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論文内容の要旨

【目的】

ウェルナー症候群 (WRN) は，成人期に老化症状を呈する常染色体性劣性の遺伝病である。患者は30歳代に白内

障，動脈硬化，白髪，性腺機能低下，糖尿病などの症状で診断され， 40歳代後半に悪性腫蕩や動脈硬化性疾患が原因

で死亡するσ 患者の皮膚線維芽細胞の増殖は遅延し，継代寿命も短い。原因遺伝子が不明であるが，原因遺伝子座位

は，家系の連鎖分析の結果，第 8 染色体短腕に決定された。本研究で， WRN 領域の詳細な遺伝子地図を作成するた

めに，染色体顕微切断法で目的とする WRN 領域を切り出し， 8 個のマイクロサテライト遺伝子を単離した。次に主

として近親婚患者の遺伝子型を決定し， WRN 座位に近接する遺伝子を見つけだした。

【対象】

厚生省特定疾患「ホルモン受容体機構調査」研究班作成の診断基準を満たす患者30名を解析した。うち 29名は，イ

トコ婚を中心とした近親婚患者であった。近親婚である 27家系については患者である発端者のみを解析した。残りの

3 家系については，患者を含めた家系の構成員も解析した。

【方法】

(l)DNA 抽出と PCR: 高分子量 DNA は末梢血白血球より抽出した。 PCR では， DNA サンプルを毛細ガラス管に

封入し，温風を循環させる装置を使用したため，全反応時間は40分以内であった。遺伝子型の決定は， 8 x 7cm のミ

ニサイズのポリアクリルアミドゲル電気泳動を用い，エチジウムブロマイドによりゲ、ルを染色し出現したバンドを解

析した。 PCR 産物の長さを100bp 前後とすると， 2 bp の長さの相違が確認できた。

(2)マイクロサテライトマーカーの単離: 8 P11.2-P12付近の WRN 領域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た。このうイブラリーから (CA) 反復配列をもっマイクロサテライト多型を単離し，合

計160個のクローンの塩基配列を決定したが， うち 30個のクローンでプライマーの塩基配列が決定できた。 PCR の条

件を決定後，血縁関係のない50名の健常な日本人と， CEPH 家系の54名の両親を白人の健常者として解析に用いた。

最終的に， 24個のクローンが遺伝的多型性を示した。これらのクローンについては，多型性の有無と，対立遺伝子の

長さと頻度を決定した。さらに， ヒト・マウスの雑種細胞で染色体座位を決定し， CEPH 家系を用いて連鎖分析する

ことにより連鎖地図を完成させた。連鎖分析には，コンピュータプログラム iLINKAGEJ を使用した。 24個のうち

8 個のクローンが第 8 染色体に存在することを確認した。
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(3)遺伝子型の決定:上記の方法で決定された第 8 染色体の WRN 遺伝子座位近傍のマイクロサテライト多型はD8

S360 (MS8 -8) , D 8 S1053 (MS8 -109) , D 8 S1054 (MS8 -156) , D 8 S1055 (MS8 一 134) ， D 8 S 

1180 (MS8-2) , D8S1l81 (MS8-10) , D8S1182 (MS8-11) , D8S1183 (MS8-171)，であった。こ

の遺伝子マーカーを用いて， WRN 家系の遺伝子型を決定した。近親婚患者で，ホモ接合性となる頻度の高い遺伝子

マーカーについては， 32P で標識したプライマーを用いて PCR を行い，塩基配列決定用のゲルで PCR 産物の長さ

を正確に決定した。

【研究結果，考察」

MS 8 -2 , 8 , 10, 11, 109, 134, 156, 171の計 8 個のマイクロサテライト多型のヘテロ接合性となる率を健常

人と近親婚患者の間で比較した。 MS8 -134においては，健常人群ではヘテロ接合性となる率が0.67であったが，患

者群では0.00であった。そこで，このマーカーについて，健常人の50名で各対立遺伝子の遺伝子頻度を算出し， 30家

系の患者での遺伝子型を決定した。その結果， 30家系の患者全員はホモ接合性を示し，明らかな遺伝子組み換えは認

めなかった。ロッド値は，組み換え率 (e) =0.00において，最大のロッド値 (Zmax) = 20.28を示した。さらに，

対立遺伝子C (99bp) は，健常人群での遺伝子頻度は0.22であったが，患者群では0.50であり，統計学的に有意差

(P <0.01) が証明された。創始者効果の存在が示唆された。次に，このマーカーを中心にして， YAC クローンと P

1 ファージで詳細な遺伝子地図を作成した。

イトコ婚患者は，曾祖父母のどちらの一方が， WRN 変異遺伝子をヘテロ接合体を持つo この WRN 変異遺伝子は

母方と父方を経由して， 1/16の確率でホモ接合体となるo ホモ接合体となれば必ず発症することになる o したがっ

て， WRN 遺伝子の近傍の遺伝子は，他の領域に比ベホモ接合性となる確率が高い。原因疾患が不明である遺伝病の

解析法は，まず連鎖分析で遺伝子座位を決定することにより数 cM の領域まで原因遺伝子座位を狭め，さらに連鎖不

平衡の原理を利用して数100kb の領域まで狭めるポジショナルクローニングの手法を用いるo 今回の解析では， MS 

8 -134のハプロタイプで，強い連鎖不平衡を認めた。したがって， これらの遺伝子領域から数100kb の範囲に

WRN 遺伝子が存在する可能性が高い。

【総括】

(l)WRN 家系での連鎖分析の結果， MS 8 -134は WRN 座位に最も近接した遺伝子マーカーの一つであると考え

られた。

(2) MS 8 -134 と WRN 座位との間で連鎖不平衡が証明されたことより， MS 8 -134 と WRN 座位の物理的距離は

数100kb 以内であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

ウェルナー症候群 (WRN) は， 20歳代より老化症状が出現し， 50歳以前に動脈硬化，悪性腫虜などを合併して死

亡する代表的な遺伝性早老化症の一つである o この疾患の原因遺伝子を単離同定すれば，老化機構や発癌機構が明ら

かになると考えられる。

本研究では，分子遺伝学的手法であるポジションナルクローニングの手法を用いて， WRN 患者を詳細に解析し，

WRN 症候群遺伝子領域に近接する遺伝子マーカーを見い出し，正確な WRN 領域の遺伝子地図を作製した。今回の

研究で，特定の領域の染色体顕微切断法，ホモ接合性マッピング，マイクロサテライト多型の利用は， ポジションナ

ルクローニングにとって有用な方法であることを証明した。本研究は学位の授与に値すると認めるo
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