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【研究要旨】

患者は気管支拡張症を呈する38歳女性．血液より抽出した DNA を用いて，CFTR 遺伝子の27エク

ソン部，プロモーター部の上下流の直接シーケンス法および MLPA 法による遺伝子解析を行ったが，

CF 原因変異は検出されなかった．鼻粘膜スワブを用いて CFTR 転写体解析を行ったところ，全長の

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．この患者の汗中

Cl－ 濃度は境界領域(53.6 mM)であった．

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．現時点で1,900以上の

CFTR 遺伝子変異・多型が報告されている1)．

両方のアレルに重度の変異があり CFTR 機能

が95以上失われると，繰り返す呼吸器感

染，膵外分泌機能不全，胎便性イレウスなどを

伴う典型的(古典的)CF を発症する．一方，変

異の組み合わせにより CFTR 機能がある程度

残存すると，副鼻腔炎，びまん性汎細気管支

炎，慢性膵炎，先天性両側輸精管欠損症など単

一臓器のみが障害される非古典的 CF あるいは

CFTR 遺伝子関連疾患を発症する2)．

今年度は，気管支拡張症を呈する38歳女性

の CFTR 遺伝子及び CFTR 機能を解析した．

B. 研究方法

1. 症例の概要

19歳頃に気管支拡張症を指摘され，びまん

性汎細気管支炎と診断された．マクロライド療

法が奏功せず，緑膿菌感染を繰り返し，徐々に

呼吸機能が悪化，現在は，在宅人工呼吸器を導

入し，外出時は酸素吸入を行っている．明らか

な消化器症状は見られない．

2. シーケンス解析

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．

3. 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．

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)3)．

4. 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．

5. 汗中 Cl－ 濃度測定

Wescor 社製 Macroduct 汗収集システム4)を

使用したピロカルピン導入法にて実施した．

Cl－ 濃度測定には Sweat-ChekTM 汗電導度ア

ナライザー4)及び高感度 Cl－ 電極5)を使用した．
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図 1 鼻粘膜スワブから抽出した転写体の RTPCR
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(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. ゲノム遺伝子のシーケンス解析

明らかな CF 原因変異は検出されなかった．

多型のタイプは，TG12T7/TG12T7 (intron

8 の TG repeat-poly T), V/V470(exon 10), I/

V556(exon 11)であった．

2. MLPA 解析

genomic rearrangement は認められなかった．

3. CFTR 転写体の解析

図 1 に CFTR 転写体の RTPCR 結果を示

す．アガロース電気泳動後の PCR 産物のバン

ドの濃さをデンシトメーターで読み取り定量化

した．患者と健常人サンプルの RNA 回収量の

差を，AQP5 の発現量を指標として補正した．

exon 47 の PCR では，患者の CFTR 転写体

量が健常人の約50に減少していた．exon 1

5 の PCR では，患者の CFTR 転写体量が健常

人の約10に減少していた．解析を 3 回繰り

返したが，いずれも同様の結果が得られた．

4. 汗中 Cl－ 濃度測定

汗 の 採 取 量 は 35 mL で あ っ た ． Sweat-

ChekTM 汗電導度アナライザーで測定，換算

した Cl－ 濃度は47 mM，高感度 Cl－ 電極で測

定した Cl－ 濃度は53.6 mM であり，境界域で

あった．

D. 考察

CFTR 遺伝子解析として，直接シーケンス

と MLPA を行ったが，患者に CF 原因変異は

検出されなかった．患者は I556V 多型(ヘテ

ロ)を有しているが，当研究室のデータでは

I556V 多型は健常人162人中11人に見られ，

CF あるいは CFTR 関連疾患との関連は無いと

考えられる．

intron 8 の TG repeat は repeat 回数が多い

方が exon 9 をスキップしやすく，470V 型の

CFTR 機能は470M 型より低い6)と報告されて

いる．患者の多型は，12/12(TG)，V/V470で

あった．両アレルに TG12470V を持つ日本人

は稀であり，この遺伝子型が CFTR 発現に与

える影響は分かっていない．

この患者の CFTR 発現レベルが，CF あるい

は CFTR 関連疾患を引き起こすほどに低下し

ているかどうかを検討するために鼻粘膜の

CFTR 転写体を解析した．CFTR の発現量を

評価するために，AQP5 を内部基準として

CFTR 転写体量を解析した．exon 1 から始ま

る CFTR 転写体については，患者の転写体量

が健常人の10程度に減少していた．一方，

exon 4 から始まる CFTR 転写体については，

患者の転写体量が健常人の50程度に減少し

ていた．この結果は，患者では両アレルともに

スプライシング異常など何らかの転写異常が起

こっており，結果として exon1 を持つ CFTR

mRNA の発現量が正常の10程度まで減少し

ていることを示している．今回観察された

mRNA 発現量低下が TG12470V 遺伝子型に

よる exon 9 のスキップと関連があるか，ある

いは TG12470V 遺伝子型とリンクした別の変

異により引き起こされているのかは不明である．

我々は，以前，片側アレルに dele1617b 変

異を持つ日本人 CF 患児において，もう一方の

アレル由来の CFTR mRNA が exon 1 を欠損

していたと報告した7,8)．この患児では，exon

1617b を含む転写体に exon 1 上の primer に

反応するものは検出されなかった．今回の女性

患者では，10程度ではあるが exon 1 上の

primer に反応する転写体が存在するため，

CFTR 遺伝子異常のタイプは異なると考えら
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れる．

今回の女性患者に発現している exon 1 を持

つ CFTR 転写体(健常人の10)の一部は exon

9 をスキップしていると推定されるため，鼻粘

膜における正常な CFTR タンパクの発現量は

10よりさらに低く，残存している CFTR 機

能も10以下であると推定される．CFTR 機

能低下(汗中 Cl－ 濃度)は境界域であり，明ら

かな膵外分泌機能不全は見られない．この患者

の病態は，膵外分泌機能が保たれる(pancreat-

ic su‹cient)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．

わが国の CF では，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，約16のアレルには CF 原因遺伝子変異が

検出されない．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．

E. 結論

気管支拡張症を呈した 38歳女性患者の

CFTR 遺伝子解析及び CFTR 機能解析を行っ

た．ゲノム解析では CF 原因遺伝子変異は検出

されなかったが，鼻粘膜スワブ中の全長

CFTR 転写体量が健常人の10程度に減少し

ていた．汗中 Cl－ 濃度は境界域であった．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．
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