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学位論文の内容要旨

SMA Screening System Using Dried Blood Spots on Filter Paper: 

Application of COP-PCR to the SMNl Deletion Test 

Dried Blood Spotを用いた SMAスクリーニングシステム

COP-PCRの SMNl遺伝子欠失検査への応用

神戸大学大学院医学研究科

地域社会医学・健康科学講座疫学分野

(指導教員:西尾久英教授)

加藤望

[緒言】

脊髄性筋萎縮症 (Spinalmuscular atrophy， SMA)は、脊髄前角細胞の変性・

脱落にともない、体幹・四肢近位部優位の進行性の筋緊張低下・萎縮を生じる

遺伝性運動ニューロン病の一つである。 SMAの原因遺伝子である SMNl遺伝

子は 1995年にクローニングされた。 SMA患者の 95%以上が SMNl遺伝子の

完全な欠失 (SMNl遺伝子欠失のホモ接合体)、残り(<5%)が SMNl遺伝子

内に変異が存在するか、または SMNl遺伝子異常とは関係のない SMA

(non-5q-SMA : 5番染色体上の遺伝子の異常に基づかない SMA)の可能性が

ある。したがって、診断の最初に、 SMNl遺伝子の欠失試験が必要となる。

一方、 SMNl遺伝子と SMN2遺伝子は、ほとんど同一の塩基配列を有する。

コーディング領域の違いはエクソン 7の6番目の塩基の違いのみである。その

ため、 SMN2遺伝子の存在が SMNl遺伝子の欠失の検出を難しくしていると考

えられる。この問題に対処するため、 PCR-制限酵素法(pCR-RFLP)などの種々

の特別な PCRシステムが用いられている。われわれは以前に、 competitive

oligonucleotide priming-PCR (COP -PCR)により、通常の PCRを使って SMNl

遺伝子と SM1四遺伝子を別々に増幅できることを見出した。また、ろ紙の乾燥

血スポット (DBS)が採取、運搬、保管が簡単であることは知られているが、

我々 は， DBSが SMA診断のための DNA源としても使用可能であることを報

告した。この両者のメリットを生かして、 DBSからの DNA抽出と COP-PCR

分析を組み合わせた方法を確立し、その有用性を検討した。

【方法】

1.患者と対照検体

SMA患者28例および比較対照者22例を分析に供した。今回用いた全例は新

鮮血から採取したDNAを用いて、PCR-RFLP法での分析は既に終了している。

分析に先がけて、研究参加者からのインフォームド・コンセントは得られた。

なお本研究は神戸大学大学院医学研究科の倫理委員会により承認を得て行った。

2. DBSからの DNA抽出

FTAEluteカードを用いて、SMA患者および対照者から血液を採取した。FTA

Eluteカードの保存期間は 1-8年の範囲で、暗所で室温 (20・25"C)に保存し

た。ゲノム DNAは既報に従って抽出した。すなわち llmm径の DBSから切り

出した 3mm径のパンチアウト片7個(全 50uLに相当)を蒸留水で洗浄したの



ち、 75uLの'llis-EDTA，pH8.0(TE buffer)を加え、 95'Cで 30分加熱して鋳型

DNAを抽出した。 DNA濃度と吸光度比 (260/280OD ratio)は NanoDrop

ND・1000spectrometerを用いた。

3. 8MNl18M1四 exon7のCOP-PCR

8MNlと8M1白から別々にエクソン7を増幅するために、 COP-PCRを行っ

た。蒸留水、鋳型ゲノム DNA(50・500ng)、10pmolluL forward primer (Rll1)、

8MNl用または 8MN2用reverseprimer (8MNI-COPまたは 8MN2-COP)、

10mMdNTP、MgCl2含有lOxbu位五百qDNA polymerase (Fast Start Taq 

DNA polymerase， Roche Applied Science)を加えて全量30uLとした。 PCR

温度条件は94"C7minの後、 94'C1min、35'C1min、72'Clminで 30サイ

クル、さらに 72'C7minであった。 COP-PCR増幅産物の一部を 4%アガロー

スゲルに適用して、 1xTBEで電気泳動を行い、エチジウムブロミドで可視化し

た。

4. COP-PCR産物のシーケンス

8MNl18MN2エクソン 7のCOP-PCR増幅産物は、精製後 R111primer で

サイクルシーケンスリアクションをした。その産物を直接 dyeterminater cycle 

sequencing ABI PRISM (Life Technologies)に適用してシーケンスを行った。

反応産物はABIPRISMR 310 GeneticAnalyzer (Life Technologies)で分析し

た。

【結果]

1. DBSからの抽出最と保存期間

直径llmmの DBSからのDNA収量は21，171土:7，485ng(M正:SD)で、260/280

OD比が1.49から 2.1(M正SD;1.67土0.13であった。

4人の DNA検体 (3人対照者および1人 SMA患者)は COP-PCRにより、

8MNl18M1胞のいずれの遺伝子も増幅されなかった。8MNl18M1昭欠失は致死

となるので、何らかの問題があったものと思われる。とれらの DNA検体自体に

問題がないかを CFTR遺伝子のPCRで増幅を試みたところ、増幅されなかった。

したがって、 DNA検体に問題があったとして以後の実験には使わなかった。

4年以上長く保存されていた29人のDNA検体のなかに、乙れらの4人のDNA

検体があった。しかし、残り 25検体の DNA濃度と 260/280OD比率は

8MNI-COPまたは 8MN2-COPで増幅された他の検体と類似していた。

2. COP-PCR産物のパターン解析

COP-PCR増幅により 8MN2exon7と8MNlexon7を分離するととが可能

であった。

解析を行なった 46検体の内、 18人の対照者および8MNl遺伝子内に変異を

持つ 2人の患者において、 Rll1と8MNl・COPまたはRll1と8MN2-COPを

使って、 COP-PCRを行ったところ 8MNl18MN2の両方のバンドが得られた。

3人の対照者に、 R111と8MN2-COPを使ったところ細胞のバンドが見られ

なかった。 23人のホモ欠失患者においては、 Rll1と8MN2-COPを使った条件

でのみ 8MN2のバンドが見られた。

3. シーケンスにより増幅産物の特異性検証

COP-PCR増幅産物の特異性を確認するため、シーケンス分析を実行した。以

前の報告で、イントロン 6に 8MNlと 8MN2は、それぞれ特異的なヌクレオ

チドを有する。すなわちエクソン 7からポジション司44の位置は 8MNlの場合

G 、8MN2はAである。これらの発見は、別々の COP-PCR実験が 8MNlエ

クソン 7と8MN2エクソン 7を特異的に増幅していることを示した。

4.新鮮血由来 DNAを用いた PCR-RFLPと DBS-DNAを用いた COP-PCR

2些些
DBS-DNAを用いた COP-PCR結果は、新鮮血・DNAを用いたPCR-RFLPの

結果と完全に一致した。感度も特異性も同等であった。 COP-PCR結果は、患者

のスクリーニングに有用であると判断された。

[考察]

1. DBS 

この研究において、 DBSから DNA抽出と 8MNlと8MN2のCOP-PCR分

析を組み合わせて、世界中で使用可能な簡単かつ正確な 8MNl-欠失検出システ

ムを確立した。 DBS-DNAは， PCR鋳型として十分量DNAを得ることができ

た。またDBSは，取り扱い，輸送，保存およびコスト薗で、実用的である。

DBSはGuthrieとSusiがDBSからフェニルアラニン濃度を測定するために

フエニルケト尿症のスクリーニング法として開発し、 50年以上使われてきた。

DBSを使ったアプリケーションが多く開発され、代謝産物(例えば副腎白質ジ



ストロトフィー)、ホルモン(例えば、甲状腺刺激ホルモン)、酵素活動(例え

ば、グルコースートリン酸デヒドロゲナーゼ)、および薬(例えば、抗マラリア

薬)の測定のような医療目的に応用されてきた。

DBSは現在よい DNA源と認められており、DBS-DNAとPCRの組み合わせ

は、遺伝分析を可能にしている。 DBS-DNAは，デュシェンヌ/ベッカ一筋ジ

ストロフィーと嚢胞性線維症の分子のスクリーニング使用にすでに報告されて

いた。我々の発見は、 DBSは，病気診断を目的とした DNAソースとして有用

であることをサポートした。しかし、 DBSによる長期保存には限界があり， PCR

増幅が実施出来ない場合がある。

2. COP-PCR 

COP.PCRは、 SMN(SMNl、SMN2)遺伝子を別々に増幅できることを示

す。 COP-PCRは遺伝子変異差のある配列に適応可能である.そこで、 2種のオ

リゴヌクレオチド primerがDNAとアニーリングするために競合する。競合す

るprimerは通常 (18-25mer)のprimerより短く、配列の中央に異なるヌク

レオチドを配している以外は同じである。マッチした primerの方がマッチして

ない primerより 100倍増幅する。増幅産物について，シーケンスを行なった結

果，SMNlと SMN2エクソン 7を特異的に増幅していた。 COP-PCRと

PCR-RFLPの結果は同じだった乙とから COP-PCR法が正確であることが証明

された。さらに、 COP-PCRによる SMNl欠失の検出は、制限酵素による消化

操作がないので PCR-RFLPより速い。所要時間として COP-PCRは3時間であ

るが、 PCR・.RFLPは8時間必要である。

【結論]

ろ紙のDBSから DNA抽出と SMNlとSMN2を特異的に検出する COP-PCR

を組み合わせて、世界のどこでも使える実用的で新しい SMNl欠失の検出シス

テムを確立した。さらに、ろ紙の DBSが病気診断のための DNAソースとして

有用であるととも証明した。



神戸大学大学院医学(系)研究科(博士課程)

言命コピ宅華至歪呪〉系吉男畏ι〉蔓~旨‘

受付番号 乙第 2137号

SMA Screening System Using Dried Blood Spots on Filter Paper: 

論文題目
Application of COP-PCR to the SMNl Deletion Test 

Title of 
乾燥滴紙血を用いた SMAスクリーニング、システム:

Dissertation 
COP-PCRの SMNl遺伝子欠失検査への応用

主 査 i%t- i司 -i片
Chief Examiner 

審査委員
副 査 勺 場~ 場」志#1

Examiner 
Vice-examiner 

バl紡 7九司高rJ 査

Vice-examiner 

(要旨は 1，000字~2 ， 000字程度)

脊髄性筋萎縮症 (Spinalmuscular atrophy、SMA)は、脊髄前角細胞の変性・脱落にともない、体幹・

四肢近位部優位の進行性の筋緊張低下・萎絡を生じる遺伝性運動ニューロン病の一つである。 SMAの原

因遺伝子である SMNl遺伝子は 1995年にクローエングされた。 SMA患者の 95%以上が SMNl遺伝子

の完全な欠失 (SMNl遺伝子欠失のホモ接合体)である。したがって、鑑別診断の最初のステップとし

てSMNl遺伝子の欠失試験が必要となる。

しかし、 SMNl遺伝子欠失の検出は必ずしも容易ではない。 SMNl遺伝子の近傍に存在する SMN2遺

伝子は、ほとんど同ーの塩基配列を有する相同遺伝子である。そのため、 SMNl遺伝子欠失を検出する

ためには、 SMN1遺伝子と SMN2遺伝子を区別する必要がある。そこで、 PCR・制限酵素法(PCR-RFLP)

などの種々の特別な PCRシステムが用いられてきた。

本研究者のグループは以前に、 competitiveoligonucleotide priming-PCR (COP-PCR)により、 SMN1

遺伝子と SMN2遺伝子を特異的に増幅できることを報告した。一方、新生児マススクリーニングlこ使わ

れてきた乾燥滅紙血スポット (DBS)は、血液の採取、選徹、保管が簡単であることは知られている。

本研究者のグ‘ループは、この DBSが SMA診断のための DNAソースとして使用可能であることも報告

している。今回、本研究者は、この両者のメリットを生かすべく、 DBSのDNA抽出と COP-PCR分析

を組み合わせた方法を工夫、確立し、その有用性を証明した。

[方法1

1.患者と対照検体

SMA息者 28例および対照者 22例の検体が分析に供された。ただし、いずれの例においても、新鮮血

から採取した DNAを用いた PCR-RFLP法での検査は既に終了している。分析に先がけて、研究参加者

からのインフォームド・コンセントを得た。なお、本研究は神戸大学大学院医学研究科の倫理委員会によ
f 

り承認を得て行われたものである。

2. DBSからの DNA抽出

乾燥血液を載せた FTAEluteカードの保存期聞は 1-8年の範囲で、暗所で室温に保存した。 llmm径

のDBSから切り出した 3mm径のパンチアウト片 7個(全血 50叫dに相当)を蒸留水で洗浄後、TEbu偽 r

を加え、 950Cで 30分加熱して鋳型 DNAを抽出した。 DNA濃度と吸光度比 (260/280OD ratio)は

NanoDrop ND-I000 spectrometerを用いた。

3. SMN11SMN2 exon 7の COP-PCR

SMNlとSMN2カミら別々にエクソン7を増幅するため、COP-PCRを行った。Forwardprimer (RllI)、

SMNl用または SMN2用 reverseprimer (SMN1-COPまたは凪1fN2-COP)を含む反応溶液を PCR反

応に供した。 COP-PCR産物は、 4%アガロースゲノレ電気泳動を行い、エチジウムブロミドで可視化した。

4. COP-PCR産物のシーケンス

SMN11SMN2エクソン 7のCOP-PCR産物は、精製後 Rll1を用いてシ}ケンスを行った。反応産物は

ABI PRISMR 310 Genetic Analyz町 (L治 Technologies)で分析した。



[結果1
1. DBSからの抽出量r保存期間

直径 llmmDBSの DNA収量は 21，171士7，485ng (M土SD)で、 26⑪1/280OD比が1.49から 2.1

(Mean士SD; 1.67，w.13)であった。

4人の DNA検体 (3人の健常対照者および 1人の SMA患者)は COp.PCRにより、 SMN11SMN2

のいずれの遺伝子も増幅されなかった。これら 4検体の保存期聞は4年以上であり、検体DNAの劣化

が原因と考えられた。

2. COP-PCRのパターン解析

COP-PCR反応により SMNlexon 7と SMN2e却 n7の特異的増幅が可能であった。 R111と

SMN1-COPまたは R111とSMN2-COPを使って、 COP-PCR診断スクリーニングを実施した。解析

を行なった 46検体の内、 18人の対照者および SMN1遺伝子内に変異を持つ 2人の患者においては、

SMN11SMN2の両方のバンドが得られた。 SMM.遺伝子を欠失していた 8人の対照者は、 SMNlのバ

ンドのみ検出された。 23人のホモ欠失J患者は、 SM胞のバンドのみ検出された。これらの結果は、新

鮮血・DNAのPCR-RFLPの結果と全く一致した。

3. シーケンスによる増幅産物の特異性検証

DBA-DNAを用いた COP-PCR法の特異性を確認するため、シーケンス分析を実施した。その結果、

SMNl遺伝子と SMN2遺伝子がそれぞれ特異的に精幅されていることが明らかになった。

4.新鮮血-DNAのPCR-RFLP土 DBS-DNAのCOP-PCRの比較

上述したように、 DBS-DNAを用いた COP-PCR結果は、新鮮血-DNAを用いた PCR-RFLPの結果

と完全に一致した。感度も特異性も同等であった。以上の結果より、 DBS-DNAを用いた COP-PCRは、

SMA患者のスクリーニングに有用であると判断された。

[考察1

1. DBS-DNAについて

本研究は、 DBS-DNA抽出法と SMN1とSMN2のCOP-PCR分析を組み合わせることによって、世

界中で使用可能かつ正確な SMN1.欠失検出システムを確立したというものである。 DBS-DNAは、

PCR鋳型として十分量の DNAを取得することが出来る。さらに DBSは、取り扱い、輸送、保存およ

びコスト面で、非常に実用的であると思われる。しかし、本研究者によれば、 DBSによる長期保存に

は限界があり、 PCR増幅が実施出来ない場合があるとのことである。

2. COP-PCRについて

本研究では、 COP-PCRがSMNl、SMN2遺伝子を特異的に増幅することが示された。 PCR産物の

特異性については、本研究者はシーケンス実験を行い、 SMNl、SMN2遺伝子の確認も行っている。

COP-PCR診断結果と PCR-RFLPの診断結果は全く同じであったことから COP-PCRによる診断が

正確であることも保証されている。

また COP-PCRによる SMNl欠失診断は、制限酵素による消化操作がないため PCR-RFLPより短い

時間で診断が可能であることも示された (COP-PCR:3時間、 PCR-RFLP:8時間以上)。

以上のように、本研究者は、 DBSからの DNA抽出と SMNl遺伝子と SMN2遺伝子を特異的に検出

可能な COp.PCRを組み合わせることによって、世界のどこでも使える新しい SMNl欠失診断出シス

テムを確立した。

本研究は、脊髄性筋萎縮症について、その遺伝子診断の方法を研究したものであるが、従来全く行なわ

れてこなかった「乾燥濡紙血と COp.PCRを組み合わせた遺伝子診断法」の開発に成功し、 DNAスク

リーニング法についても重要な知見を得たものであると認める。よって、本研究者は、博士(医学)の

学位を得る資格があると認める。




