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助成研究報告

イ ン ドネ シア に多発 す るサ ラゼ ミアの分 子疫 学 な らび に

分子遺伝学的研究 ヘ モ グ ロ ビ ンMサ ス カ ー トン の1例

神戸大学医学部附洩 医学研究国際交流センター

ガジャマ ダ大学小児科

松 尾 雅 文(47年 卒)

竹 島 泰 弘 成 、田 奈緒 子

プル ノモ ス リャン トロ

は じめ に

サ ラセ ミアは血色素 の構成 成分の2種 のゲ ロ

ビン鎖(ア ルフ ァ鎖 とベ ータ鎖)の 合成率 に差

があ るため生 ずる.サ ラセ ミアは遺伝病である

が,マ ラリア感染に対 して ヒ トに抵抗性 を付与

するため,マ ラ リア汚染地帯である東南 アジア

地域諸国で高頻度に発生 してい る.

一方
,異 常ヘモグロビン血症 に分類 されるヘ

モグロビンMサ スカ トーンはべ一 タグロビン蛋

白の第63番 目の ヒスチ ジンがチ ロシ ンに遺伝的

に変化 し発 症す る.1961年 に カナ ダで報告 が

(3)さ れて以来我 が国 をは じめ数 ケ国でその報

告がな されて きた.し か し,そ の報告例 は未だ

世界で十数例 に過 ぎなレ}.ま た,全 ての報告は

ア ミノ酸の変化 を明 らかに しためみで,遺 伝子

の解析 を行 なった例 はない.

今 回,私 達 はイン ドネシアにおけるベ ータサ

ラセ ミアの遺伝子異常 の分子疫学的研究の過程

で,ヘ モグロビンMサ ス カー トンと一致 した遺

伝子変化 を有 した1例 を発見 したので報告する.
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イ ン ドネ シ アの ガ ジ ャマ ダ大学 医 学部 小 児科

を受 診 したサ ラ セ ミア患 者 よ り未 梢 血 を採 取

し,フ ェ ノー ル ク ロ ロ ホ ル ム法 を用 い,DNA

を抽 出 した.そ して,抽 出 し鳶DNAを 材 料 と

して,ベ ー タグ ロ ビ ン遺 伝 子 を ポ リメ ラ ーゼ

チ ェイ ン リア クシ ョン法(PCR)を 用 い増 幅 し

た.ベ ー タグ ロ ビ ン遺伝 子 は2052塩 基 の大 き さ

で あ るが,こ れ をエ ク ソ ン1,2お よび3に 対

庵 した3種 の 領域 に分 けそ れ ぞ れ増 幅 した(図

1).3セ ッ トの プ ラマ ー はDNA'合 成 装 置 を

用 い合 成 した.PCR、 の条件 は,94℃ 変性1分 間,

60℃ アニ ー リ ン グ1分 間,72℃DNA合 成3分

間 を1サ イ ク ル と して30サ イ ク ル のDNA合 成 ・

を行 な っな.増 幅 産物 の確 認 は,2%ア ガ ロー

ズ電気 泳 動 を行 ない,エ チ ジ ウ ムブ ロマ イ ド染

色 にて行 な った.

PCRで 増 幅 したDNA断 片 をpTIBIue-Tヴ ェ

ク ター(Novagen)一 にサ ブ ク ロー ニ ング し,そ

の塩 基 配 列 を決 定 した'.塩 基 配 列 の快 定 は,

AppliedBiosystems社 製 の 自動塩 基 配 列 決 定装

置 を用 い 行 な った.
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図1ベ ー タ グ ロ ビ ン遺 伝 子OJPCRに よ る増 幅

増 幅 した 領 域 は5'側 か らラ347bp,385bpお よ び384bpの サ イ ズ で,プ ラ イ マ ー はAとG,HとB,そ し

て1とKを そ れ ぞ れ 用 い た.各 プ ラ イ マ ー(A,G.,H,B,1,K)の5'位 置 は,そ れ ぞ れ ベ ー タ グ

ロ ビ ン 遺 伝 子 の 塩 基 番 号1,347,、286,670,1387と1770で あ る.
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結 果 お よ び 考 察

ベー タグロ ビン遺伝子 は11番 染色体の短腕に

位 置 し,そ の大 きさは2052塩 基で,3エ クソン

と2イ ン トロか らなる。そ して,こ の遺伝子は

146個 の ア ミノ酸 か らな るベー タグロビン鎖 を

コー ドしている.こ の遺伝 予.ヒに発見 された異

常 は100種 以上が報 告 されてい る.そ の異常 部

位 は蛋白質の情報 を記憶 しているエ クソンに限

らずイ ン トロ ンの配列の異常 も少 なか らず報告

されている.こ れ らの遺伝子異常 は,そ の表現

型の違 いによ り大 きくサ ラセ ミア と異常ヘモ グ

ロビンi血L症に分類 される.

サ ラセ ミア多発地帯であ る東南 アジア諸国で

は,タ イを中心 としてベ ー タサ ラセ ミア患者の

遺伝子解析が行 なわれ,各 地域 において発見 さ

れ る遺伝子 異常 の種類が異なっていることが明

らか にされて きた.各 地域 それぞれに比較的高

頻度 に発見 される遺伝子 異常の種類が限 られて

いるこ とか ら,サ ラセ ミアの発症 に何 らかの創

始者効果の存在 が示唆 されてい る.

一方
,イ ン ドネ シアで もサ ラセ ミアが多発 し

て い る こ とが知 られてお り,こ れ らの患 者 の

ベ ータグロビン遺伝子 に発見 される異常 は他 の

民族 と異 なってい ることが推測 される.

また,私 達の大 まかなサラセ ミア患者の発症

頻度 の地域毎の分布調査で も,イ ン ドネシア国

内において さえその頻度が大 きくことなること

を示唆す る結 果 を得つつある.そ こで,イ ン ド

ネシアでのベ ータグロ ビン遺伝子の 異常 を明 ら

かにす るため,サ ラセ ミア患者 の遺伝子 の異常

の解析 をお こなった.そ の結 果,ベ ータグロ ビ

ン遺伝子 の塩基配列 を解析 したサ ラセ ミア症例

の中に,極 めて特異なベ ー タグロビン遺伝子の

異常 を見いだ した.

本患 者 で は,.ぽll液よ り抽 出 したDNAか ら

PCRに よ り増幅 された3種 のDNAの サ イズに

は異常 は認 め られず,大 きな遺伝子異常の存在

は否定 された(図2).と ころが,こ れ らの増

幅DNAの 塩基 配列 を解析 した ところ,エ クソ

ン1お よび3の 領域 に一致す る増幅断片 には異

常 は発見 されなか ったが,エ クソン2の 領域 に

一致 す る増 幅 産物 の塩 基 配列 に異 常 を見 い だ し

た.そ の異 常 は,ベ ー タ グロ ビン遺 伝子 の塩 基

番号472が 本 来 シ トシ ン(C)で あ る の に対 し,

患 者 で はチ ミン(T)に 変化 す る1塩 基 置換 が

み られ た(図3).こ の塩 基 配 列 の 異常 は,塩

基配 列 を決定 した7ク ロー ン内 の4ク ロー ンで

認 め られ た.残 りの3ク ロ ー ンで は正常 と同 じ

配列 が 見 られ た.こ の こ とは,こ の遺 伝子 の 異

常 が2つ の染 色 体 に存在 す る遺 伝子 の なか の片

方 の み に存 在 す る こ とを示 し,患 者 が この遺 伝

子異 常 のヘ テ ロの個 体 で あ る こ と を示 した.こ

の塩 基 置換 は,ア ミノ酸 を指 令 す る3塩 基 コ ド

ン をCATか らTATに 替 え,63番 目の ア ミノ

酸 の ヒスチ ジ ンをチ ロ シ ンに変 える結 果 とな っ

た.
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Mk123
図2PCRに よ る遺 伝 子 増 幅 断 片

患 者DNAか ら増 幅 し た3幅 した3種 の 増 幅

産 物 の 電 気 泳 結 果.各 レ ー ン(1,2,3)

に 夫 々,347bp,385bpお よ び384bpの 増 幅

DNAバ ン ドが 明 瞭 に 認 め ら れ る.

この ヒスチ ジ ンか らチ ロ シ ンへ の ア ミノ酸 の

変化(His63Tyr)は ヘモ グ ロ ビ ンMサ ス カ トー

ンと してす で に カナ ダで 報 告 されて い る もの と

一 致 した .し か し,文 献 的 に調 べ る と,い ま ま

で の ヘ モ グロ ビ ンMサ ス カ トー ンの報 告 は いつ

れ もベ ー タグ ロ ビ ンの ア ミノ酸 の解析 か ら同定
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図3ベ ータグロビン遺伝子の塩基解析結果
正常 でGCTCATGと なってい るが,患 者 で

はGCTTATGと なっており,第473番 目の塩

基のCがTに 変化 していた,

され た もの で,DNAレ ベ ルで こ の ア ミノ酸 異

常 を同定 した報告 は見 られず,こ れ が最 初 の報

告 と考 え られ る.

ヘ モ グ ロ ビ ンMサ ス カ トー ンの報 告 の見 られ

た国 を調べ る と,カ ナ ダ(3,6)を 初 め と し

て 日本(4),ア ル ジ ェ リア(1),ア メリカ(2)

な どが あ る.し か し,サ ラセ ミア 多発 地帯 で あ

る東 南 アジ ア諸 国 に お いて 発 見 され た初 めて の

例 で あ る.こ の こ とは,こ の ヘ モ グロ ビ ンMサ

スカ トー ンが 必 ず しもサ ラセ ミアの 発生 と結 び

つ くもの で な い こ と を示 した.私 達 は,%1rtfn.球

膜 蛋 白の1種 で あ るバ ン ド3蛋 白の遺 伝 子 異常

の解 析 の結 果,東 南 アジ ア地域 一 円 に同 じ遺 伝

子 の 異常 が広 く分 布 して い る こ と を明 らか に し

た(5).こ れ は,ヒ トの 移動 と と もに 同 じ遺

伝 」二変 異が 広 く分 布 した こ とを示 し,今 回報 告

した ヘ モ グ ロ ビ ンMサ スカ トー ンも東 南 ア ジア

諸 国 で 発見 され る可 能性 が 強 く示唆 され た.
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