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Abstract 

Progrcssivc muscular dystrophy is a X-linkcd rcccssivc discasc and thc clinical coursc is vcry scvcrc. Thcrcforc， dystrophin 

gcnc analysis and carricr staLus diagnosis arc imporLant 

Thc mcthod of multiplcx PCR was introduccd in this study. Eighteen subjccts showcd dystrophin gcne deletion out of 28 

subjccts who wcrc administcrcd in Minamikyushuu Nalional Hospital. Thc rcgions of dclclion tcndcd 10 ga1hcr around cxon 

43-52， and 72.2% of delction was detcctcd in thcsc arca. Genc analysis of lO subjccts who didn't show dystrophin gcnc dclction 

wcrc no1 cxamincd abou1 point mutation 

Thc carricr sta1us diagnosis was dc1cc1cd by thc mcthods of PCR-RFLP (rcstriction fragmcnt lcngth pOlymorphism) and 

PCR-VNTR (variablc numbcr of tandcm rcpcat) for 2 familics. Thc targctcd 2 subjccts did not show carricr slatus， but this 

rcsult was not pcrfcct bccausc of high possibilily of gcnomic lranslocation which originalcd from gianl size of dyslrophin gcnc. 

For this rcason， wc carricd out 5 analysis for morc corrccl diagnosis， and lhc proccdurs wcrc simplc 

This carricr status diagnosis was thc first rcporl in Kagoshima prcfccturc. 

key words : progrcssivc muscular dyslrophy， mulliplcx PCR， carricr stalus diagnosis 

緒 にコ

進行性筋ジストロフイ ーは代表的な筋萎縮性疾忠であ

る.このうち Duchenne型筋ジストロフィー (DMD)

は，党1.11:'IJJj I支が [I，:Jく.fl1:篤な疾忠である .Jf!μ形式は X

染色体劣性で ， 調í' /. I ~95 9G 3，000 ~ 4，000人に l人の頻度で

発症するが，他の遺伝'1:'1:疾，tlによヒベ孤先例が多く ，発症

-pげの 1/ 3は新たな突然変共によるものと考えられてい

る13

1986年に DMD忠者で欠決しているjli:伝 [-(DMD  :il'1 

伝[-)が Kunke1らにより 取離された.DMD ill伝子・は

2，400 Kbにわたる1t大遺伝 rで75以卜ーのエ夕、ノンが1ド
.t~J3 5 kbのイントロ ンに挟 まれてイj-イlーしている .DMD 

の遺伝子診断は1990年 Beggsら!と Chambcrlain ら5

によ っ て {!~; \'L された . これはマルチプ レ ッ クス PCR 法

と¥11'ばれ，36炉lのプライマーを附いた 2つの PCR を行

う)hLで、あり ，4Titi;伝 f欠Aの95%まで解析 11]"能と幸ii(つ
されている.今[111，者名ーは、1-:)主7年度に[Elj)j奈生所南九

州病院筋ジストロフイー病棟に入院lドで臨床出;1犬・免疫

非I UIíX化乍 (I~}ijr J，~ より進行性筋ジス ト ロフィーと診断され

た28tlについて |二ιの);(1;で遺伝 f解析を施行 した.さ
らに， 2家系で PCR-RFLP?.t. PCR-VNTR ?去を川い

似|大I.f付金|析を行った.

対象および方法

1 )対象 |王1，;: J主主}ijr市九州病院筋ジストロフィー病

棟に入院 11 1 の忠 -Pí77名の 11 1 で臨床抗状 • CK 1'::i1t{[などの
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検査所員~ ， ジ ストロフ ィ ン染色などの免疫組織化学的所

見より進行性筋ジストロフ イーと診断された28名である.

年齢は10歳から40歳までの男児で，平均年齢は21.4成で

あった.ま た， この中の 2家系に対し保因者診断を家族

の希望により施行した.

2) Ji?去
a) DMD遺伝一子解析:フ ェノール， クロロホルム

j去によ り血1紫ーより DNA 11t1 IUを行い 1988年

Chamberlain， 1990年 Beggsらが報倍したマルチ

プレ ックス PCRi去に準じて解析を施行 した.以下，
プログラムを略記する.

* Chamberlain program (PCR condition) 
step 1 94

0

C 6 rnin 

2 940C 30 sec (dena tura tion) 

3 530C 30 sec (anealing) 

4 650C 4 min (elongation) 

5 back to step 2 (repeat 24 times) 

6 65
0

C 7 min 

7 40C until running on gel 

18 prirnerをmし冶 exon4， 8， 12， 17， 19， 44， 45， 48， 
51の検出がロf能である.

* Beggs program (PCR cond i tion) 
step 1 940C 7 min 

2 940C 30 sec (denaturation) 

3 650C 4 rnin (elongation) 

4 back to step 2 (repeat 24 times) 

5 65
0

C 10 min 

6 40C until running on gel 

18 primcrをI!lし、 exon3， 6， 13. 43. 47， 50， 52， 60 

およ び promoterの検tJlが可能である.

Cham bcrlainおよび Beggsprogramによる PCR雌

物は 3% nusieve agalose gelを)lJい屯気泳動を行った.

b)保 !大l打診断: PCR-RFLP iL， および PCR-
VNTR i去を)甘いて異なる 5棺傾の}ji-:tで‘診断を行っ
た.以下.f-Jlltiを略記する.

1 ) primer PH 1331， PH 1332を )!Jい，

Charnberlain program により DNAをI円Illit';後， mlJ 
|出両手ぷ Xmnlで37

0

C， 1 hr処瑚 した産物を 3%

nusieve agalose gelをI!J 1.-、屯勾泳動した.

Il) primer PH 1341， PH 1342を )IJい ，

Chamberlain programによ りDNAを1t/{lllh¥後， :~IJ 

|山静止ミBarnHlで3TC， 1 hr処聞したj名物を 3%

nusieve agalose gelを)IJし、;低気体勤 した.

田 primer PH 1351， PH 1352をJlJい，

Chamberlain program に よ り DNA を WI ~lfl\ 後， :filJ 

限酵素 Taqlで650C， 1 hr処理 した産物を 3%

n usieve agalose gelを用い電気泳動した.

N ) primer 3'ー CA (F， R) を用い Beggs

program により DNA を増 ~I国後， 8 % acrylarnide 

gelを用い電気泳動した.

V) primer 5' DYS - 田 (F，R) を用い

Chamberlain prograrnによりDNAを増幅後， 8 

% acrylamide gelを用い電気泳動した.

結果

1 )進行性筋ジス トロフイ ー忠者281'，の遺伝子解析の

P C P C 

48→ 

5 1→ 

C h a mb e r 1 a i n 

50 → 

47 --

B e 9 9 s 

C: cont r 01 

P:patient 

同マルチプレックス PCR法による ジストロフィン遺
伝子の欠失部fv~ を不す. (数値は欠失 exon)

結果をは11， 2に示す . I刈 lはある症例の

Cham berlainと Beggsのマルチプレックス PCRの具

体例を示したものである.むにぶすコントロールではそ

れぞれ 9本のバンドを認めるが ， 症例では

Charnberlain prograrnでexon48， 51 Beggs prograrn 

で exon47， 50の欠矢を認める .この痕例において全体

10 20 30 40 SO E.O 

e x 0 n n u mb e r 0 f t h e d y s t r 0 p h I n 9 e n e 

|災12: 18泊三例で‘認められたジストロフ イン遺伝 fの欠失点目
fij:をぶす.

では exon47-51の欠失が存点している .泣{ぶ[f科析を

施行 し た 28r，，， q 8~〆I (64.2%)に欠失がli.忠められた.各

Jú~例の欠火: ?iI~f\/: を|ヌ12 にノJ~ す . ill1i r 欠失を JE、めた 1 8~ゾI

進行性筋ジストロフィ ー患児の遺伝子解析と保困者診断 C 29 ) 

巾13t，(72.2 %)で exon43-52の部位での欠失であ っ

た.その他の欠失部位は exon12-51までの広範囲のも

のがl名， exon 10前後に認めたものが 2名， 単 exon

の欠失が2名であった.

2 )次に保困者診断を施行した家系 (A，B)に関す

る結呆を示す.A家系は父吋，忠児，妹の 4名について

解析を施行した.図 3は Xmnlで処理後のものである .

730 bpのバンドが520bpと210bpに切断されるアリ

ルを a，非切断アリルを bとして示しである .図 4は

Taqlで処理後の泳動写真である.160 bpのバンドが85

bpと75bpに切断されるアリルを a，非切断アリルを b

とした.同 5は BamHl処理後である .216 bpのバン

ドが166bpと50bpに切断されるアリルを a，非切断

のアリルを bとした.凶 6は primer5 DYS -rnの
PCR 産物の泳動写真で、ある.アリルの CA-repeatの速

いによ り泳動距離の差がみられる .長い CA-repeatの

アリルを a.短いアリルを bとした.図 7は prirner

思児母父妹

← 730bp 

← S20bp 

← 210bp 

p r i me r p H 1 3 3 1 ， 1 3 3 2 

|ヌ13 PCR産物を Xmnlで digestion後 3% nusieve 
agalose gel r.で電気泳動した.

妹父母~児

← 160bp 

← 85 b p 

← 7 5 b p 

p r i me r p H 1 3 5 1 I 1 3 5 2 

|災14 PCR産物を Taqlで digestio了l後 3% nusieve 
agalose gel l-:.で屯気泳動した.

妹父母恵児

← 2 1 6 b p 

← 166bp 

p r i me r p H 1 3 4 1 I 1 3 4 2 

同5: PCR産物を BamHIで digestion後 3% nusievc 
agalose gel 1-_で、従気泳動した.

妹 ユよ健愚月

p r i me r 5 I 0 Y S 111 (F I R) 

1>-<16 PCR産物を 8% acrylamide gel 1-_で‘電気泳動した.

妹 x.俗悪児

p r i me r 3' C A ( F ， R ) 

[火17 PCR 産物を 8% acrylamide gelトーで、電気泳動した.
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悪党 母 父

b b 1 b 

b b a 

b b b a 

a b b 

妹

b 

a 1 a 

b 

a
n
u
 

」
U

同8 解析結果より A家系の各個人の持つアリルを模式化

した.

3 -CAによる PCR産物である.アリルによる泳動

差を認めなかった.1叫8は上記の結果より各個人の持つ

アリルを模式化したものである.キャリアー遺伝 fは忠

児，付税の持つ (b，b， b， a)であり .妹の持つ (b，a， b， 

口 o11 

o 111 0 IV 

o v O ロ ー VI
|χ19・B家系の構成をノjよす.

( ~圃は先端名である. ) 

b)はJlc=キマリアー遺伝子である引が判明した.次に B

家系の家族構成をじ~!9に示す.保lil者診断の日的は V

のk児であったがlULi夜が確保されず，イ11i1入国の保|大|者診

断を施行することにより間接的に結果が得られた.1t(110 
111 IV 

b 

b b 

b b b b b 

b b b 

凶lU: jl}t析結果より B家系の科個人の持つアリルを棋A化
した.

は各(同人の持つアリルをf，ir記li;J械に模式化したものであ
る.11占|人目はキャリアー遺伝 fを持たず.従って↑|占|入 V

カfキャリアーでないことカ咋1J1Vlした.

考察
る 12

進行性筋ジス トロフィーの保|大|者診断は，大人になっ

た女性が 円分で依頼の決定を行い， その結果に I ~I 分で立

任を飼う限り，大きな倫理的問題はないと考える.しか

し ， 親が診断を依頼するj:~;j合 ， 結果によっては子どもに

対する益育に影響を与-えかねず倫理的な問題を合んでい

る.子供が大人になって結婚や生硝に|射する計|山iを考慮

する段附になって診断価航がイ了在することを考えると仰|

人が成人するまで検脊を~らせる方が良いかもしれない.

今ri!/の2家系の解析において本人は成人しており ，家族

を合めた|口1.12.がfq.られた. 1司11寺に， 2 家系とも )~1~ 1大1 7';ー

であったことは幸いであった.
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進行性筋ジストロフィーは遺伝子診断の先駆け的な長

忠であり ，その子法は Chamberlainと Beggsにより

確立され，マルチプレ yクス PCR法と呼ばれている .

この方法により遺fム子欠失の95%まで検出可能と報告さ

れている.今回，著者はこの)j法で、遺伝チflJlt析を施行し

た.遺伝子欠失は28名中18名 (64.2%)に認められた.

荒畑ら自は進行性筋ジストロフイーの50-80%に欠失を

認めると報告しており ，今同の解析でも 同様の結巣が得

られた.

進行性筋ジス トロフイーは臨床症状より Duchenne

担 (DMD)と Bccker型 (BMD)に分類されている .

遺伝子解析とジストロフィンの免疫染色より，遺伝子上

の欠失や変異によるジストロフイン蛋|コの完全欠叫が

DMDであり .1百l蛋向の構造異常や発現異常が BMDで

ある ことが判明した.Beggsら7は遺伝子欠夫部位の検

オ{より ，DMD ではジス ト ロフィン遺伝 子の ~xon 50前

後に， BMDでは exon45前後に欠失のホットスポット

が存存すると報(片している.著者の解析でも欠矢部位は

exon 43-52に集rl'しており ，18名l-r13才1(72.2%)でこ
の部位で欠うたがみられた.なお，今回の解析では ，

DMD， BMDに分類しての欠失部位の同定は施行してい

ない.28tlr!110名 (35.8%)で遺伝子欠失を認めなかっ
た.これらの思J児Uでで、はジス トロフイン造fι伝Eγ-イ[-卜一のj人点.
変異が存右在:すると考えられる.今後，PCR-SSCP 法な

どによる突然変呉の解析も考慮中である.

進行性筋ジストロフイーはX染色体劣性遺伝であるた

め，保|大|者診断は重安である.品近では PCR-RFLP

法←とCA-repealを利用しての PCR-VNTR法qが主流

となっている.これらの方法は従米行われていたサザン

プロット法に比較して簡便であり柿めて有川と忠われた.

シストロフイン遺伝子は2.400kbにもおよぶ日大i立

似子で、あるため 9%の確率で、疾忠遺伝子3 との来Llみ換えを

起こすと報(iJされている 10

このため若者は 5つの方法を組み合わせて保|利者診断

を施行したカ六結果に関しては危険率を考慮する必~が

ある.また，X染色体の不活性化の研究から，父親の X

染色体山米で、発病する孤発iE!女性 DMD(保|大I-f;となる)

も知られるようになった 11 そこで，診断にあたっては

従来行われてきたJJILirfクレアチニンキナーゼili'l'4:のiM!J5c

や作一検筋のがしジストロフィン抗イ本による免民組l細i化学な

どの所川も与隠する必裂がある.

今1"]，施行した B家系の保!大|打診断では対象となる

1 1市| 人の ffJ~， {}í' は未施行であったが，Æ:主l!.家 Jj~の組み介わせ

では診断IIT能である.また 発端折が死亡している場介

でも)j内;i;Fや州J:l1!t~l{ 本をポI J 川しての;診断幸ii;l j もみられ

1 )塚11;(俊文，イIiiIJlp -荒1111-:ヰ Dyslrophin

An n ual Review神経1990. 点以 11I外l天'Iネ1:，

1990 : 326 

2) fidlll宍ー¥ill:f寸It1Xむの DNA(j並行性筋ジストロ

フィー). I~!， Jポ科学1992 ; 28・41624. 

3 )武川1'" 荒畑?'イー¥前jジストロフイー (DMD/ 

BMD). Brain Nursing 1993 ; 9 : 731 5. 

4 ) Beggs AH， Koenig M. Boyce FM， Kunkel LM 

Delcclion of 98% of DMD/BMD gcnc deletion 

by polymerase chain reaction. Jlum Genct 1990 

(c土
巾口 ヨ同

1:凶:五刈正司/.¥エ立〉工/【:療義j庁川?升;砕南I九州病|院淀引j筋iめちジス トロフイ一病棟に入|院ち覧主l刊中Jヤl 

の進行行'1門vt筋ジス卜ロフイ一の忠宇者t2お8才lを弁対j象に遺伝二子n拘j角解y!.科fヰ[ 
析を施行した.1I川iI叶f司判H川IJ

千行符rつた.

1. 28才I111 1 8~〆1 (64.2%)にジストロフイン遺伝 r-の欠

夫を認めた.欠失i'J'li1)'r:は exon43-5211-¥Jに多くみられ，

その頻度は令欠失の72.2%であった.この解析結果は出

家の幸町ifとほぼまn似していた.jTIf:i r-欠失を認めなかっ
た101〆1( 35.8% ) は ili{戸 r _ l ~ の }.I.~突然変興ーが推定された .

2 . 仇.~11(1:者:会|析を PCFトRFLP{去と PCR-VNTRi去をm
いて 2家系を対象に施行した.この千U:は従米行われて

いたサザンプロットitと比較して簡便であり，きわめて

の)IJで、あると考えられた.なお， 4: ~~tでの筋ジストロフィー

に|則する保|大|打診断の耕作は初めてと忠われる.
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