
[ 別紙 l ]

論 文 の 内 容 の 要 旨

論文題目 T h e d e v e b p m e n t of n e w t e c h n o[ o gj e s f o r a n aly sis o f g e n e v a ri a ti o n s u s in g p oly m e r a s e c h ai n

r e a c ti o n -

p r ef e r e n ti al h o m od u pl e x f o r m a ti o n a s s a y a n d 青t s a p p]i c a ti o m t o a s s o ciati o n s t u di e s

( P C R - P H F A 法を応用した新しい遺伝子変異解析技術 の確立と関連分析 へ の 応用)

氏 名 松 下 正 毅

1 塩基変異多型(G N P)タイピングなどの遺伝子 診断によ っ て ､ 疾患感受性や薬の 効き目 の ような個人 にお

ける生理的な違いを遺伝子配 列の違い として説明することが できると期待される｡ ハ イプリダイゼ ー

ション や 電

気泳動を用 い て遺伝子配 列を解析する多くの方法が開発され ､ 遺伝子変異を発見し検査するため に利用され

て いるo しかし､
これらの方法は 多くの解決す べき課題を持 っ て いる.

一 般に
､
これらの方法で解析を行うため

に はタ - ゲ ットごとに操作条件の最適化が必要であるo

p oヨy m e r甲S e C h ai n r e a c ti o n -

p r e f e r e n ti al h o m o d u pl e x f o r m a ti o n a s岳a y ( P C R - P H F A) 法は 二種類の標識

ば オテン とジ ニ 佃 プ ェ ニ ル 基) を持 つ 増幅物と持たない増幅物との 競合 ハ イプリダイゼ ー

ション による鎖置換

を原理とした遺伝子配列の 検出法 で あるo 熟変性の 後 ､ 徐々 に温度を下 げて いく温度勾配 下での ハ イプリダイ

ゼ -

シ ョン で は ､
ミス マ ッ チをも つ 二 本鎖( h et e r o d u p[ e x) よりも完全に相補的な 二本鎖(h o m od u p茎e x) が優 先

的に形 成される｡ したが っ て ､
この ようは条件下 で ､ 完全 に同

一 な配 列をもつ 標識増幅物と大過剰量 の 非標識

増幅物とを用 い てj ヽイブu ダイゼ - ション を行うとそれぞれの 増幅物間 で の 鎖置換が起 こるo

- 方 ､
1 塩基 でも



配 列が異なる場合で は
､
配列が同じもの 同士での 二 本鎖の再構成が優先的に起こるため

､
こ の ような鎖置換

が起 こらない ｡ 判定は 二 種類の 標識をもつ 増幅物の ス トレプトアピジン 固相 マ イクロ タイタ ー プレ ー トを用い た

発色に よる検出 で行う｡ すなわち
､ 検体が標準配列と異なる配列を持 つ 場合には鎖置換が起こらず ､

ニ種類 の

標識をも つ 増幅物が再構成され ､ 抗 D N P 抗体標識酵素による発色により配列の違い を検出することができる｡

本研究では､
P C R - P H F A 法を応用した遺伝子変異の スクリ ー ニ ングおよび遺伝子タイピングの検討を行 っ た｡

遺伝子多型がすでに報告されて いる C T L A 4 遺伝子 エクソン 1 領域を標的配列として P C R - P H F A 法をもち

払% た遺伝子変異 の スタu
- ニ ン グ系を構築した ｡ スクリ

ー ニ ング系では ､ 標準配列由来の 非標識増幅産物を競

合物質として ､ 検体由来の標識増幅産物を固相化 ス トレプトアピジンを用 い て検出した ｡
4 9 G アリルを標準配

列としてリウマ チ性疾患患者 9 6 例および健常対照群 9 6 例を対象に変異スクリ
ー ニ ングを行 っ たところ

､
4 9 G

アリル とは異なる配 列をもつ 検体を検 出することができた. これらの検体 の 配列を確認したところ
､ すべ て 4 9 A

アu ル であっ たo 同様の方法 で エ クソ ン 2
､
3 および 4 に つ い て も変異スクリ

ー ニ ングを行 っ たが
､ 新たな変異は

確認されなか っ た ｡ 次に C D 8 0 および c D 8 6 遺伝子の 翻訳領域を標的配 列として 遺伝子 変異 の スクリ
ー

ニ ング

系を構築した｡ スクリ
ー ニ ング条件 の 最適化を行 っ た結果 ､

ハ イプリダイゼ ー ション 時における温度と反応溶液

組成は C T L A 4 遺伝子と同
一

条件とな っ た . 各 エ クソン に つ い て 関節リウマ チ( R A ) 患者群 1 0 1 例 ､ 全身性 エ リ

テ 冒 卜
- デス( S L E ) 患者群 5 7 例 ､

および健常対照群 1 6 8
~
例を対象に変異スクリ

ー ニ ングを行 っ た結果 ､
C D 8 0

遺伝子 エ クソン 3
､
4 および 5

､
C D 8 6 遺伝子 エクソン 8 の 領域におい て 変異を確認した o 塩基配列を確認した

ところ ､ すべ て新規 の S N P で あり､ 特 に C D 8 0 遺伝子 エ クソン 4 および C D 8 6 遺伝子 エ クソン 8 で見出された

変異 はアミノ酸の 置換を伴うもの であ っ た ｡ 遺伝子 型頻度 ､ アリル 頻度およびアリル陽性率を患者群と健常対

照群とで比較を行 っ たが有意な差異は認められなか っ た｡

次に P C R - P H F A 法を応用した C T L A 4 遺伝子 4 9 G / A 多型のタイピング法の構築を行 っ た o アリルタイビン

グを行う場合 ､ それぞれ の アリル の 配列をもつ 標識増幅物と検体 由来の 非標識増幅物とで温度勾配下 で の ハ

イプリダイゼ - ションを行う｡ 検体が標準配 列として用い たアリル と同 -

アリルを持 つ 場合にはプレ - トによる発

色が見られない ｡ この方法を用 い R A 患者群 4 6 1 例 ､
S L E 患者群 7 1 例および健常対照群 2 4 7 例の C T L A 4

遺伝子 4 9 G 仏 多型のタイピングを行 っ た ｡ 健常対照群と比較して R A 患者群および S L E 患者群で 4 9 G / G 遺

伝子 型の増加が認められたが統計学的有意差に は至らなか っ た ｡ R A 患者におい て D R B l
★

0 4 0 5 を持 つ 場合

と持たない 場合とで健常対照群と比較したところ､
D R B l

★

0 4 0 5 陽性者におい て 4 9 G ア リ ル陽性率 の 有意な増
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加が観察された(7 7 % v s . 8 7 %
, p

≡ 0 . 0 4 4
,
o d d s r ati o

= 2 . 0 4) ｡

p c R - P H F A 法によるタイピングは標 準配 列との比較により判定を行うため ､ 近い領域に存在する複数箇所

の S N P をi ヽプロタイプとして判定することができるo これを利用 して T N F A 遺伝子 5
'

領域 のタイピング系を構築

したo 日本 人 健常者 1 0 7 例を対象 として ,
T N F A 遺伝子 5

'

領域 に存在する多型 ､

- 1 0 3 1 T! C
､

- 8 6 3 C / A
､

- 8 5 7 C 汀 を P C R - S S C P 法でタイピングを行 っ た結果 ､
4 種類の ハ ブロタイプとして存在すると予想されたo そこ

で ､
これら 4 種類の ハ ブロタイプを想定し

､ 同じ1 0 7 例を対象として 4 種類の標識増幅物を用 いた ハ ブロタイビ

ングを行 っ た結果 ､ 各 多型部位の遺伝 子 型の 組合せ から推定される ハ ブロタイプとす べ て
- 致した｡ さらに

1 6 4 例を追加し､ 日本人健常者 2 7 1 例 の ハ ブロタイピングを行い ､ それらの結果と H L A タイピングの 結果を用

い て 日本人 集団に串ける M H C 領域遺伝子 の ハ ブ ロタイプ推定を行 っ た o 有意な連鎖不平衡が見られたの は

T N F A - U O l( T C C)と H L A - A
'

3 3 0 3
､
B

*

5 2 0 1
､
B

'

4 4 0 3 ､ B
'

4 6 0 1 ､ B
'

0 7 0 2 ､ D R B l
'

1 5 0 2
､
D R B l

'

0 1 0 1
､
および

D R B m 3 0 2
､

T N F A - U O 2( T C T) と H L A - B
'

5 4 0 1
､

B
'

3 5 0 1 ､ D R B l
'

0 4 0 5 お よ び D R B l
'

0 4 0 7
､

T N F A - u O 3( C A C)と H L A - B
*

4 0 0 6
､
B

'

4 0 0 2
､
D R B l

'

0 8 0 3
､
D R B l

'

0 8 0 2 ､ D R B l
'

0 4 0 3 およぴ D R B l
'

0 9 0 1 ､

T N F A - U O 4( C C C) と H L A - B
･

4 8 0 1 で あ っ た o 4 遺 伝 子 座 で 推 定 さ れ た ハ ブ ロ タ イ プ か ら ､

A
*

3 3 0 3 - B
･

4 4 0 3 _ T N F A - U O l - D R B l
*

1 3 0 2
､
A

'

2 4 0 2 - B
'

5 2 0 1 - T N F A - U O l - D R B l
'

1 5 0 2 および H L A - A
*

2 4 0 2 -

B
*

5 4 0 1 J N F A - U O 2 - D R B l
･

0 4 0 5 が日本人集団における主要な ハ ブロタイプであると考えられた .

p c R _ P H F A 法は標的配 列ごとの 反応条件の 最適化を必要とせず ､ 短時間 で ス クリ
ー ニ ング系の 構築が可

能であ っ た . 条件設定のための経験や 熟練が不要であり､
また

､
必要な機器はサ - マ ル サイクラ

-

とプレ ヰ リ

- ダ - だけであるた め ､ P C R - P H F A は多くの実験室で実施が可 能である非常に汎用性 の高い 方法であるo ま

た ､ 電気泳動を用 いた方法と比較して ､ P = F A では数値 によ っ て 検出を行うの で客観 的な判 定ができることも

汎用性の 面では 有意であると思われるo
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