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論文内容の要旨

【目的】

ドーパ反応性ジストニア (DRD) は小児期発症の姿勢ジストニアを主症状とし， ドーパミン合成障害に起因する疾

患である。浸透率の低い常染色体優性遺伝形式をとり，その原因遺伝子は GTP cyclohydrolase 1 (GTP-CH-I)であ

る。 GTP-CH-I はドーパミン生成酵素 tyrosine hydroxy lase の補酵素を合成する。本研究では DRD における GTP­

CH-I 遺伝子異常を明らかにし，更に本疾患の臨床的な浸透率と GTP-CH-I 遺伝子発現の関連を解明する。

【方法ならびに成績】

DRD 患者の白血球ゲノム DNA から GTP-CH-I 遺伝子の全翻訳領域を含む 6 エクソンを PCR 法によって増幅し，

塩基配列を決定した。その結果， His144Pro 変異をきたすAから Cへの一塩基置換をエクソン 2 に認めた。この遺伝

子異常によって制限酵素 Bam HI 認識配列が生じるようにミスマッチプラマーを設計し， これを用いて増幅した

PCR 断片の RFLP 解析を行った。患者と父親は本遺伝子異常と正常のヘテロ接合体であり，母親と対照80例には異

常を認めなかった。

健常な父親からも患者と同じ変異を検出したため，更に両者の GTP-CH-I 遺伝子発現を検討した。入手および検索

が可能であったリンパ球におけるGTP-CH-I発現は極めて低値であり，蛋白レベルでの測定は不能である。そこで高

感度の検出能力を有し，かっ正常と変異 allele 由来の遺伝子発現産物が分離可能な RT-PCR 法を採用した。 (32P J 

ラベルしたプライマーを用いた RT-PCR 法によって変異部位を含む GTP-CH-I mRNA を増幅した。正常と変異

mRNA 由来の増幅断片を BamHI 処理後アガロースゲル電気泳動によって分離し，イメージアナライザーによって

放射活性を定量した。変異/正常 mRNA 比は患者では0.97 :t 0.064と父親の0.80 :t 0.060よりも有意に高値を示した。

【総括】

本家系における GTP-CH-I 変異部位である 144番目の His 残基は，酵素の活性部位に存在し，大腸菌からヒトの

GTP-CH-I に至るまで保存されている O 従って， His144Pro 変異は GTP-CH-I 酵素活性低下をきたし，本例の病因に

なると考えられる。 DRD は本家系においてもそうであるとおり，臨床的な浸透率が低いことを特徴とする疾患であ

るが，その機序はこれまで明らかにされていない。本研究では非発症者に比して患者における相対的変異 mRNA 量
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の高値が示され，それは以前報告した他の GTP-CH-I 変異を有する DRD 家系における結果と一致した。 GTP-CH-I

mRNA から生じる酵素サブユニットは， 10量体を形成して機能を発揮する o 従って，変異と正常 mRNA 由来のサ

ブユニット相互作用によるドミナントネガティブ効果が想定され，それによって上述の変異 mRNA 量と発症の関連

を説明しうる。即ち，患者では相対的に多量の変異型 GTP-CH-Iサブユニットがより多くの野生型サブ、ユニットに作

用するため，非発症者より酵素活性は低下し，発症したと考えられる。事実 COS 細胞を用いた共発現系でこの仮説

は証明される。本研究の成績は他の常染色体優性遺伝病における浸透率，あるいは臨床的表現型成立の機作解明に有

用と考えられる o

論文審査の結果の要旨

ドーパ反応性ジストニアは GTP cyclohydrolase 1 酵素異常を原因とする浸透率の低い常染色体優性遺伝病で、ある

が，その低浸透率に関する分子生物学的機序はこれまで明らかではなかった。

本研究は GTP cyclohydrolase 1 遺伝子の新しい異常を伴うドーパ反応性ジストニア家系において，異常遺伝子の

転写レベルでの相対的発現量が，発症者では非発症者よりも高値であることを示した。この結果は変異 mRNA の翻

訳産物である変異型サブ、ユニットによるドミナントネガティブ効果が，臨床表現型を規定する一つの因子であること

を示唆する。すなわち，本酵素は10量体を形成してその活性機能を発揮するため，変異型サブユニットと正常サフーユ

ニットが混在する酵素一分子の活性は低下すると考えられる。事実， COS-7 細胞を用いた両サブユニットの共発現

実験によってこの仮説は証明された。

以上の知見は， ドーパ反応性ジストニアの臨床的な浸透率と遺伝子発現の関連を明らかにしたこと，および他の常

染色体優性遺伝病の保因者間で見られる臨床表現型の差違を説明する一つの有力な仮説を提示した点で学位に値する

と考えられる。
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