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１．研究実施の概要 

ヒトの疾病遺伝子の単離・解析を染色体構造異常からアプローチする。単一遺伝子病と染色体

転座を合併する患者では、転座による遺伝子断裂が起き発症すると考えられ、一方、隣接遺伝子

症候群を伴う微細染色体欠失中には数種の遺伝子が包含されていると考えられる。両者ともに、

疾病遺伝子の同定や単離の絶好の材料である。本研究は、このような症例を全国規模でかつ組

織的に集積し、転座切断点および微細欠失領域から、位置的単離法および位置的候補遺伝子探

索法により多くの疾病遺伝子の単離・同定を目指すものである。平成 13 年度は、以下の結果を得

た。 

(1) Sotos 症 候 群 （ 脳 性 巨 人 症 ） で は 、 平 成 12 年 度 研 究 で 得 た 患 者 の 染 色 体 転 座 

t(5;8)(q35;q24.1)切断点をカバーするコスミドクローンを利用し、転座で断裂している遺伝子

NSD1 を単離した。次いで、研究分担グループから集積した染色体異常を伴わない計 42 例の

Sotos 症候群患者における遺伝子変異解析を行った結果、４例（9.5％）に塩基置換を同定し、さ

らに染色体が利用できた 30 名の患者のうち、20 名（67％）に NSD1 全長を含む大きな DNA 欠

失を同定した。つまり、Sotos 患者の 77％は点変異か欠失のいずれかをもつことが明らかとなっ

た。この結果は、従来原因が不明であった Sotos 症候群の原因遺伝子を単離・同定したのみな

らず、その確定診断を容易にした。さらに、精神遅滞や過成長の機構解明に寄与するものであ

る。本研究の結果は Nature Genetics４月号 (2002)に掲載される。 

(2) 同様の手法で、鏡像多指趾症患者がもつ転座 t(2;14)(p23.3;q13)の 14q13 切断点から

MIPOL1 遺伝子を単離した。MIPOL1 は２つの coil-coiled domains をもつ機能不明な新規の遺

伝子である。本研究結果は、Journal of Human Genetics (2002)に掲載される。 

(3) 肢中部短縮型骨格異形成症患者の t(2;8)(q31;p21)切断点領域 2q31 と 8p21 を含むコスミドを

同定し、転座切断点をクローニングした。8p21 切断点には 2 塩基の欠失をみたが、両切断点に

は共に遺伝子は存在しなかった。しかし、2q31 切断付近に存在する HOXD 遺伝子クラスターの

発現を調節する位置効果が示唆される。 

(4) 高度の肥満を伴う糖尿病患者の t(3;9)(p14.1;q31) の切断点クローニングを開始し、切断点を

カバーする BAC クローンを既に得た。 



(5) 微細欠失内の遺伝子同定に用いるゲノム CGH アレイについては、種々の微細欠失に相当

するクローン化 DNA および X/Y プローブを用いた予備実験を行い、１コピーDNA の検出に成

功した。 

２．研究実施内容 

平成 13 年度は、分子遺伝学研究グループと臨床細胞遺伝学研究グループの２グループで

各々仕事を分担して、以下の５つの研究を開始した。(1) Sotos 症候群原因遺伝子の単離と変異解

析、(2) 鏡像多指趾症原因遺伝子の単離、(3) t(5;8)(q35;q24.1)を伴った Sotos 症候群、 (3) 肢中

部 短 縮 型 骨 格 異 形 成 症 患 者 の t(2;8)(q31;p21) 切 断 点 ク ロ ー ニ ン グ 、 (4) 糖 尿 病 患 者 の

t(3;9)(p14.1;q31) の切断点解析、(5) ゲノム CGH アレイ技術の確立。 

(1) 臨床細胞遺伝学研究グループ 

(A) 患者材料の収集：３省の「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」に従い、インフォー

ムド・コンセントを得て、染色体構造異常と表現型異常の双方をもつ新規患者の材料を収集した。

一部は EB ウイルスで不死化し、細胞を液体窒素中で保存した。一方、分子遺伝学研究グルー

プで単離・同定する Sotos 症候群候補遺伝子の変異解析のため、42 例の新規患者を集積し、

試料を調整した。 

(B) 高度の肥満を伴う糖尿病患者の転座切断点解析：FISH 解析により１家族３名の罹患者（母、

兄、妹）がもつ転座の切断点をカバーする BAC クローンを得た。これを受けて分子遺伝学研究

グループでは、さらに切断点カバーコスミドクローンを単離した。 

(2) 分子遺伝学研究グループ 

(A) Sotos 症候群（脳性巨人症）のポジショナルクローニング 

  Sotos 症候群は、出生前から始まる成長過多、精神遅滞、特異な顔貌、脳内奇形、および時

に痙攣をみる神経疾患である。１例の染色体転座 t(5;8)(q35;q24.1)をもつ Sotos 症候群の

5q35 切断点付近のゲノ

ム解析で、マウス Nsd1 遺

伝子とホモロジーを示す

ヒ ト の 部 分 配 列 

(AC027314) を 同 定 し た

（図１）。 

  切断点付近の BAC コ

ンティグを構築し、切断

点 を ク ロ ー ニ ン グ し 、

cDNA ライブラリーをスク

リーニングした結果、ヒト NSD1 遺伝子を単離した。NSD1 は 8,088 塩基の open reading frame を

もつ新規遺伝子であり、最小 23 個のエクソンから成り、ヒト胎児脳、骨格筋、腎臓などで発現す

る。患者の 5q35 切断点は NSD1 内に位置していた（図１）。NSD1 の位置は FISH 解析で、コスミ

図１ 5q35 切断点をカバーする BAC/PAC/cosmid コンティグと
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ドc6Bのシグナルが派生５番と派生８番染色

体双方にみられたことから確認した（図２）。 

  次いで、臨床細胞遺伝学研究グループ

が集積した 42 名の患者のうち、DNA が利用

できた 38 名において NSD1 の変異解析を

行った結果、４例（10.5 %）に点変異を同定

した。このうち、１名はエクソン５のナンセンス

変異（1310C->G, S437X)、１名はエクソン５

の１塩基欠失(3536delA)、１名はエクソン 19

の １ 塩 基 挿 入

(5998insT)、１名はイ

ントロン 20 のスプラ

イスドナー部位の塩

基 置 換 で あ っ た 

(6151+1G->A) （ 図

３）。 

  1310C->G 変 異

は NSD1 蛋白の truncation(S437X)、

3536delA 変異と 5998insT 変異は

各 々 nt 3651-3653 お よ び nt 

6022-6024 での早期停止コドンの出

現、6151+1G->A スプライス部位変異

はエクソン 20 のスキッピングをもたら

す（図４）。さらに、FISH 解析の結果、

染色体が利用できた 30 名の患者中

19 名に、NSD1 を含む 2.2 Mb におよ

ぶ欠失、１名にやや小さい欠失を認め

た（図５）。つまり 30 名中 20 名（67 %）

の患者は大きな欠失をもつことが判明

した。 

  欠失の頻度（67 %）に点変異（10 %）

を合わせると、今回の日本人 Sotos 症

候群患者シリーズの 77 %は NSD1 を含

む欠失か NSD1 の変異をもつことが分

かった。さらに、これらの変異はヘミ接

図２  コスミド c6B による FISH。シグナルが派生

5 番染色体と派生 8 番染色体双方に出現 

図３  ４種の NSD1 遺伝子変異 

図４  エクソン 20 のスキッピングを起こす

6151+1G->A スプライス部位変異 

図５ 20 名の Sotos 症候群患者にみられた

欠失とその範囲 
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合性欠失、あるいは蛋白翻訳の途中停止をもたらすヘテロ接合性の点変異であったので、

NSD1 のハプロ不全が Sotos 症候群の原因であると結論した。これらの結果は Nature Genetics４

月号に掲載される。 

  NSD1 のアンチセンスプローブを用い発現抑制によって誘導される下流の各種遺伝子の発現

の変化を、cDNA マイクロアレーを用いて観察した（東大医科研・中村祐輔氏との共同研究）。ヒ

ト正常胎児腎上皮細胞株 Hek293 と 2 万 3 千個の cDNA のスポットされたマイクロアレーを用い、

数百の遺伝子で発現が変化していることを確認しそれぞれについて確認を続けている。 

(B) 鏡像多指趾症：鏡像多指趾症は、軸前性の

指趾が軸後性の指趾と鏡像となるような非常

に稀な多指趾症である。平成 12 年度の研究

で構築した、鏡像多指趾症患者がもつ転座

14q13 転 座 切 断 点 付 近 の 1.2 Mb の

BAC/PACコンティグ中、７個の BAC/PACクロ

ーンから成る 500 Kb 領域を解析し、新規の遺

伝子を単離した（MIPOL1 と命名、図６）。

MIPOL1 は約 350 Kb の長さで 15 個のエクソ

ンから成り、442 アミノ酸をコードしていた。患者

の 14q13 転座はエクソン 11 と 12 の間に存在し、

MIPOL1 を断裂していた。ノザン解析では成人

心・肝・骨格筋・腎・膵組織と胎児腎で発現して

いた（図７）。マウス胎児全組織の in situ ハイブ

リダイゼーションでは、E10.5-E13.5 胎児全体

で発現していた。２例の核型正常患者におけ

る変異解析では変異は同定できなかった。もう

一方の切断点 2p23.3 の解析では、切断点から

50 Kb 離れた NAG 遺伝子のみを

同定し、切断点には遺伝子はな

かった。したがって、MIPOL1 が鏡

像多指趾症の強力な候補遺伝子

である。この結果は J Hum Genet 

(2002)に掲載される。 

(C) 肢中部短縮型骨格異形成症：

肢中部短縮型骨格異形成症は、

四肢中部の短縮を伴う小人症の

総称であり、臨床的には数種のサ

ブタイプから成る。イタリアから報

 図６ 新規遺伝子 MIPOL1 の構造 

図７ 各組織における MIPOL1 の発現 

図８  肢中部短縮型骨格異形成症患者における

2q31 切断点付近のゲノム構造 
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告された染色体転座（t(2;8)(q31;p21)をもつ肢中部短縮型骨格異形成症患者の切断点領域

2q31 を解析したが、両切断点には遺伝子あるいは遺伝子様の配列は同定できなかった（図８）。

しかし、2q31 切断点の 55 Kb 着糸点側に HOXD 遺伝子クラスターが存在することが判明した。

患者の転座は偶然合併は否定できないが、転座の位置効果により、HOXD 発現を変化させた

可能性がある。 

(D) ゲノム CGH アレイの構築：全ゲノム CGH アレイの構築に際し、ゲノム欠失（２コピーが 1 コピ

ーになる）を確実に同定可能なシステムを開発した。2.2Mbの欠失を伴うSotos症候群患者DNA

と正常コントロール DNA 用い、欠失内にマップされる 3 つの BAC クローンと欠失外の 2 つの

BAC クローンをスライドグラス上に固着させたアレイスライドを用いた。それぞれの DNA を Cy3 と

Cy5 でラベル（組み合わせ A：ソトス患者 Cy3、正常 Cy5）あるいはその逆の組み合わせ（B）でラ

ベルし、スライド上にハイブリさせ洗浄後、マイクロアレースキャナーでシグナル比を、各 5 つのス

ポット毎に比較した。欠失外の 2 クローンは Cy3/Cy5 比がほぼ 1 であったが、欠失内の 3 クロー

ンの Cy3/Cy5 比はほぼ 0.5（組み合わせ A）ないし 2（組み合わせ B）であった。組み合わせ A/B

において矛盾のない良好なデータを得ることができた。 

４．研究実施体制 

(1) 臨床細胞遺伝学研究グループ 

福島 義光 （信州大学医学部、教授） 

 症例収集、細胞不死化 

(2) 分子遺伝学研究グループ 

新川 詔夫 （長崎大学医学部、教授） 

 遺伝子単離、変異解析、切断点解析など 
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