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緒言

偽性 軟骨 無形成症及 び 多発性 骨 端 異形成症 は ､
共 に 骨端 の 異形 成を特 徴と す る 疾患群 で

あ る
｡

い ずれも ､ 軽症型 と 重 症 型 に分類さ れる が ､ 明確な 基 準は 存在 し て い な い
o

両 疾患

は ､ 重 症 か ら 軽症 ま で 多様 な 臨床 像をと る 明瞭に 区分で き な い 連続 し た
一

つ の 病態 で あ る

と 考えら れ て い る ｡
C O M P ( C a rtil a g e O li g o m e ri c M at ri x P r o t e in) は ､ 特有な 8 つ の 繰り 返 し

構造か ら 構成さ れる C al m o d u lin -lik e r e p e a t s (C L R)ド メ イ ン をも つ 細胞外 基 質タ ン パ ク で あ

る ｡
こ の C O M P 遺伝子 は ､ 偽性 軟骨無形成症と 多発性 骨端 異形成症 の 疾患原 因遺伝子 で あ

る こ と
L

が報 告さ れ て い る o 既 報 の C O M P 遺伝子 の 変異 は 単一 で はなく ､
そ の

一

方 で 偽性軟

骨無 形成症 と 多発 性 骨端 異形成症 の 病態 は多様性 に 富むた め
､ 変異 の 遺伝子 型と 表 現型 は

一 定 の 関係 にあ る 可能 性 が あ る ｡
し か し な がら

､
C O M P 遺伝子変異 の 臨床像と の 関係は未

だ 不 明 の 点 が多 い
o

ま た ､ 多発 性 骨端 異形成症 には ､ 遺伝的異質性があり 他 に 5 つ の 疾患

原因遺伝子 が 知ら れ て い る
o

そ の
一

つ
､ M A T N 3 ( m a t rilin - 3) は

､･ 比較的最近 同定さ れ ､ 軟骨

特 異的 に発 現する 遺 伝子 で ある
｡

M A T N 3 も また 変異好発 部位 ､
臨床像と の 関係 等不 明 の 点

が 多 い
｡

変異 の 種 類 ,
型 に つ い て 多く の 情報を 蓄積す る こ と は ､

こ れら を 用 い た遺伝子 変異 の 検

出を 簡便化さ せ る た め の 道筋を 開く こ と に なる o 既知 の 変異が見 つ か っ た 場合 ､
そ の 診断



は確実で ある ｡

一

方 ､ 遺伝子情報以外 の 補助診断 が 存在す る 場合 ､
こ れら を 組み合わ せ る

こ と で そ の 診 断妥当性 はより 高く なる ｡
C O M P で は

,
血 清及 び 関節液 中で の 検 出が 可能で

あ る た め ､
こ れを用 い た診断法 を検討 す る こ と で 臨床応 用 - の 道 が 開 か れ る 可 能性 が あ る ｡

本研 究で は
､ 偽性 軟骨無 形成症 ､ 多発 性 骨端異形成症 の 簡便 で 効率 の 良 い 遺伝子変異 の

検 出 に資す る た め
､

C O M P 遺伝子と M A T N 3 遺伝子 に 関し て 新規変異 の 同定と そ の 妥当性

を評 価し ､ 変異 の 部位と 臨床 像と の 相 関関係 を検討 し た ｡ 更 に 血 中 c o M P 濃度と 遺伝子変

異と の 関係 を 明ら か に す る こ と を 目的と し た
o

方法

東 京 大 学 医学部 附属病 院整 形 外科 等 の 施 設 を 外 来受診 し
､ 経過 観 察さ れ て い る 患者 を対

象と し た
｡ 偽性 軟骨無 形 成症 7 例 ､ 多発 性骨端 異形成症 1 7 例 に 対 し て 新規変 異 の 同定 を

行 っ た ｡ 各参加施設 及 び 理 化学研 究所 の 倫理委員会 の 承 認 の も と 研 究を 行 っ た
｡

実施 内容

に 閲 し 説 明 は 文 書を 用 い て 行 い
､ そ の 後 す べ て の 対 象者 及 び家族 か ら 書面 で 同意を得 た

｡

ゲ ノ ム D N A を 得る た め
､ 末梢血

､ 頭髪も し く は 爪を採 取 し た
o

また
､ 末 梢血 か ら E B ウイ

ル ス 感作リ ン パ 球を 樹立 ､ 培養 し
､

R N A を抽 出 ､ 逆転写 を行 っ て 得た c D N A を解析用 の 試

料と し た c
P C R - ダイ レ ク ト シ

ー

ク エ ン ス を行 い 対象者 の 塩 基配列 を決 定 し た
｡

必 要な場 合､

変 異 ア レ ル を サブ ク ロ
ー

ニ ン グ し た o
シ ー ク エ ン ス が 正 確 か 否 か を制 限酵素法及 び T a q M a n

法 で 確か め た
｡ 多型 解析 で は

､
N E D で ラ ベ ル し た 蛍光プ ラ イ マ ー を 使用 し 多型 を含む領 域

を増幅 ､
こ れ を泳動 し ア レ ル を 同定 し た

｡
M A T N 3 遺伝子 にお け る 変 異と 多型 の 連 鎖を確 か

め る た め
､

両領域を含む P C R を行 い
､ 各 々 の ア レ ル を決定 し た o 血祭 C O M P 濃度は ､ ウ

サギ 由来抗 ヒ ト C O M P ポリ ク ロ ナ -

ル 抗体がプ レ ー ト 上 に コ
ー

テ ィ ン グさ れ て い る e n z y m e

i m m u n o a s s a y kit を使用 し て 測 定し た
｡

結果

c o M P 遺伝子 で は
､

偽性軟骨無形成症 7 例 の 全例 で
､ 多発性 骨端異形成症 で は 1 7 例 中 6

例 で 遺伝子変異を 同定し た
｡ 変異が 同 定さ れ た 1 3 例 の 内訳は ､ 新規変異が 9 例

､ 既報 の

変異 4 例 で あ っ た
｡ 偽性軟骨 無形 成症 に おけ る 新規変異 は

､
ミ ス セ ン ス 変異3 例 ､ 欠失変

異1 例 ､ 計 4 例 で あ っ た
｡ 欠 失変異 の 1 例 は ､ 第9 エ ク ソ ン か ら 第9 イ ン ト ロ ン ま で の 5 3 3

塩基 に 及 ぶ 大き な 欠失 で あり
､

c D N A の 解析 か ら 第9 エ ク ソ ン 全体が ス キ ッ プ し
､

第1
,

第2 C L R ド メ イ ン を構 成す る 3 3 ア ミ ノ 酸 が欠失す る イ ン フ レ
- ム 欠失変異と な っ て い た ｡

多発 性骨 端異形成症 に お け る C O M P 遺伝子 の 変異は
､

イ ン フ レ
-

ム 欠失変異が2 例 ､
ミ ス

セ ン ス 変異が 3 例 ､

一

塩 基挿入 変異が 1 例 で あ っ た
o

一塩 基挿入 変異例 は ､
C 末端ド メ イ

2



ン 内 の 第 1 8 エ ク ソ ン に変異が生 じ て おり
､ 次(

.
= 続く コ ド ン を停止 コ ド ン と さ せ る た め ､

短縮型タ ン パ ク と な る こ と が予想さ れ た
o

C O M P 遺 伝子 の 変異検出率 は
､ 今回 の 方 法 で は

,

偽性 軟骨 無 形成 症 で は 1 0 0 % で あ っ た の に 対 し
､ 多発性 骨 端異 形成症 で は 3 5 % に と ど ま っ

た ｡

偽性 軟骨無 形成症 の う ち重 症型 で は ､ イ ン フ レ - ム 欠 失変異が過 半を 占め
､

ミ ス セ ン ス

変異 は 2 例 の み で あ っ た
｡ 軽症型 の 偽性軟骨 無形成症 で は

､
全例 がミ ス セ ン ス 変異 で あり ､

挿入も し く は 欠 央型変異 は 同定さ れな か っ た
o 多発 性 骨端異形成症 で は

､ 変異 の 種類 に 一

定 の 関係 は 認 め ら れ な か っ た
｡ 第7 C L R ド メ イ ン 内 に 変 異を持 つ も の は ､ 他 の C L R ド メ

イ ン 内 に 変異をも つ も の に 比 べ 有意 に (p
= 0 .0 0 0 3) 強 い 低身長 を 呈 し て い た

o
ま た

, 身長

が - 6 S . D . 以 下 の 偽性 軟骨 無形成 症 で は
一

例 を 除き
､ 第7 C L R ド メ イ ン に あ る ア ス パ ラ ギ

ン 酸 の 5 回線り 返 し 部 位 に 変 異 が 存在 し て い た o
一方 ､ 多発性 骨 端異形成症 で は

､
こ の 繰

り 返 し 部位 に変異は認 めら れな か っ た ｡

M A T N 3 遺伝子 で は ､ 多発性 骨端異形成症 1 7 例中 5 例 で 変異を同定し た
o

同定さ れた 変

異 は す べ て 第2 エ ク ソ ン 内 の ミ ス セ ン ス 変異 で あり
､ 新規変異は 1 例 で あ っ た ｡

3 例 は ､

同一 の p .T 1 2 0 M 変異 で あり ､
また そ の 隣 の ア ミ ノ 酸残基 にも 変異が同定さ れた

｡

p . T 1 2 0 M 変異 の う ち の
一

例 で
､ 家系 内 の 配 偶 子 分離 の 確 認 を行 っ たと こ ろ不 完全 浸透 を

示 し た ｡ 非血縁者 4 0 0 例 に は こ の ア レ ル を検 出 で き な か ･j た
｡

こ の ア レ ル と 多発性 骨端 異

形成症と の 間 に関連がな い と い う 帰無 仮説 の も と 検定を 行う と ､ p
= 4 . 7 ×1 0~

5
と なり 仮説

は 棄却さ れ た
｡ 従 っ て こ の ア レ ル は

､ 多発 性 骨端 異形成症と の 関連は 存在す る が ､ 浸 透率

は 比較的低 い (6 3 % )と 判断さ れた
｡

M A T N 3 遺伝子 の イ ン ト ロ ン 3 あ る C A リ ピ ー ト を用 い て 直接 ハ プ ロ タ イプ を決 定 し たと

こ ろ
､ p . T 1 2 0 M 変異 で は い ずれも ア レ ル 7 で あ っ た o 家系検体を用 い た解析 で も ､ p .T 1 2 0 M

ア レ ル と ア レ ル 7 は ､ 同
一

ハ ブ ロ タ イ プ に あ る と 推定さ れ た
｡

c o M P 遺 伝子 に 変異 の あ る 偽性軟骨 無形 成症6 例
､

C O M P 遺 伝子 に変異 の あ る 多発性 骨

端 異形成症 7 例 ､
C O M P 遺伝子 に変異 の な い 多発性 骨端 異形成症 8 例 ､ 対照 4 7 例 の 血 祭

c o M P 濃度を測 定 し た
｡

C O M P 遺伝子 に 変異 の あ る 群 (c o M P 群; 計 1 3 例)で の 血祭 c o M P

濃 度 は ､
0 .6 7 ± 0 .1 5 帽 / m l と 対 照 (1 .4 2 ± 0 . 3 5 [ Lg / m l) に 比 べ 有意 に (p く 0 .0 0 0 1)低下 し

て い た
｡

C O M P 群を 偽性 軟骨 無形 成症 群 ､
及 び 多発性 骨端 異形成症 に そ れぞ れ わ け て 検 定

し て も ､
血 祭 c o M P 濃度は

､ 有意 に (p く 0 . 0 0 0 1) 低下 し て い た ｡
C O M P 群 の 中で は ､ 偽性

軟骨無形成症群と 多発 性骨端異形成症 で 血 梁 c o M P 濃度 に 差は みら れな か っ た
o

また
､ 多

発性骨 端異形成症 で C O M P 遺 伝子 に変異 の な い 群 の 血 渠 c o M P 濃度は
､ 対 照とp 同程度で

､

多発 性骨端 異形成症 で C O M P 遺伝 子 に変異 の ある 群と 比較する と
､ 有意に ( p

= 0 .0 0 1) 高

3



か っ た ｡

対 照群 で は ､ 血祭 c o M P 濃度は
､

2 0 歳以 下 で は 年齢 に 応 じ て 低下 し ､ そ れ 以 降で は ､

徐 々 に 上昇する 傾向 にあ っ た
o 同様 の 傾向は ､

C O M P 群 で も 観察さ れ た ｡ 従 っ て
､
血 費 c o M P

濃度を年齢 で 層別 化 し 比 較し た o ど の 年齢層 で も ､
c o M P 群 で は 血 衆 c o M P 濃度が対照群

と 比較し て 有意 に (2 0 歳未満: p
- o . o o 3

､
2 0 - 4 0 歳: p

- o . o o 7
､

4 1 - 6 5 歳: p
- o .o o 2)低下

し て い た o ま た
､

2 0 歳以 下 の 多発性 骨端 異形成症 で C O M P 遺伝子 に変異 の な い 群 で は
､

正 常と 比 べ 有意な 差は観察さ れな か っ た

考案

大 多数 の 骨系統疾患 は 遺伝性疾患 で あり
､ 多く が単一 の 遺伝子 に 異 常が 存在 する

｡
こ の

た め
､
補助診断と し て 遺伝子 を 用 い た 診断が 可 能で あり

､ そ の 重 要性 は 今後高まる こ と が

予想さ れ て い る ｡ 特 に ､ 本研 究 で 対 象と し た 多発性 骨端異形 成症 で は 診 断 に難渋 する こ と

があ る た め
､ 診断確定 の た め の

一

項 目と なりう る
｡

し か し な がら ､ 現 時点 に お け る 遺伝 子

変 異 の 検 出 は ､ 対 象と す る 遺伝子 全 体を検査 せ ね ばなら ず効 率 の 点 で 現実的 で な い
｡ 従 っ

て
､ 効 率良く 遺伝子変異 の 検出を行う た め に は ､ 系統 的な解析方 法 の 確 立が 望まれ る o

本研 究 で 以下 の こ と を示 し たと 考えられ る ｡ 第 一

に ､ 変異 の 多様性 を掌握す る た め
､
C O M P

遺伝子及 び M A T N 3 遺伝子 に ､
エ ク ソ ン が ス キ ッ プす る 大き な欠失 変異や フ レ

ー

ム シ フ ト ､

停止 コ ド ン が 出現する 変 異な ど こ れ ま で 報告 の な い 多種 の 新規変 異を 同定し た こ と で あ る
｡

第二 に ､
C O M P 遺 伝子 の 変異 の 位 置 が身長を 基 準と し た 臨床像と 一

定 の 関係 に ある こ と が

示 唆さ れ た こ と で あ る
o 第三 に

､
血祭中 の C O M P 濃度が ､

c o M P 遺伝子変異 の 有無と 関連

し 有意 に 低下 し た こ と を 示 し
､

血 祭 c o M P 濃度を 測定する こ と で
､ 何が原 因 遺伝子 で ある

か を判断す る 辛が かり と な る 可能 性 を示 し た こ と で あ る ｡

こ れら の 知見 を 組み 合わ せ る こ と で
､

より 効率 的 か つ 系 統 的な 遺伝子 変 異 の 検出 が 可 能

で あ る と 考えら れた ｡




