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本研究は 簡便に遺伝子変異を解析する方法を確立するため に
､ p o書y m e r a s e ch ai n r e a ctj o m -

p r e f e re n ti ai

h o m o 伽 pl e x f o r m a tJ
L

o n a s s a y (P C R - P H F A) 法を応用した遺伝子 の 変異スクリ
ー

ニ ン グ法および遺伝子タイビ

ング法を構築し
､ 疾患感受性遺伝子検索の ため の 関連分析 へ の応用を試み たもの であり､ 下記の結果を得て

いるo

1 , 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 卜1 F A 法をも

ちい た遺伝子変異の スクリ
ー ニ ング系を構築した結果 ､ 既知 の 変異をす べ て検 出するこ とが できた｡ これら

の 結果は別法 で解析した結果とすべ て 一 致しており､
こ の方法を用 い て未知 の 遺伝子 変異をス クリ

ー ニ ン

グすることが可 能である辛が示された o また
､
C T L A 4 遺伝子 の他 の エ クソ ン に つ い ても変異 スクリ

ー ニ ング

を行い
､ その 他の 領域 には変異がない 事が示された｡

2 . 免疫 系シグナル伝達におい て重要な役割を果たして いる､
C D 2 8

､
C D 8 0 および c D 8 6 遺伝子 に つ い て

P C R - P H F A 法を用 い た変異スクリ
ー

ニ ン グ系を構築した o この 方法を用 い て各遺伝子 の 変異をスクリ
ー ニ

ン グした結果 ､ 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､

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ることが示された｡

3 . P C R - P H F A 法を用 い た T N F A 遺伝子 5
'

非翻訳領域のタイピング法を構築し､ 日本人健常者 2 7 1 例の ハ

ブ田タd( ビングを行 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 集団における M H C 領域遺

伝 子 の j ＼ プ ロ タ イ プ 推 定 を 行 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

軌 A - A
*

2 4 0 2 - B
*

5 4 0 1 - T 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 c



軌 G T L A 4 遺伝子 4 9 G /A 多型と新規に見出した変異に つ い て P C R - P H F A 法を用 いた遺伝子タイピング法の

構 築を行 っ た o 慢性関節リウ マ チ患者群 ､ 全身性 エ リテ マ ト
ー デス患者群および健常対照群 の アリルタイビ

ングを行い
､ 疾患との 関連を検討した結果 ､

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
★

04 0 5 陽性者 におい て 4 9 G アリル 陽性率の有意な増加が観察された

(7 7 % v s ･ 8 7 %
, p

= 0 . 0 4 4
,
o d d s ra ti o = 2 . 0 4) o 新規に見出した変異と疾患との関連 はない ことが示され

た｡

以止
､ 本論文は P C;R - P H F A 法を応用した遺伝子解析法を確立し

､ 免疫系シグナル伝達に関与する遺伝子

の 変異解析から
､ 新規の変異を同定した｡ これらの 変異とリウマ チ性疾患との 関連は 見出されなか っ たが

､

P E R - P H 『A 法が簡便に遺伝子 変異を解析 できることを示したo また､
P C R - P H F A 法は複数箇所 の 変異部位を

j ㌔プm タイプとしてタイピングすることが可能であることも示 した. 本研究は これまでは条件検討に 多大な労力

が感要であ っ た電気泳動を用いた遺伝子 変異解析法に代わ っ て
､ 簡便に解析可 能な方法論の 確立 に重要な

貢献をなすと考え
､ 学位 の授与に値するもの と考えられる｡




