，T2 GT2/gT， 

[]!IJ GgT，T， ggT，T2 ggT，T， GgT，T2 独立

口 r-- EE 
合 る

~ GgT，T2 ggT，T， GgT，T2 GgT，T2 ggT，T， ggT，T2 GT2/gT， 

図2 便性遺伝病と RFLPを示す2世代家族資料の例

表1 図2の2世代家族資料の例を用いてロッド得点を求めるための表

GgTITzの配偶子と頻度

GTl GTz 

相 1-8 。
ヲ| 2 2 

相旦 1-8 
反 2 2 

gg7i7iの g1i
配偶子

Gg1i1i Gg1i1i 

f7U 2 。
観 例 2 。 2 

察 例 3 1 1 

数 fjlJ 4 。 3 

一段 d b 

GT2とgT1である.組換え率を Oとすれば，

GTu gT2 • GT2• gTJの配偶子頻度は(1一θ)/

2. (1一θ)/2.θ/2.θ/2となることが期待され

る.親が相反のときには，非組換え型と組換え

型とが入れかわるだけである.一方の親の配偶

子はgれだけだから，二重ヘテロ接合体の親と

の交配の結果，期待される子供の遺伝子型とそ

の期待頻度は表1のように整理される.4種類

gTI gT2 

。 1-8 

2 2 

1-8 。
2 2 

子供の

gg1i1i gg1iTz 総数

。 2 4 

2 。 4 

I 1 4 

2 6 

C d S 

の表現型の出現期待頻度は Oがきまれば求ま

るので，実際に例1から例4のような資料が得

られる確率を計算することが可能である.この

計算に先程述べた多項分布が用いられることに

なる.

二重ヘテロ接合体の親はこの資料だげからは

相引(GTJ/gT2)か相反(GT2/gTJ)かわからな

いので，それぞれの場合の確率を足して1/2す
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表2 家族例 1のロッド得点を求めた表(例2はこれと同じになる}

。 0.1 
/(Y1;θ) 0.188 0.123 

/(Y1;fJ)I/(Y1;す) 8.000 5.248 
Z(Y1;fJ) 0.903 0.720 

ればよい.相引のときに GT1が2人.gT1T2が

2人となる確率は多項分布の式を用いて

41 {l-8¥2/8¥o/8¥ol1-8¥ 
21010121 ¥ 2 / ¥ 2 / ¥ 2 / ¥ 2 / 

となる.

また相反のときには

41 /8¥2{l-8¥o{l-8¥o/8¥2 
21010121 ¥ 2 / ¥ 2 / ¥ 2 / ¥ 2 / 

である.したがって，組換え率が Oであると仮

定すれば例1のような家族構成(Y1)が得られる

確率は

!(Yl; 0)=十(17di727(平)'(f)'( f re ;0)' 
+di727(f)2(乎n乎nfn
二十o'+(l-O)'}

として求められる.

組換え率 θが決まれば，たとえば 8=0.2の

とき，例 1のような家族が得られる確率が計算

される.

ここで言葉を 1つ定義しておこう.

今，ある事象(出来事，たとえば例1のような

家族構成のこと)がおこったとする.このとき，

あるモデル(仮説，たとえば2つの遺伝子座が連

鎖していてその組換え率が Oであるというこ

と)のもとでこのような事象が得られる確率を

‘尤度'という.

尤度という術語は何かしらかた苦しいひびき

を感じさせるが，英語では‘likelihood'で，尤

を訓読みしてもっともらしい度合いというとわ

かりやすい.つまり現実におこった出来事を説

。
0.2 0.3 0.-1 0.5 

0.0i7 0.0-17 0.029 0.023 

3.290 1.986 1.2-12 1.000 

0.517 0.298 0.09-1 0.000 

明するのに，ある仮説のもとでどのくらいのも

っともらしさで説明するかという度合いである.

だから仮説がかわれば尤度はかわってくる.

さて例1にもどって.2つの遺伝子座が独立

なとき，すなわち別々の染色体上か，また同じ

染色体上でも遠く離れていると 4種の表現型の

期待頻度はすべて等しく 1/4になる.したがっ

て独立なときに例1のような家族構成を得る確

率は

41 /1¥2{l¥0/1¥O{l¥26 
21010121 ¥ 4 / ¥ 4 I ¥ 4 I ¥ 4 I 28 

となる.

当然のことだが，これは先程の式!(Y1: 8)で

θ=1/2とおいた値 !(Y1; 1/2)に等しいことに

注意してほしい.ここで問題なのは，どのよう

な数量を用いれば独立か連鎖かの判断の信頼性

を表現できるかということである.このために

は，このような家族構成が得られる尤度が，独

立と仮定したときにくらべて 8=8，。と仮定し

たときの方が大きくなるか小さくなるかという

ことで判断するとよいことがわかる.つまり式

を用いて表現すると

主主;(0) 

!(Y1 ;士)

が判断の基準となる.

これがオッズ(odds)で，統計学では尤度比と

いわれ，これを用いた検定は尤度比検定といわ

れている.このオッズは θだけを変数とする関

数となっていることに注意してほしい.。を O

から 0.5にわたって変化させることによって表

2のような数値が得られる.予想どおりである

が θ=0，つまり完全連鎖と仮定したときに最も

見込み(オッズ)が大きくなっているのがわかる.

ここで得られた結果は例1という 1つの家系だ
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表3 家族例3のロツド得点を求めた表

。
。 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

j(Y3;0) 0.000 0.012 0.038 0.066 0.086 0.094 

j(Y3;0)/j(y寸) 0.000 0.130 0.410 0.706 0.922 1.000 
Z(Y3;θ) -0.887 -0.388 -0.151 -0.035 0.000 

表4 家族例4のロッド得点を求めた表

。
。 0.02 0.05 0.1 0.17 0.2 0.3 0.4 0.5 

j(Y4;0) 0.000 0.008 0.018 0.028 0.031 0.030 0.024 0.017 0.015 

j(Y4; 0)/ j(Y4;す) 0.000 0.579 1.238 1.890 2.147 2.105 1.668 1.192 1.000 
Z(Y4;0) -0.238 0.093 0.276 0.332 0.323 0.222 0.076 0.000 

けの資料なのだが，実際の家系調査ではいろい

ろな交配型による 2世代資料が集まる.それぞ

れの家族(ylOY2'…Yn)で，その親の交配型にあ

うような方法(次節で述べる)に従ってオッズを

計算してそれらの積をとればよい.積は繁雑で，

積が和で表現される対数値に変換して和をとれ

ばよい.つまり， 8の値を Oから 0.5まで変化

させたときの

0
5
 

Y
一y

/一

f。
bnu 

n
Y
A
4
 

が計算されることになる.オッズ(odds)の対数

Oogarithm)というわけだからロッド得点Ood

score)と呼ばれている.この例では表2でわか

るようにロッド得点、は 8=0で最も大きく約

0.9である.ロッド得点の総和が3に近ければ

連鎖ありと判断されるから，この例1のような

家系資料が3つあつまればロッド得点の総和は

約3(0.9X3=2.7)になり連鎖ありと判断でき

ることになる.

例2は，病因遺伝子が T2と連鎖しているこ

とを想定したものだがロッド得点の計算結果は

例1と全く同じになる.

例3は独立を想定したものである.例1にな

らってロッド得点を計算しよう.組換え率 θを

仮定すれば例3のような家族が得られる尤度は，

二重ヘテロ親の相引，相反を考慮、して

fU;8)=?(1711お(1;())'( f)'(判明
1

+吋i!1!(fre;()re;())'(fn 

十'(1-())'

となる.

例 1と同様に OがOから 0.5にわたって 0.1

きざみにオッズとロッド得点、を計算すると表3

のような結果が得られる.ロッドの値が負にな

っているのは，独立と判断した方が可能性が高

い(見込みが大きい)ということを意味している

わけである.

さて，以上は完全連鎖か独立の場合だったの

だが，ゆるく連鎖している場合はどうなるであ

ろうか.これを想定したのが例4である.今ま

でと同じようにして尤度を計算すると

1 { 6! {1-0¥o{ ()¥3f.()¥'f1_()¥' !(Y.;())=~{ 一一一一卜~)I*)I*)IY)2 l也!3!2!1!¥ 2 I ¥ 2 I ¥ 2 I ¥ 2 I 

+ ^.^~~... (4-)O(1-=-())3(1-=-())'( 4-r~ 一一一一一一一句、
O!3!2!1! ¥ 2 I ¥ 2 I ¥ 2 I ¥ 2 I J 

=手。(日{()'十日'}

が得られる.

。をOから 0.5まで部分的には 0.01きざみ
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1)オ・yズ

10 

例 Iと{列2

f列4

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 。

オッズについては

例Iと伊112が 23( (1-0)'+O') 

例3が 23{202(I-0)2} 

19114が 25{(l-0) 05+ (I -0)50) 
を0の関数として図示したもので，

2) ロッド得点

1.0 

{日tlIと例2

0.5 

ロソド得点はこれを対数変換した 0.5 

ものである

1.0 

図3 オッズとロッド得点をあらわす図

にしてオッズとロッドを計算すると表4の結果

が得られる.ロッド値が最大となるのは 8=

0.17付近でロッド得点は 0.33である.多くの

家系を集めてロッド得点を集計して 8=0.17

付近で得点が最大となって 3近くになればゆる

く連鎖していて θ=0.17という判断が下せる

ことになる.

以上の4例を用いた説明でロッド得点、法の原

理が理解されたと思われるのでここでまとめて

おく.

親の交配の組み合わせ(交配型)が定まればそ

の子供にどのような表現型が出現し，どれくら

いの頻度で期待されるかということが計算でき

る(いろいろな交配型でのロッド得点の計算法

は次の節で詳述する).組換え率。を仮定した

ときにある家族Yiが得られる確率は多項分布

の式を用いて計算でき尤度j(Yi;8)が求まる.

この式で 8=1/2とおいた値は独立と仮定した

ときの尤度である.したがって，

j(Yi; 8) 

j(Yi; +) 
はどれくらいの確からしさで独立にくらべて連

鎖しているかどうかという見込みをあらわす量
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組換え率(θ)についての情報がな〈なる交配型

1

8

 

G
ト一

2

gT2 
1-8 
2 

GTdgT2親の配偶子

GTz gT! 

8 8 

2 2 

表 5

GT!T2 
1-8 
2 

m
o一2

GT1Tz 

0 
2 

、
I
O
U
-

ι
ト一

2

GT! GT!/GT!親の

配偶子

GT1T2 

8 
2 

印
。
一
2

GT1T2 
1-8 

2 

GT2 GTz/GT2親の

配偶子

GT!Tz 

1-8 
4 

GT2 
1-8 
4 

GT! 
8 
4 

GT!T2 

8 
4 

GT!T2 

8 
4 

GT2 
8 

4 

GTl 
1-8 

4 

GT1T2 
1-8 
4 

Gzt GTdGT2親の

配偶子

GT2す

Z=log2S→{(1-O)a+dOb+c+ (1-0) b+Coa+d} 

において， 5， a， b， c， dにそれぞれの数値を

代入してただちに求められる.

例1と例2はZ=log1023{(1一θ)4+04} 

例3は Z=log102
3{282(1-8)2} 

例4は Z=log102
5{(1-8)θ5十(1 θ)5θ} 

実はこれらの関数に Oのそれぞれの値を代

入して求めたのが表 2~4 であり図で示したの

が図3である.

でオッズ(odds)と呼ばれる.多くの家系につい

て分析するからオッズの積をとればよいのだが

対数値に変換すると和として計算できる.

!(Yi;θ) 
Z(Yi; 8) =10変YI， v， ~'-Jb 

!(Yi;士)

がロッド得点、と呼ばれる.実際にはいくつかの

家族の資料が集計されるが(~ Z(Yi; 0))，たと

えば組換え率。を 0.1きざみにしてロッド得

点を計算すると，

2. ロッド得点の計算法

連鎖解析は必ずしもすべての交配型で可能と

はかぎらない.少なくとも一方の親は二重ヘテ

ロ(G1G2 T1 T2， GgT1 T2または GgTOでないと
いけない.しかし，この場合でももう一方の親

のどの遺伝子型との組み合わせで連鎖解析に情

報となりうるかは対象となる遺伝子座の対立遺

伝子の発現様式(優性，共優性，劣性)に依存し

てくる.

解析にあたって最も情報が多くなるのは 2つ

の遺伝子座がともに共優性となる場合で，図4

に数字をつけて示した二重ヘテロ親の縦横のす

べての 36の組み合わせで情報が得られること

になる.本稿で対象となる 2つの遺伝子座は病

因を支配する遺伝子座と RFLPを示す遺伝子

ヱZ(Yi;0.1) 

ヱZ(Yi;0.2)，…ヱ Z(Yi;0.4) 

が得られる.必要であれば局所的にもっと小さ

いきざみ方で計算するとよい.ロッド得点が3

以上になる Oのところで連鎖あり， -2以下で

あれば連鎖なし， -2から 3の間であればもっ

と家族の資料を集めて検討する.ヒトの常染色

体は22対だから偶然だけでも 5%くらいの確

率で同じ染色体上に位置している.だから 5%

の有意水準を考えると(}nxO.05主 0.0023の
22 

対数は約一2.6になる)ロッド得点、が3くらい

になれば連鎖ありと判断してもよいだろうとい

う意味である.

例1から例4は， 式段

ヱZ(Yi;0) 
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CT，/CT， CT，/CT， CT，/gT， CT，!CT， CT，/gT， CT，/gT， gT，/gT， gT，/CT， gT，lgT， gT，IgT2 
(C) (R) 

2 

3 4 

CT，/CT， 

CT，/CT， 

CT，/gT， 

CT，/CT2 

灯油( 9 

CT，!gT，(R) 10 

gTIIgT， 

gT，/CT， 

gT'/gT， 

gT，/gT， 

酬
15 

16 

7 8 

35三三三三三36

図4 連鎖解析に情報を与える交配型

2つの遺伝子座の対立遺伝子(C，g:TI> T，)がともに相互優位(共優性)の場合.数字をつけた 36
すべての型で情報が得られる.しかし， RFLPの連鎖解析では多くの病因遺伝子座は完全優性か完
全劣性で模様をほどこした 24の型だけが情報をもっ.模様(縦線，横線，斜線，点)は，本文中のロ
ツド得点の計算にあたっての分類をあらわしている.cは相ヲI<Coupling)， Rは相反(repu!sion)を
あらわす.

座であるが，一般にRFLPはホモ接合体(T1
TH 九九)とヘテロ接合体(T1T2)は明瞭に区
別されうるから RFLP遺伝子座については共
優性と考えてよい.しかし，一方の病因遺伝子

座は一般に優性か劣性の場合が多く，この場合，

図4の中で模様をほどこした 24の組み合わせ

だけしか情報となりえない.この理由は，たと

えば GgT1T2 X GGT1 T1の交配型を考えてみ

ると，二重ヘテロ親が相ヲI(GT1/gT2)のときは
期待される子供の表現型とその頻度は表5のよ

。1. 1 
うになって GT，と GT，T2かーーで組み換l'-- '-'".&. J.話 2. 2 
え率(8)に全く依存しない定数になってしまう

からである.情報とはならない他の 2つの交配

型についても表5に示している.

以下，病因遺伝子座は優性か劣性と考えて図

4に示したおのおのの場合についてロッド得点

の具体的な計算法を考えてみよう.2つの遺伝

子座がともに共優性となる場合については最後

に簡単にふれる.あらためて用いる記号の定義

を示すと，病因遺伝子座の対立遺伝子は G(優
性遺伝子)，g(劣d性遺伝子)およびRFLP遺伝子
座の対立遺伝子を TH T2とする.ここで注意

しておきたいことは，病因遺伝子が優性か劣性

(このときは正常な遺伝子の方が優性である)か

ということはロッド得点の計算には無関係であ

る.要は，(GG，Gg)とg が表現型として明瞭

に区別されうるということであり，病因遺伝子

が優性のときは GGとGgが患者であり，劣性

の場合は E が患者となる.

a. GgT， T2 X ggT1 T1 およひ GgT，T2X 
ggT2 T2 (図4の 21，22，27，28，29，30，35，

36)のとき(表6参照)

これは単純なもどし交配に相当する組み合わ

せである.二世代資料の場合，二重ヘテロの親

は相引(GT1/gT2)か相反(GT2/gT1)か判断で

きないので，どちらかである確率を 1/2として

計算することになる.出現が期待される子供の

表現型4種はすべて区別することが可能で，そ

の出現頻度は，メンデル遺伝の検定交配のとき

と同じように，二重ヘテロ親の配偶子頻度に一

致することになる.二重ヘテロ親が相引のとき

と相反のときとのちがいは，二重ヘテロ親の配

偶子の期待頻度。/2と(1-8) /2を単純に入れ

かえるとよいだけである.
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GgT1T2 XggT1TlおよびGgT1T2Xgg1212の交配型で期待される

子供の表現型とその頻度

a.相ヨI(GT1/gT2)のとき

表6

gT2 

l-{I 

2 

GT1/gTz親の配偶子

GT2 gT! 

{I {I 

2 2 

1

8

 

G
ト
-
2

d C b d 観察される子供の数

gT1/gT!親の

配偶子

gT!T2 

l-{I 

2 

戸
。
一
2

GT1Tz 

8 

2 

、I
ρ
v
ι
ト一

2

gTl 

gT!T2 

8 

2 

-
2
 
日
。
一
2

GT1T2 

l-{I 

2 

gT2 gT2/gT2親の

配偶子

点
。
一
2

GT2/gT!親の配偶子

GTz gT! 

l-{I l-{I 

2 2 

m
o一2

b.相反(GT2/gTl)のとき

d 

gT!T2 

9 
2 

C 

。日一
2

b 

GT!T2 

l-{I 

2 

d 

目
。
一
2

gT! 

観察される子供の数

gT1/gT!親の

配偶子

点
。
一
2

gT!Tz 

l-{I 

2 

3

8

 

ι
ト一

2

GT1T2 

8 

2 

gT2 gT2/gTz親の

配偶子

ている.

2つの遺伝子座が連鎖していないときにこの

ような子供構成の実測値が得られる確率は上式

(1)で θ=1/2とおいて得られる.

子供の 4種類の表現型が出現する期待頻度が

表6のようにして求められたので，実際に調査

したある家族(y;)でこれらの表現型を示す子供

の数がa，b， c， d(a+b+c+d=s)となる確率

は組換え率を Oとすると多項分布の式をその

まま適用して
j(Yi; t) 二K・れ戸(~rニルド2-2S
したがってロッド得点(Z)の値はこれらの比

の対数をとって

j(Yi; 0) 
Z=!Og10穴玉三7
二 !Og102ト 1{(1 θ)α+dOb+C 

+(1-θ) b+coa+d} 

として求まる.

b. GgT11ちXggT1T2(図4の25，26，33，34)

のとt<(表7参照)

ggT1T2の親で組換えがおこってもおこらな

!(Yi; e) →(万ゐ(l~enfnf)，(字、 d

十万ゐ(f)"(早川平)'(fn
=K・2-1・2-'・{(I-e)a+deb+C+ (1 -e) b+Cea吋}

(2) (1) 

を得る.ここでKは多項係数 s!/ a!b!c!d!をあ

らわしている.式の前項は相引のときに，後項

は相反の七きに期待される確率であり相引か相

反かはそれぞれ確率1/2だからこの係数がつい
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表7 GgTITzXggTITzの交配型で期待される子供の表現型とその頻度

a.相引(GTI!g12)のとき

GTI 
1-8 

2 

g百/gTz親の g引す GTI 
配偶子 1-8 

4 

gη; GTITz 
1-8 
4 

GTI 
ぷ仁』3 計 1-8 

2 

観察される子供の数 d 

b.相反(G12/gTl)のとき

GTI 。
2 

gTI!gTz親の gTI; GTI 
配偶子 。

4 
1 

gTzτ GTITz 。
4 

GTI 
ぷに企3誌 言十 。

2 

観察される子供の数 d 

くても生じる配偶子は gT1か gTzでその確率

はともに 1/2である.二重ヘテロ親については

前と同様に相引のときと相反のときにわけで考

える.この交配で注意せねばならないことは表

現型 GT1TzとgT1Tzの出現期待頻度は θの

項が消えてともに 1/4となり，組換え率 θには

依存しない(0の関数とはならない)定数値で連

鎖解析には何らの情報をも提供しないことにな

ってしまう.したがって子供のうちのこれらの

表現型 T1Tzをもっ個体は除いて解析せねばな

らない.これは相反のとき (GTz/gT1 X gTJ 

gTz)も全く同じである.結局，出現する子供の

表現型とその頻度は ggT1Tz，親の配偶子が

GTI!gTz親の配偶子
GTz gTl gTz 。 。 1-8 

2 2 2 

GTITz gTl gTITz 。 。 1-8 

4 4 4 

GTz gTITz gTz 。 。 1-8 
4 4 4 

GTz gTl gTz TITz 。 。 1-8 l土

2 2 2 
除く

b C d 

GTz/gTI親の配偶子

GTz gTl gTz 

1-8 1-8 。
2 2 2 

GTITz - gTl gTITz 
1-8 1-8 。
4 4 4 

GTz gTITz gTz 

1-8 1-8 。
4 4 4 

GTz gTI gTz TITz 

1-8 1-8 。 は

2 2 2 
除く

b C d 

gT1か gTzである場合をあわせると表7に示

すようにa.の場合と全く同じような形になる.

だから，ロッド得点の計算では，解析に際して

表現型 T1Tzをもっ子供を除くこと以外，a.と

同じで式(2)となる.

ピ.GgT1 Tz X GgT1 T1および GgT1TzX 

GgT2Tz (図4の5，6，13， 14， 23， 24，31，32) 

のとき(表8参照)

b.の例と同じように GgT1T1が親のときに
は GT1か gT1の配偶子が等確率 1/2で，また

GgTzTzが親のときも GTzか gTzの配偶子が

等確率 1/2で生じる.したがって，二重ヘテロ

親が相引のときには表8に示すように子供の表
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表 8 GgT! T2X GgT! T!およびGgT!T2X GgT2 T2の交配型で期待される

子供の表現型とその頻度

a.相自I(GT!/gT2)のとき

GT!/gT2親の配偶子

GT! G12 gT! g12 
]-8 。 。 ]-8 

2 2 2 2 

GT!々 れ親の G71t 

GT! GT! 12 GT! GT! 12 
1'---8 。 。 ]-8 

配偶子 4 4 4 4 

gT! ~ 
GT! GT! 12 gT! gTI12 
1← θ 。 。 ]-8 

2 
4 4 4 4 

GT! gTl GTIT2 gT!12 
4にCヨh 言十 2-8 。 ]+θ ]-8 

4 4 4 4 

観察される子供の数 a b C d 

G12々 2親の C13 f 
GT! 12 G12 GT! T2 G12 

]-8 。 。 ]-8 

配偶子 4 4 4 4 

GT! 12 G12 gT! 12 g12 
g12 -;;-
2 

]-8 。 。 ]-8 

4 4 4 4 

GT! 12 gT!T2 G12 g12 
d口'̂ 計 2-8 。 ]+θ ]-8 

4 4 4 4 

観察される子供の数 a b C d 

b.相反(GTz/gT!)のとき

G12/gT!親の配偶子

GTl G12 gTl g12 。 ]-8 ]-8 。
2 2 2 2 

GT! GT! 12 GT! GT! 12 
GT!/gお親の CTl t 。 ]-8 ]-8 。
配偶子 4 4 4 4 

gT! -*-
GT! GT! 12 gT! gT! 12 

2 
。 ]-8 ]-8 。
4 4 4 4 

GTl gT! GT! 12 gTIT2 
dEhコh 言十 ]+8 1-8 2-8 。

4 4 4 4 

観察される子供の数 a b C d 

GT! 12 GT2 GT! 12 G12 

G12々 お殺の G72t  。 ]-8 ]-8 。
配偶子 4 4 4 4 

GT! 12 G12 gTI12 g12 
g12 -;;-
2 
。 ]-8 ]-8 。
4 4 4 4 

GT! 12 gTIT2 GT2 g12 
4ι全:i 計 1+θ 1-8 2-8 。

4 4 4 4 

観察される子供の数 a b C d 
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(1+8)a・(2-8)C・(1-8-82)e+28b+d・(1-

8)b+d・(1-8+ 82)a+c・(1+28-282) e・(1-28

+282)/+2e+1・8a+2d+1・(1-8)2肘c+ん (1-8)<. 

(2-8)a・(1-8+例外
e. 2つの遺伝子座がともに共便性を示すと

き(表 10参照)

詳しい説明は省略するが，図4に示した 36

の交配型のうち二重ヘテロ親聞の交配を除く

32のすべての組み合わせで，期待される子供の

表現型の頻度は(1-8) /2， 8/2，θ/2， (1一θ)/2

となり，ロッド得点の値は式(2)を用いて求める

ことができる.二重ヘテロ親聞の交配について

は，上の d.に準じて繁雑な計算を行うと子供の

算すればあとは多項分布の式を適用するだけで

項の数が6つにふえるから計算は繁雑になる.

面当なので多項係数 s!/ a!b!c!d!e!f!は最初から
Kであらわすことにする.

1s+l 

二土τ.{2e+f'1I2b+c+f・(1ト一8炉)ドい川肘叫叩+叫2d山d
(1一8一112例2り)ドe+2l1b軒+dι.(はl一8ω)b+吋d.(1-II+02)atc(1 +211 

-2 I1')e ・ (1 -20+ 2 I1'Y+2e+f・ lI at'd+f・ (1-I1~b+c+f.

(1+0)<・(2-11l"・(1-0+例外・K

ロッド得点Zの値はこれらの比の対数をと

って次のようになる.

As-l 

二log叩句訂x{2e+f・0…

十K・(弓土主)"(血戸n斗+o'r

!(Yi; 11)二十'K'(l子'n~nヰ旦r

!(Yi; 11)二(十Y+ldame-2吋ー"←

(千n些千ft)'(盟 1
4
-11)r 

+十K・(今町(宍町(平r

f(Yi; 8) 
Z二l略10f(万吉

47巻・ 1989年増刊号

として求まる.

d.二重ヘテロ親聞の交配 GgTlT2 X GgTl 

T2(図4の17，18，19，20)のとき(表9参照)

二重ヘテロの親からは4種類の配偶子が出現

するので，期待される表現型とその頻度の計算

はやや繁雑になるが今までと同じような方法で

求めることができる.二重ヘテロ親は相ヲ|か相

反なので可能な交配の組み合わせは相引×相引

(GT1/ gT2 X GT1/ gT2)，相引×相反(GT1/

gT2 X GT2/ gTl)，相反×相号I(GT2/ gTl x 
GT1/gT2)，相反×相反(GT2/gTl X GT2/ 

gTl)の4つの場合があって，その確率はすべて

等しく 1/4である.この中で相引×相反，相反

×相引は同じであることに注意する.それぞれ

の組み合わせて守期待される子供の表現型とその

頻度を整理すると表9のcとなる.ここまで計

したがってロッド得点(Z)の値はこれらの比

の対数をとって

!(y，; 11) 
Z=logloヌ五+)

現型としては GTu gTu GTl T2， gTl T2がそ

れぞれ(2-8)/4，8/4，(1+8)/4， (1-8)/4の頻

度で期待されることになる.相反のときも同じ

ようにして計算される.子供の表現型と頻度が

相引と相反のときとで計算できればa.の場合

と同じようにして多項分布の式を適用し，ある

家族(i)でこのような子供構成が得られる確率

は次式となる.

+(I+O)a・(1-8)b・(2-I1)c・I1d ) 

Kは多項係数である.

連鎖してないときの確率は 8=1/2とおいて

次のようになる.

!(Yi; ω=t{万訪(2~ I1 )a(~)b(I~ I1 )C(I~ I1 )d

+論d!e~ l1re~ l1n2~ l1n~n 
=K・2-1・4-"{(2- I1 )a' l1 b• (1 +0)" (1-8)d 

j(Yi;t)=K・2-1・れ ( ~ )ぺ3a+c
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表9 二重ヘテロ親聞の交配(GgTlT2X GgTl T2)で期待される子供の表現型とその頻度

a.相引×相自I(GT!/gT2X GT!/gT2)および相引×相反(GT!/gT2XGT2!gTI)

G7i/gT2親の配偶子

G7i G72 g7i g72 

1-8 。 。 1-8 

2 2 2 2 

G7i/g72親の G7i 1-2 8 
G7i G7iT， G7i G7i 72 
(1-8)' 。(1-8) 。(1-8) (1-8)' 

配偶子 4 4 4 4 

。
GT，72 G72 G7i 72 G72 

GT， 
2 

。(1-8) 。2 θ2 。(1-8) 

4 4 4 4 

。
GT， G7i T， g7i g7i 72 

g7i 
2 

。(1-8) 。2 。2 。(1-8) 

4 4 4 4 

G7i 72 GT， g7i 72 gT， 
g72 一三一 (1-8)' 。(1-8) 。(1-8) (1-8)' 

4 4 4 4 

。
GT， G7i 72 GT， GT，72 

G72/g7i親の GT， 
2 

。(1-8) 8' 。2 。(1-8)

配偶子 4 4 4 4 

G72 1-8 
G7i72 G72 GT，72 G72 

(1-8)' 。(1-8) 。(1-8) (1-8)' 
2 

4 4 4 4 

G7i G7i 72 g7i g7i 72 

g7i 一三一 (1-8)' 。(1-8) 。(1-8) (1-8)' 

4 4 4 4 

，8 
GT，T， GT， gT1T， g72 

g72 
2 

。(1-8) 。2 。2 。(1-8)

4 4 4 4 

b.相反×相反(GT2!gTIXGT2!gTI) 

GT，/gTl親の配偶子
GT， G72 gTl gT， 
。 1-8 1-8 。

2 2 2 2 

。
G7i G7i 72 G7i G7i T， 

G72/g7i親の GT， 
2 8' 。(1-8) 。(1-8) 。2

配偶子 4 4 4 4 

GT，一1一-一O一
G7i72 G72 GT，72 G72 

2 
。(1-8) (1-8)' (1-8)' θ(1-8) 

4 4 4 4 

GTl G7i 72 g7i g7i 72 

gTl ーす← 。(1-8) (1-8)' (1-8)' 。(1-8)

4 4 4 4 

。
GT，72 G72 g7i T， gT， 

gT， 
2 

8' 。(1-8) 。(1-8) 。2

4 4 4 4 

C.合計

子供の表現型 GT! gTl GT， gT， GT! T， gT! T， 
子供の数 。 b C d e f 

f日号Ix十日号l
1-8' 8' 。(2-8) (1-8)' 2(1-8+8') 28(1-8) 

4 4 4 4 4 4 

相引 X相反) 1-8+ 8' 。(1-8) 1-8+ 8' 。(1-8) 1+28-28' 1-2θ+28' 

相反x相引 4 4 4 4 4 4 

相反x十日反
。(2-8) (1-8)' 1-8' 8' 2(1-8+8') 28(1-8) 

4 4 4 4 4 4 
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表10 2つの遺伝子座が相互優位(共優位)のときに期待される

子供の表現型とその頻度

G1Tt/G2Tz設の記i，'l¥子

G1Tt G1 Tz G2Tt 
1-8 。 。
2 2 ワ

G2Tz 
}-8 
ワ

観察される子供の数 d b C d 

G1TJ/G1Tt親の G1T! 
G1T1 G1T1Tz G1G2T1 G1G2T! Tz 

配偶子
1-8 。 。 }-8 

2 2 2 2 

G，T2/G1T2親の G1T2 
G1 Tt Tz G1Tz G1G2T1T2 G1G2Tz 

配偶子
}-8 。 。 1-8 

2 2 2 2 

G2TJ/G2T!親の G2T! 
G1G2T! G1G2TtT2 G2T! G2 Tt Tz 

配偶子
1-8 。 。 1-8 

2 2 2 2 

G2T2/G2T2親の G2T2 
G1G2T1Tz G1G2Tz G2 Tt Tz G2Tz 

配偶子
1-8 。 。 1-8 

2 2 2 2 

G1T!/G1Tz親の G1 Tt~ G1T1 G1 Tt Tz G1G2T! G1G2Tt Tz 

配偶子
2 1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

G1 Tt Tz G1 Tz G1G2Tt Tz G1G2 Tz 
G1T2上
2 

1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

G1 T!/G2T!親の G1 T!土 G1T! G1 Tt Tz G1G2Tt G1G2T1Tz 

配偶子
2 1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

G1G2T! G1G2Tt Tz G2T1 G2 Tt Tz 
G2 T! -J:-
2 

1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

G1 T2/G2Tz親の G1T2土 G1 T! T2 G1 Tz G1G2Tt T2 G1G2Tz 

配偶子
2 1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

G1G2Tt Tz G1G2Tz G2 Tt 12 G2Tz 
G2T2上
2 

1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

G2TJ/G2T2親の G2T!土 G1G2T! G1G2TtTz G2T1 G2T1Tz 

配偶子
2 1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

G1G2TtTz G1G2Tz G2 Tt Tz G2Tz 
G2T2上
2 

1-8 。 。 1-8 

4 4 4 4 

表現型は 9つ出てくる.興味ある方は Morton 3. RFLPマーカーの選択

(1955)の論文1)の表8を参照していただきたい a.RFLP 

T1T2 

lま

除く

G1G2 

l土

除く

G1G2 

lま

除く

T!Tz 
Ij: 

除く

ゲノムを構成する塩基270当たりに 1個は多

型がみられるといわれている 2) さらにこの内
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A 

B 

C 

G「つ

Lコ2Li

繰り返し配列

「一一7kb

偽遺伝子

5 kb 

7kb 

7 kb 

ホモ接合型 ヘテロ接合型

7kb ト-→7kb 
5 kb 

8 kb 

9 kb 

8 kb 
7kb 

9kb 

7kb 

図5 RFLPをきたすゲノムの構造変化
A:制限酵素切断パターンに変化をきたす一塩基置換， B:繰り返し配列のコピー数の相
違， c偽遺伝子の存在の有無.

のいくつかにおいては，制限酵素の認識配列に

変化をきたす.したがってこれらの塩基配列の

多型は，ゲノム DNAを適当な制限酵素で切断

後，Southemプロッティングを行うことにより

容易に検出でき，このような多型は制限酵素切

断片多型(restrictionfragment length poly-

morphisms : RFLPs)と呼ばれている.これは

塩基の置換だけでなく，あるまとまった領域の

付加や欠失によってもおこる.

図5にRFLPをきたしうるゲノムの構造上

の変化につき模式的に示した.一つは制限酵素

の認識部位に変化をきたす塩基置換の多型に基

づくものである (A). もう一つは繰り返し配列

のコピー数の多型に基づくものである(B)幻.そ

してまれであるが，個体によって偽遺伝子が

存在する場合としない場合とがあり，これに

基づく RFLPも報告されている (C)ペこれら

RFLPはメンデルの遺伝様式に従って子孫に

伝えられること，遺伝子産物のマーカーにくら

べ高頻度であること，検出が簡単であることな

どの利点があり， 1980年に Botsteinらによっ

てRFLPをマーカーとして用いればヒト染色

体の遺伝子地図作成が可能であることが指摘さ

れ円この手法は現在では病因遺伝子が同定さ

れていない遺伝病の連鎖解析の主役の座を占め

ている.この際問題となるのは，適当な RFLP

をきたすプロープの選択であり，これについて

以下記載することにする.

b.プロープ単離の概略

プロープの単離に際しまず考慮しなければな

らないことは，そのプロープが繰り返し配列を

もっていないかどうかということである.ヒト

ゲノム DNAには約5kbごとに Aluファミリ

ーや，約300kbごとにLlファミリーなどの繰

り返し配列が存在することが知られており，こ

れらがプロープに含まれていると多くの場合

Southemプロッティングはスメアーになって

しまう.したがってまず制限酵素で切断したゲ

ノム DNAを適当なファージベクターやプラス

ミドベクターにライゲーションしライブラリー

を作製する.次にラベルした全ゲノム DNAを

用いてプラークもしくはコロニーハイブリダイ



232 日本臨林 47巻・ 1989年増刊号

表 11 種々の遺伝子型をもっ両親から生まれた子供の遺伝子型の情報としての有効性

患者の遺伝子型 健康な配偶者の遺伝子型

T;Tj Tk1ワ

T.T. TkT.もしくはTkT.

T.T. 全てホモ接合型

T.T. T.T. 

全てホモ接合型 全てホモ媛合型

ゼーションを行う.もしクローン化されたゲノ

ムDNAが繰り返し配列を有する場合，対応す
るプラークもしくはコロニーがX線フィルム

上，シグFナ/レとして確認できる.このようにし

て選択したクローンから DNAを単離し，ライ
ブラリーの作製に用いた制限酵素により切断後，

ラベルした全ゲノムDNAをプロープとして
Southemプロッティングにより再び繰り返し

配列の有無を確認する.以上の手順を踏んで

単離したクローンをプロープとすることによ

り，正常者のゲノム DNAを各種の制限酵素を
用いて切断後，Southemプロッティングにより

RFLPの有無を検討する.

以上がプロープ単離の大まかな手順であるが，

以下いくつかのポイントについて述べることに

する.

c. DNAソース
DNAソースとしては，末梢血白血球や胎盤

などの比較的ゲノム DNAの単離が容易な組織

が用いられる.これ以外でも目的とする遺伝子

情報となる子の落率 交配の気度

1.0 2t，tJ(l-ρ，_tJ)2 

1.0 2ρ，tj(l一ρ，一ρJ)(2ρ，+2tj) 

1.0 2ρiTi，;ρ 

0.5 2ρ;tjx2t;ρF 

。 t，2 

列がマスクされたプロープ(repeat-blocked

probes)を得ることができることがわかりへ最

近は 35........40kbのフラグメントがクローンでき

るコスミドをベクターとしたライブラリーが使

用されることが多くなった.また recB，recC， 

sbcBまたは recDなどの宿主を用いると多型

性の高い領域が比較的効率よく得られることが

知られており，これを宿主としてファージやコ

スミドライブラリーを作製しこれからクローン

を得ることも行われているη. しかしこの場合

クローン化される領域にバイアスがかかること

があり注意を要する.

e. RFLPの検討
さてこのようにして単離したプロープが，多

型性を示すかどうかを検討するには，どのよう

な制限酵素を用いて，しかも何人程度を対象

にすべきであろうか.これまでの報告による

とRFLPをきたす制限酵素としては，MゅIと
TaqIがとりわけ多く，それぞれ認識部位は

CCGGとTCGAといずれも CG配列をもって
がどの染色体に位置しているかが知られている いる.これは動物細胞ではCG配列のシトシン
場合には，その染色体をもっヒトとマウスの の5位の炭素がメチル化を受けやすしその後

雑種細胞や，セルソーターで分離した染色体 脱アミノを受けチミンに変化し， CG-TGもし
DNAが用いられることもある.
d.ライブラリーの作製とプロープの単離

DNAのサイズが大きいほどRFLPの数も多
くなるが，それにともない繰り返し配列が出現

する頻度もあがることになる.一般にプラスミ

ドベクターによるライブラリーでは 5kb前後

の，ファージベクターの場合は 10........20kbのイ

ンサートをもっクローンが得られる.しかしプ

ロープと高濃度のゲノムDNAとをプレハイブ
リダイゼーションすることにより，繰り返し配

くはCG-CAへの置換をきたすためと考えられ
ている8) したがってこれらの酵素によるチェ

ックはまず試みるべきである.そのほかの酵素

としては，頻度や経済性から考えて，HindlII， 

EcoRI， BamHl， PstI， PvuIl， BglII， RsaIな

どがよく用いられている.次にDNA提供者の
数であるが， DNA連鎖解析に有用なRFLPを
得るためにはある程度頻度の高いものが必要で

あり，これを考慮すると 10人程度でよいと考

えられる.
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次にこのようにして見いだされた RFLPに

ついて，少なくとも一つの家系においてこれが

メンデルの遺伝様式にのっとって遺伝するかど

うかをチェックする.そしてなるべく多くの検

体について，それぞれの遺伝子頻度を明らかに

する.最後にこのようにして単離された RFLP

れらの頻度にかたよりがないものがいい訳で，

このような PICが高くなるようなプロープの

選択が連鎖解析においては重要である.

g. PICの高いプロープの単離

以上述べた操作で得られるプロープは，多く

の場合制限酵素の認識部位の塩基置換に基づく

をきたすクローンについて，ヒトマウスの雑種 ものであり，認識部位の有無という dimorphic

細胞ならびに insituハイブリッド形成法を用 なマーカーに過ぎず，ヘテロ接合体である頻度

いて染色体上の位置を決定する (heterozygosity)は50%を超えることはなく，

f. Polymorphism information content 実際はそれよりはるかに低いことが多い.

(PIC) そこでより高い確率で heterozygosityが得

PICはこのようにして得られた RFLPマー られるプロープが望まれるわけであるが，これ

カーの連鎖解析への有用性を示す指標として， に関しては 2つの場合が考えられる.ゲノム中

Botsteinらにより定義されたものである日.言 には比較的短い配列(1l~60bp)が繰り返して

い換えると，これはそのマーカーを用いた場合， 存在することが知られミニサテライトと呼ばれ

病因遺伝子をもった親から生まれた子供のマー ている.]effreysらはヒトミオグロビン遺伝子

カーに関する情報をもとに，両親のマーカーの のイントロンにみられる 33bpの繰り返し配列

遺伝子型が推定できる確率と考えることができ がヒトゲノムの他のミニサテライト配列に共通

る.ここであるマーカーについて n個のアレル なコア配列を有していることを明らかにして，

があり (Tu T2，……， T;， Tj， Tk， T1…… これらの繰り返しを 600--....，800bpほど接続して

Tn)， i， j， k， 1番目のアレルの生じる頻度を プロープとして用いると高い多型性を示すこと

それぞれあ，ぁ，Pk'ムとすると，両親の遺伝 を見いだした9) これは特定の部位にみられる

子型とその子供のマーカーについての情報の有 このような配列の繰り返し回数が，個体間で異

効性，およびそのような交配(結婚)が生じる頻 なっていることが多いためである.このよう

度は表 11のようにまとめることができる.つ な繰り返し配列の数についての多型を VNTR

まり両親のマーカーについての遺伝子型がいず

れも T;，Tjの場合，その半数の子供の情報が

無効になり，もし病因遺伝子をもった親がマー

(variation in the number of tandem repeats) 

と呼んでいるが， VNTRを示すプローブは先

に述べたランダムプロープよりもより系統的に

カーについてホモ接合型であれば，その配偶者 調製できる.つまり人工的に合成した繰り返し

の遺伝子型によらずその子供の情報はすべて無 配列をプロープとしてゲノムDNAをスクリー
効である.一方これら 2つの場合以外では，子

供の情報はすべて有効である.以上から PICは

次のようにして計算できる.

PIC=l-(ふ2)-2S12MM
PICは1に近いほど informativeであり，

PIC >0.5の場合を highlyinformative， 0.5> 

PIC >0.25の場合を reasonablyinformative 

そして PIC<0.25の場合を slightlyinfor. 

mative と考えることができる.つまりマーカ

ーとしてはより多くのアレルを有し，さらにそ

ニングすることにより，ランダムに単離したク

ローンを検討する場合にくらべ，約5倍から

10倍の頻度で多型性を示すクローンを得るこ

とができるからである10)

もう 1種類の高頻度に heterozygosityを示

すプロープであるが，複数の制限酵素に対して

RFLPが認められる場合であり，たとえば2種

類の異なる制限酵素に対する多型を示すプロー

プでは，一つの制限酵素に対して4つの異なる

長さをきたすプロープと同じ情報量を有してい

るといえる.このことはより長いサイズのプロ

ープを用いることにより得られるはずで，コス
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ミドクローンがプロープとして有利である.こ

の際繰り返し配列の頻度も上がるが，これをク

リアーする方法(repeat-blockedprobe)につい

ては， d.で述べた.

h.連鎖解析に必要なプロープの数およびプ

ロープリスト

ゲノムの 20cMごとにマーカーがあれば，つ

まり RFLPをきたす 150個程度のプロープが

あれば知伺なる遺伝子を考えても，少なくとも

10cM以内にマーカーが存在することになり連

鎖解析が可能であるへしかし実際はプロープ

の分布に片寄りがあるわけで，このことを考慮

に入れ， Langeらはヒトゲノムの連鎖地図作成

には約1500個のプロープが必要であると推定

している 11) 実際 Donis-Kellerらは独自に単

離した PICの高いプロープに既知のプロープ

を加えた合計403個のプロープを用いて3世代

にわたる 21家系を解析することにより，ヒトゲ

ノム DNAの少なくとも 95%についての連鎖
地図を作成した 12) 1987年にパリで行われた

ーと病因遺伝子との高い連鎖が存在する 5人の

子供からなる理想的な家族が3つあれば，この

ような家族全員のつまり計21個の検体を解析

すればよいとしているへ検体の数を増やせな

い場合は， PICを高めるためにマーカーの数を

増やせば必要な検体数を減らすことができる.

具体的には6000回の解析(検体数×マーカー

数)を行えばロッド得点3.0を得ることができ
るという 5)

これまでこの手法を用いて病因遺伝子が不明

な多くの遺伝病の解析が行われている.そのよ

うな疾患のリストや実例については特集号の他

の稿で詳しく述べられるために，それに譲るこ

とにする.ここでは最近のトピックについて触

れておきたい

従来の家系分析で解析可能な2つの座位間の

距離は，組換え頻度の点からいってせいぜい

1 cM (1000 kb)程度といわれている.しかし近

年これを超えるような方法が開発された.そ

れは微量の DNAを酵素的に増幅するいわゆる

Human Gene Mappingに関する会議によると， polymerase chain reaction (PCR)法を用いた

これまですでに610個の遺伝子がクローンされ もので(本紙別稿参照)，この方法によると精子

ており，そのうち 216個に RFLPが見いだされ

ている.また既知の遺伝子以外の領域について

は2057個のプロープが単離されており，このう

ち977個がRFLPを示す.したがって， RFLP 

を示すクローンとしては 1193個が知られてい

ることになる.これらのプロープについては文

献13に記載されており，おのおのについての

availabilityが6段階で示されている.

4. RFLPマーカーを用いた
連鎖解析

いくつかの家系において，以上のようにして

得られた RFLPマーカーと病因遺伝子との連

鎖解析を，先に述べたロッド得点を指標にして

行うわけであるが，この際どれくらいの数の検

体が必要であろうか.これは利用できる家族の

数や構成，マーカーのPIC，さらにはマーカー

と病因遺伝子との距離によっても異なってくる.

Botsteinらはロツド得:)点として3.0をf尋るに

は300検体が必要であるが，この際もしマーカ

1個から単離した DNAについて遺伝子型を決

定できる.つまり精子1個を顕微鏡下で細いプ

ラスティックの針を用いてチュープに取り，プ

ロテアーゼKやSDSを用いて DNAを抽出す

る.そして連鎖解析の対象となる 2つの座位を

はさむ2個ずつのオリゴヌクレオチドプライマ

ーを用意し， DNAをまず10分間95・Cで10分

間加熱して変性後これらのプライマーをアニー

/レして Taqポリメラーゼを用いて DNA合成

を行う.以後950C，15秒， 54T， 15秒そして 720

C， 1分と変性，アニールおよびDNA合成から

なるサイクルを50回繰り返すことにより目的

とする領域を 7.6x1010倍に増幅できる.この

DNAを用いて2つの座位に特異的なオリゴヌ

クレオチドプローフ"(allele-specific oligonu. 

cleotide probe)とのドットハイプリダイゼーシ

ヨンにより連鎖を調べる.

モデノレ実験として，第6染色体にある HLA

のDQ一αと第19染色体にある LDLレセプタ

ーとの多型がそれぞれヘテロ接合型になってい
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る一個人の精子 150個についてこの解析が行わ

れた1へその結果，両座位についてシグナルが

得られた 70個の精子DNAにおいて，各多型の

可能な4つの組み合わせがほぼ同頻度でみられ

た.これは両座位が異なる染色体上に位置する

ことから予想される結果であり，この方法が信

頼性のあるものであることを示している.1個

の精子を単離しかっ各試料問で PCRによる増

幅に差がでないような DNA抽出の方法につい

てまだ改善の余地はあるものの，この方法によ

ると 1週間で約500回の減数分裂による産物を

解析可能であり，比較的近い連鎖関係にある 2

つの座位聞の距離を，ただし 2つの遺伝子座が

DNAレベルで検出できる RFLPなどを示す場

合に限られるが，家系分析よりも高い精度で推

定できるものと期待される.

おわりに

RFLPを用いた連鎖解析が適用できる家系

の条件として，少なくとも一方の親は二重ヘテ

ロ接合体であること，また検討できる子供が2

人以上であること，さらに2世代以上にわたる

家系であることなどが挙げられる.またロッド

得点法による連鎖解析に影響を与える因子とし

て，男女間での組換え率の相違，疾患の浸透率

や，疾患のエンティティーの異質性などが考え

られる.このような問題点はあるものの，すで

に10をこえる病因遺伝子の不明な遺伝病に連

鎖したマーカーが見いだされ，これによる診断

が試みられている.今後さらに RFLPマーカー

の数が増加し，多くの遺伝病の診断が可能にな

り，その病因遺伝子の単離，解析へと進み，最

終的にはこれらの疾患の治療法や予防法の確立

へとつながることが期待される.
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