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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１２年度は、以下の結果を得た。

�　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、新規遺

伝子MIT１を単離した。今後は別の患者で変異を同定し、原因遺伝子の確認に入

る。

�　Sotos症候群（脳性巨人症）患者のt（５ ; ８）（q３５ ; q２４.１）切断点をカバーする４

種のコスミドクローンを単離し、平成１３年度の研究に備えた。

�　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

開始した。

�　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を含むコ

スミドを同定した。平成１３年度はこれらのコスミドクローンの解析に入る。

�　微細欠失内の遺伝子同定に用いるゲノム CGHアレイは、それを構築するための

材料の収集と調整をほぼ終えた。

２．研究実施内容

　平成１２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。�染色体転座t（２ ; 

１４）（p２３.３ ; q１３）を伴った鏡像多指趾症、� t（５ ; ８）（q３５ ; q２４.１）を伴ったSotos症

候群、�t（３ ; ９）（p１４.１ ; q３１）をもつ肥満・糖尿病、� t（２ ; ８）（q３１ ; p２１）を伴う肢

中部短縮型骨格異形成症について、転座切断点の同定と切断点クローニングを行っ

た。さらに、�ゲノムCGH アレイにより微細欠失中の欠失遺伝子を同定する手法を

確立するため、新規の患者・胎児組織を集積し、さらにアレイ構築のための材料調
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整を行った。

　�　臨床細胞遺伝学研究グループ

�　患者材料の収集：「遺伝子解析研究に付随する倫理問題等に対応するための

指針」（厚生科学審議会）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１５例の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、３２例の新

規患者を集積し、試料を調整した。

�　高度の肥満を伴う糖尿病患者の転座切断点解析：１家族３名の罹患者（母、

兄、妹）がもつ転座の切断点クローニングの第一段階として、分子遺伝学研究

グループから提供されたBAC ライブラリーからデータベースを利用し、さらに

染色体FISH法によるクローン同定を行った。その結果、３p１４.１切断点は ２つ

のSTSの間に、９q３１切断点も２種のSTS間 に狭めることができた。平成１３年

度は切断点をクローニングする予定である。

�　上記以外の疾患のFISH法による転座切断点解析：鏡像多指趾症患者、Sotos

症候群患者、および肢中部短縮型骨格異形成症患者における転座切断点を同定

した。

　�　分子遺伝学研究グループ

�　鏡像多指趾症：患者がもつ転座１４q１３転座切断点付近に１．２ MbのBAC/PAC

コンティグを構築し（図１）、臨床細胞遺伝学研究グループによる切断点解析

データを利用した結果、BAC B３６８に切断点が存在することが明らかになった。

次いで、exon trapping、ランダムシーケンス法、CpGアイランドシーケンス法

により転座点付近の遺伝子の同定を行った。同時に、新規に作成したSTSマッ

プを手がかりとしてデータベース内のシークエンスを整列させることによっ

て、コンティグ全体のシークエンスも判明したのでこれらのシークエンスデー

タも使用した。転座点付近に既知のHNF３�遺伝子と新規遺伝子MIP１遺伝子を

単離した。現在のところ、この１．２ Mbのコンティグ領域には他に遺伝子は存在

しない。HNF３�は糖尿病の原因遺伝子の１つであり、後軸性鏡像多指趾の原因

遺伝子の候補としては考え難い。一方、MIPIは全長３５０ kbで、１５個のエクソン

から成り、４４３アミノ酸の蛋白をコードしている。患者の転座によって。イン

トロン１０で断裂していた。ノザン解析では成人の心、肝、骨格筋、腎、膵、お

よび胎児腎で発現していた（図２）。今後は、MIP１を最大の候補として、別の

患者における変異解析を行う予定である。
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�　Sotos症候群：臨床細胞遺伝学研究グループによる切断点解析データから患

者の５q３５転座切断点近傍に存在する２つの候補遺伝子FGFR４とJAZの変異解

析を行ったが変異は同定されなかった。次にRPCI-１, ３ PACライブラリースク

リーニングを行い、２つのPACクローンを同定し（図３）、FISH法にて転座切

断点をカバーすることを確認した。このうちの１つのPACクローンのコスミ

ドサブクローニングを行い切断点をカバーする４種のコスミドクローン（c２B, 

c４D, c６A, c６B）を単離した。今後は候補遺伝子がこれらのクローン中にあるこ

とを想定し、解析する。
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�　肢中部短縮型骨格異形成症：患者の切断点領域２q３１にはHoxD遺伝子がマッ

プされているが、RPCI-１, ３ライブラリーから同遺伝子を含む９種のクローン

を単離した。これを用いて臨床細胞遺伝学研究グループが行ったFISH解析結

果を利用し、２q３１切断点を含む約１５０kbのPACクローンを単離した。さらに領

域を狭めるため、そのコスミドサブクローン２６０個を作成しコンティグを構築

し、切断点領域を含むコスミドc１８１とc１８８を同定した（図４）。平成１３年度はこ

れらのコスミドクローンの解析に入る。
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�　ゲノム CGHアレイの構築：ヒトゲノムプロジェクトの共通プラットフォー

ムであるRPCI-１１ BACライブラリーを購入した。本ライブラリーは、draft 

sequenceの鋳型であり、ヒト全ゲノムを１ Mb毎にカバーするBAC クローンは

全て入手済みとなった。これに加えヒト染色体の全テロメアを網羅する計５７ 

BAC/PACクローンを現在収集中である（２９クローンは既得）。テロメアクロー

ンは、通常の染色体検査で同定されない微細なテロメア領域の欠失・重複を同

定するために必須である。これらのクローンから高純度DNAを抽出しBAC 

DNA arrayの基礎実験に入る予定である。
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