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【研究要旨】

臨床症状と汗中 Cl－ 濃度の高値より Cystic ˆbrosis(CF)が疑われた16症例の CFTR 遺伝子解析を

行った．27エクソン部とその上下流の直接シーケンス，MLPA，鼻粘膜 CFTR トランスクリプトの

解析を行った．アジア人に特有な dele1617b(7), E217G(1), L441P(2), 1540del10(1), Y517H(1),

Q1042TfsX5(1), T1086I(1), exon1 欠損トランスクリプト(1)の 8 種の変異と，欧米で報告例のある

F508del(3), R1066C(2), H1085R(1), 182delT(1), R75X(1), R347H(1), 1609delCA(1), G542X(1),

Y563H(1)の 9 種との合計17種の CF 原因変異が検出された(括弧内はアレル数)．うち 6 種はナンセ

ンスコドンを生じる変異である．Y517H, Q1042TfsX5 は新規変異である．4 アレルでは CF 原因変

異が検出されなかったが，そのうち 2 アレルは気管支拡張症を呈する38歳女性のものである．この

女性の鼻粘膜スワブを用いて CFTR 転写体解析を行ったところ，全長が保存されている CFTR 転写

体量が健常人の約10に減少していることが示された．比較的軽症の CF あるいは CFTR 関連疾患

に相当する病態と考えられる．

A. 研究目的

嚢胞性線維症(Cystic ˆbrosis: CF)は，cystic

ˆbrosis transmembrane conductance regulator

(CFTR)の遺伝子変異を原因とする常染色体劣

性遺伝性疾患である．本研究では，2007年以

降，臨床症状と汗中 Cl－ 濃度の高値により CF

が疑われた16名(表 1)の患者の CFTR 遺伝子

変異を同定することを目的として，以下の解析

を行った．

B. 研究方法

1. ゲノム遺伝子の解析

末梢血より DNA を抽出し，CFTR 全27エク

ソンとその上下流数百 bp 及びプロモーター部

(5′上流約1,000 bp まで)の塩基配列を直接シー

ケンスした．

2. Multiplex ligation-dependent probe ampliˆ-

cation(MLPA)解析

MLPA は，目的遺伝子上での数エクソンに

渉るような欠損や重複などの genomic rearran-

gement を定量的に検出する解析方法である．

それぞれのゲノム DNA を，SALSA P091C1

CFTR MLPA キット(MRC Holland)を用いて

解析した(詳細は，2012年度の報告書参照)1)．

3. CFTR mRNA の解析

鼻粘膜拭い液より mRNA を抽出し，CFTR

の複数のエクソンをまたぐように RTPCR を

行った(図 4)2,3)．

(倫理面への配慮)

「膵嚢胞線維症および関連疾患における CFTR

遺伝子解析」として，名古屋大学医学部生命倫

理審査委員会にて承認済(650，平成20年 9 月

11日承認)である．

C. 研究結果

1. ゲノム遺伝子の解析

図 1 に示す CF 原因変異が検出された(表
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図 1 わが国の嚢胞性線維症患者に検出された CF 原因変異

表 1 CFTR 遺伝子解析症例

症例 年齢 性別 アレル 1 変異 アレル 2 変異
汗中 Cl－

(mmol/l)
膵外分泌不全 呼吸器症状

胎便性
イレウス 家族歴

1 10ヶ月 女 1609delCA G542X 156 ○ ○ 無し 無し

2 1 歳 男 dele1617b
deletion/skipping of
exon1 in the CFTR 122 ○ ○ ○ 無し

3 38差 男 T1086I dele1617b 88 ○ ○ 無し ○

4 19歳 男 R75X dele1617b 96 ○ ○ ○ 無し

5 20歳 男 E217G ND ＞60 ○ ○ 無し 無し

6 2 歳 女 dele1617b dele1617b 238 (発育不全) ○ ○ 無し

7 6 歳 女 L441P ND 114 ○ ○ ○ 無し

8 3 歳 女 182delT [delta]F508 60 ○ ○ 無し 無し

9 5 歳 女 dele1617b [delta]F508 66 ○ ○ 無し 無し

10 8 ヶ月 男 R1066C R1066C 235 ○ ○ ○ 無し

11 4 ヶ月 男 [delta]F508 Q1042TfsX5 152 ○ ○ ○ 無し

12 10歳 女 1540del10 Y517H 117 ○ ○ 無し 無し

13 38歳 女 ND ND 54 無し ○ 無し 無し

14 6 ヶ月 男 Y563H H1085R 100120 ○ 不明 無し 無し

15 36歳 女 dele1617b R347H 60 ○ ○ 無し 無し

16 8 ヶ月 女 L441P H1085R 110 ○ ○ 無し 無し
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1)．アジア人に特有な dele1617b3), E217G4),

L441P5), 1540del106), Y517H, Q1042TfsX5,

T1086I, exon 1 欠損トランスクリプト3)の 8 種，

及び欧米で報告例のある182delT7)，R75X8)，

R347H9), F508del10), 1609delCA11), G542X12),

Y563H13)，R1066C14)，R1085R15)の 9 種，合

計16種の CF 原因変異が検出された(図 1，表

1)．そのうち182delT, R75X, 1540del10, 1609

delCA, G542X, Q1042TfsX5 の 6 種はナンセン

スコドンを生じる変異である．Y517H と Q1042

TfsX5 はこれまでに報告の無い新規変異であ

る．4 アレルでは CF 原因変異が検出されなか

った(表 1)．

2. MLPA 解析

MLPA 解析は，各エクソンに対応するピー

クの相対的な高さによってゲノム上でのエクソ

ンの欠損や重複を検出する1)．7 アレルに

dele1617b 変異が検出され，5 症例はヘテロ

接合体，1 症例はホモ接合体であった．欠損領

域を挟み込む PCR2)を行い，得られた断片を

シーケンスすることで dele1617b 変異である

ことを確かめた．

MLPA キットには，F508 に対応する probe

が含まれている．[delta]F508(c.1521_1523del

CTT)変異があるとF508を示すピークが減少す

る．シーケンスで[delta]F508変異が検出され

た症例では，MLPA でも[delta]F508変異が検

出された(表 1)．
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図 2 鼻粘膜スワブから抽出した転写体の RTPCR(症例 2)

図 3 鼻粘膜スワブから抽出した転写体の RTPCR(症例

13)
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その他の genomic rearrangement は認めら

れなかった．

3. CFTR mRNA の解析

症例 2 の鼻粘膜スワブより抽出した CFTR

転写体の RTPCR により，exon 1 欠損トラン

スクリプトを検出した．症例 2 では，片方の

アレルに dele1617b 変異を持ち，他方のアレ

ル由来のトランスクリプトが exon 1 を欠損し

ていることが分かった(図 2)3)．

症例13では，exon 47 の PCR で患者の CFTR

転写体量が健常人の約50に減少し，exon 1

4 の PCR で患者の CFTR 転写体量が健常人の

約10に減少していた(図 3)．

D. 考察

本研究で CFTR 遺伝子解析を行った32アレ

ルのうち，アジア人種特有と思われる変異が

15アレルに検出された．その中の 2 種の変異

は，これまでに報告の無い新規の変異である．

わが国で未知の CFTR 遺伝子変異をもつキャ

リアーの存在が示され，わが国の CF あるいは

CFTR 関連疾患の CFTR 遺伝子解析を行う場

合は，全エクソンのシーケンス解析の必要性が

再認識された．

症例10は，R1066C(exon 17b)のホモ接合体

であった．シーケンス波形上でエクソン16～

17b の領域の遺伝子変異のホモ接合体に見える

場合，その変異と dele1617b 変異のヘテロ接

合体である可能性を疑い，MLPA 解析を行う

必要がある．CFTR 遺伝子上の large genomic

rearrangement は欧米を中心に30種類以上報告

されている16)．今回解析した32アレル中13ア

レルに欧米型の変異が検出されており，今後

dele1617b の他にも large genomic rearrange-

ment を持つ CF 症例が現れる可能性がある．

全エクソンのシーケンス解析に加え，MLPA

解析により両方のアレルが欠損，重複なく保存

されていることを確認する必要がある．

症例 2 では，鼻粘膜トランスクリプトの解

析により，exon 1 を欠いた CFTR トランスク

リプトが存在することが明らかになった．通常

の転写開始位置よりも上流から転写が開始され

通常とは異なったスプライシング機構が働いて

いるのか17)，exon 1 を欠く CFTR タンパクが

合成され細胞膜に発現しているのか，exon 1

を欠く CFTR はチャネル機能を持つのか，今

後解析する必要がある．

重篤な気管支拡張症を呈する女性患者(症例

13)では，鼻粘膜トランスクリプトの解析によ

り exon 1 から始まる CFTR 転写体の量が健常

人の10程度に減少していることが示された．

この患者の TG repeat 多型(intron 8)が12/12
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(TG)であったことから，この転写体の一部は

さらに exon 9 をスキップしていると推定され

るため18)，鼻粘膜における正常な CFTR タン

パクの発現量は10よりさらに低いと推定さ

れる．この患者は汗中 Cl－ 濃度は境界領域で

あり，膵外分泌機能も保たれている．この患者

の病態は，pancreatic su‹cient の比較的軽症

の CF あるいは CFTR 関連疾患に相当すると

考えられる．

本研究で全エクソンとその上下流の直接シー

ケンス及び MLPA 解析を行っても，32アレル

中 5 アレル(16)には，CF 原因遺伝子変異が

検出されなかった．このような症例では，鼻粘

膜スワブの CFTR 転写体解析を行う必要があ

ると考えられる．

膵嚢胞線維症(嚢胞性線維症)登録制度が発足

し，ドルナーゼアルファ(プルモザイム)，ト

ブラマイシン吸入薬(トービイ)，パンクレリ

パーゼ(リパクレオン)といった CF 治療の基

本となる薬剤が国内で発売になり，典型的な

CF 症状を呈する前に CFTR 遺伝子検索を依頼

され，CF 原因遺伝子が同定されるケースがあ

る(症例14)．早期診断は早期治療開始につな

がり，予後と QOL が改善することになる．さ

らに精度の高い遺伝子検査ができるよう，体制

を整えたい．

E. 結論

dele1617b, E217G, L441P, 1540del10,

T517H, Q1042TfsX5, T1086I, exon 1 欠損トラ

ンスクリプトは，アジア人種に特有な変異であ

り，そのうち dele1617b は日本人で最も頻度

の高い CF 原因変異である．ゲノム解析で CF

原因変異が検出されなかった気管支拡張症女性

患者の鼻粘膜スワブを用いた CFTR 転写体解

析により，全長が保存されている CFTR 転写

体量は健常人の約10に減少していることが

示された．CFTR ゲノム遺伝子解析として

は，全エクソンの直接シーケンスと MLPA 解

析の実施が必要であるとともに，ゲノム解析で

CF 原因変異が検出されない症例では鼻粘膜ス

ワブの CFTR 転写体解析を行う必要がある．
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