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論文内容の要旨

ウェルナー症候群 (WRN) は常染色体劣性遺伝形式をとる遺伝性早老症で 日本人に頻度の高い難病である。最

近，家系を用いた連鎖分析や，近親婚患者を解析したホモ接合性マッピングにより， WRN の遺伝子座位は第 8 染色

体短腕 (8p1 1. 2-p22) に決定されたが，原因遺伝子そのものは未だ決定されていない。原因遺伝子を単離同定しその

機能を調べることは，老化の機序を解明する上で非常に重要であるO 本研究では WRN 領域から新しい遺伝子マー

カーを単離しマッピングすることを目的として， WRN 領域 (8p1 1. 2-p22) を染色体顕微切断法 (microdissection)

を用いて顕微鏡下で直接切り出し，遺伝子ライブラリーを作成後，このライブラリーから (CA)n リピー卜を持つ多

型性マイクロサテライト遺伝子を単離し，家系を用いた連鎖分析により連鎖地図を作成した。

【方法並びに結果】

(1) (CA)n リピー卜遺伝子の単離:第 8 染色体短腕の WRN 領域 (8p1 1. 2噂p22) を染色体顕微切断法 (microdissection)

で切り出し， Sau3AI 消化後アダプターを接続し， PCR で遺伝子増幅した産物を EcoRI で消化し，プラスミド pUC18

にクローニングしライブラリーを作成した。 PCR 産物は，染色体ペインティング法で，切り出した 8p1 1. 2-p22 付近に

由来することを確認した。次に，ライブラリーを (CA)n リピートからなるプロープでスクリーニングした。 (CA)n

リピートでハイブリダイズするプラスミドクローンを単離し， (CA)n リピート前後の塩基配列を決定した。

(2)多型性マイクロサテライト遺伝子の決定:血縁関係のない 6-10人の健常人 DNA の (CA)n リピー卜を PCR で遺伝

子増幅し， DNA 多型の有無を検索するため， (CA)n リピートを挟んだ領域で， 100bp 前後の長さの PCR 産物とな

るオリゴプライマーを合成した。多型性マイクロサテライト遺伝子を迅速かっ簡便に確認するために，温熱気と微小

ガラス管を組み合わせた PCR 装置(1605Air Thermo-Cycler /Idaho Technology) で PCR の反応時間を40分以内と

し， PCR 産物を 8x7cm のポリアクリルアミドゲ、ルで、泳動することにより，泳動時間を40分に短縮し，エチジウムブロ

マイド染色で 2 塩基対の差も検出可能な系を開発した。

(3)マイクロサテライト遺伝子の連鎖地図作成 7 個の多型性マイクロサテライト遺伝子から 4 個 (MS8-2 ， MS8-10 , 

MS8-11 , MS8-171) を選び出し， CEPH (CENTRE d'ETUDE du POLYMORPHISME HUMAIN) 由来の大家系を

用いて連鎖分析を行った。連鎖分析には， LINKAGE (ver. 5. 1)プログラムを使用し，二点分析法にてロッド値を算

出した。 MS8-2 と MS8-171 の間で組換え率(=e max) 0.11の時，最大のロッド値( =Zmax) は 15.8であった。
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MS8-10 と MS8-11の間では e max=0.14で、 Zmax= 1. 57であった。さらに これらのマーカーと CEPH データベー

ス(ver. 6.0) 由来の第 8 染色体上の他のマーカーとの間で二点分析を行ったところ MS8-2 と MS8-171のグループは

ANK 1 A, B と， MS8-10 と MS8-1lのグループは LPL3GT に隣接していることが判明した。この 2 ク*ループ間では互

いに連鎖を認めなかったが 2 グループ聞に WRN 遺伝子が位置していることが推測された。

(CA)n のプロープ、で、ハイブリダイズした合計160個のクローンの塩基配列を決定し (CA)n が 10 リピート以上の

独立した46個のクローンのうち30個について PCR プライマーを作成し，最終的に24個の多型性マイクロサテライト

遺伝子を同定し， 7 個のクローンが WNR 座位に近接することを証明した。

RFLP , VNTR の次の世代として登場したマイクロサテライト遺伝子は，遺伝子マーカーとしての頻度が高く，平

均70-80kb に一個存在するため全染色体にほぼ均一に分布するO ヘテロ接合体となる頻度が高く連鎖分析に役立ち，

少量の DNA 検体で解析が可能であるため有用な遺伝子マーカーとして注目されているO 今回の 4 個のうち 3 個の

遺伝子マーカーは，ヘテロ接合性となる確率は， 50%以上であった。最近， 1000個以上のマイクロサテライト遺伝子

マーカーが入手可能となったが 目的とする領域におけるマーカーの数が少なく，詳細な遺伝子地図が作成出来ない

場合もある。今回のように，目的とする領域を染色体顕微鏡下で切断し，マイクロサテライト遺伝子を単離すること

は，意義のあることである。

【総括】

第 8 染色体の WRN 領域 (8p1 1. 2-p22) を染色体顕微切断法で切り出し，プラスミドライブラリーを作成し，この

うイブラリーをスクリーニングすることにより (CA)n リピートからなる 7 個の多型性マイクロサテライト遺伝子

を単離した。うち 4 個のクローンについては，家系を用いた連鎖分析法で連鎖地図を作成し， WRN 領域にあること

を証明した。また マイクロサテライト遺伝子の多型性の検出には迅速かっ簡便な方、法を開発した。将来，これらの

クローンは，コスミドクローンや YAC クローンによる染色体地図作成時，染色体の STS (sequence tagged site) と

して役立つであろう。染色体顕微切断法と組み合わせることにより，目的とする領域から，有用な多型性マイクロサ

テライト遺伝子を単離できることを本研究で示した。本法は，他の遺伝性疾患のポジショナルクローニングに応用で

きると考えられる O

論文審査の結果の要旨

本研究は，常染色体劣性遺伝形式をとる遺伝性早老症，ウエルナー症候群 (WRN: W erner' s syndrome) の原因遺

伝子を単離同定する目的で行なわれているO 最近，家系を用いた連鎖分析や，近親婚患者を解析したホモ接合性マッ

ピングにより， WRN の遺伝子座位は第 8 染色体短腕 (8p1 1. 2-p22) に決定されたが，原因遺伝子そのものは未だ決

定されていない。原因遺伝子を単離同定しその機能を調べることは，老化の機序を解明する上で非常に重要である。

本研究では，多型性マイクロサテライト遺伝子の連鎖分析により， WRN 遺伝子領域に存在する 4 つの新しい遺伝子

マーカーを同定した。第 8 染色体の WRN 領域 (8p1 1. 2-p22) を染色体顕微切断法 (microdissection) で切り出し，

プラスミドライブラリーを作成し，このライブラリーをスクリーニングすることにより， (CA)n リピートからなる 7

個の多型性マイクロサテライト遺伝子を単離した。うち 4 個のクローンについては，家系を用いた連鎖分析法で連鎖

地図を作成し， WRN 領域にあることを証明した。また，マイクロサテライト遺伝子の多型性の検出には迅速かっ簡

便な方法を開発した。将来，これらのクローンは，コスミドクローンや YAC クローンによる染色体地図作成時，染

色体の STS (sequence tagged site) として役立つで、あろう。染色体顕微切断法と組み合わせることにより，目的と

する領域から，有用な多型性マイクロサテライト遺伝子を単離できることを本研究で示した。本法は，他の遺伝性疾

患のポジショナルクローニングに応用できると考えられるO これらの結果は， WRN 原因遺伝子の解明上重要な手掛

かりとなることが示唆され さらに，単離した多型性マイクロサテライト遺伝子は国際的なゲノムマッピングや他の

疾患遺伝子のクローニングに利用されるであろう。したがって，本研究は，学位授与に価すると認める O
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