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　　Molecular　genetic　analysis　was　conducted　on　a　conceptus　from　a　woman　who　had　given　birth　to

two　sons　with　Duchenne　muscular　dystrophy（DMD）and　was　known　to　be　a　carrier　of　an　aberrant

DMD　gene．　A　genomic　deletion　of　exons　49－52　was　demonstrated　in　the　elder　son　and　the　same　type　of

deletion　was　found　in　an　asymptomatic　younger　son，8months　of　age，　as　well　as　in　the　mother．　At　16

weeks　gestational　age　in　her　fourth　pregnancy，　DNA　was　extracted　from　amniotic　fluid　cel董s．　Female

sex　was　established　in　the　fetus　by　means　of　amplification　of　sequences　specific　for　the　Y　chromosome．

The　fetus　may　be　a　carrier，　because　the　intensity　of　PCR　products　from　exon　51（the　deleted　exon）was

half　that　from　exon　48（the　intact　exon）．　We　obtained　the　above　results　at　18　weeks　gestational　age　and

confirmed　fetal　sex　at　19　weeks　by　karyotype　analysis．　Thus，　PCR　amplification　permitted　rap圭d

prenatal　diagnosis．　We　also　utilized　a　prenatal　diagnosls　protocol　for　DMD　families　based　on　molecular

genetiC　analySiS．

　　　　　　　　　緒　　言

　Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）は，　X

染色体性劣性遺伝形式をとり，3，000～4，000人の

男児に1人の頻度で出生し，約1／3に突然変異の症

例が認められることが知られている．近年の分子

生物学，遺伝子工学の進歩により，Xp21領域より

DMD遺伝子がクローニングされ1），遺伝子産物で

あるタンパク質が発見され，ジストロフィンと命

名された2）．ジストロフィンをコードしている遺

伝子の変異によって，ジストロフィソが全く合成

されなかったり，異常なジストロフィンとして合

成されたりする．これらが，それぞれDuchenne型

筋ジストロフィ《DMD），　Becker型筋ジストロ

フィー（BMD）である．

　以上のような，遺伝子研究の進歩は，臨床面で

遺伝子診断として役立ってきている．遺伝子診断

により，臨床症状が発現する前の段階での診断が

可能となり，臨床症状や従来の臨床検査では鑑別

困難な疾患を，遺伝子レベルで異質な状態である

か否か判定することも可能にな：つた．また，患者

の家系の遺伝子解析が，保因者診断や出生前診断

どして遺伝相談に応用可能となってきた3）4）．一

方，polymerase　chain　reaction（PCR）増幅法は，

出生前診断のように迅速に結果を得る必要のある
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場合に非常に有効である．

　今回，我々はDMDの兄弟発症の1家系におい

て，・遺伝子診断による出生前診断を行った．患者

兄弟共に遺伝子二二を有し，母親も同じ範囲の遺

伝子欠失のため，DMDの保因者であることを遺

伝子レベルで確認した．第4子の妊娠において，

PCR増幅法を用いて，遺伝子診断による出生前診

断と遺伝相談を行った．DMDの遺伝子診断の手

順と時間的効率のよい出生前診断のすすめかたの

プロトコールを含めて考察し報告する．

　　　　　　　対象および方法

　1．対象

　出生前診断を行った対象家系の患老は6歳11カ

月の兄と3歳9ヵ月め弟である．兄が処女歩行の

遅れ，両足飛びができない，転びやすいなどを主

訴として，3歳10ヵ月時当科受診．当時8ヵ月の

弟と共に筋生検，ジストロアィンテストを行い，

DMDと確定診断した．その際，家族全員のDNA

を分析した．母親は全く臨床症状を有さず，筋力

テストは全て4＋から5はあた．CK値は134mU／

mlと正常上限であった．

　兄が5歳6ヵ月時には母親は第3子妊娠に気づ

き，出生前診断を希望した．DNA分析を行うため

に，他院産婦人科に依頼して絨毛生検を施行，そ

の5日後腹痛あり，7日目に流産した．ついで兄

が．6歳11ヵ月時に，母親は第4子の妊娠8こ口診

断され，再度出生前診断を希望した．今回は流産

の危険性の少ない羊水診断を希望し，妊娠16週に

当院産婦人科にて羊水穿刺を行った．

　2．方法

　患者の遺伝子診断，家：族の保因者診断，羊水細

胞の遺伝子分析は以下のように行った．

　1）患者の遺伝子二二の同定と家族の保富者診

断

　患者および家族の末梢血をヘパリン採取し，リ

ンパ球から高分子DNAを調製した．遺伝子欠失

のスクリーニングどして，患者とその家族の

DNAをChamberlainらの報告したプライマー

の組み合わせでPCR増幅し二二を調べた．

cDNAプローブを用いたサザンプロット法とし

ては，患者とその家族のDNAを下限酵素処理し，

アガロースゲル電気泳動後，ニトロセルロース膜

へ移しとり，32PラベルしたDMDのcDNAプ
ローブを用いてのハイブリダイゼーション，オー

トラジオグラフィニを行った．オートラジオグラ

フィーによって得られたシグナルの濃度をコント

ロールと比較して，母親もDMD遺伝子変異を有

するか否か検討した．

　2）母体DNAのコンタミナーションの判定

　出生前診断において，重大な診断ミスの原因と

して，絨毛採取における母体の子宮脱落膜組織の

混入や羊水穿刺における母体血の混入による母体

DNAのヲソタミナーションがあげられる．今回

の羊水穿刺においても，羊水細胞から調製した

DNAに母体血由来のDNAが混入する可能性を

考えなければならない．そこで，胎児の男女判定

において，母体血の混入の比率が何％であれぽ，

男児であるはずの胎児を女児と誤診する危険があ

るかを予備的に判定する実験を行った．正常男性

のDNAに母体DNAを0．1，1，10，50，75，90，

99，99．9％の各比率で混合したサンプルを，Y染

色体に特異的な塩基配列をプライマーとして増幅

した．

　3）羊水細胞より調製したDNAを用いた出生

前診断

　採取羊水を二分し，半分よりDNAを調製し，残

り半分は細胞培養を行った．細胞培養にはChang

培地く製造：Irvine　Scienti丘。社，輸入元：富士レ

ビオKK）を用いた．培養開始後11日目に増殖した

羊水細胞の一部を染色体分析に，残りをDNA調

製に供した．

　羊水細胞採取後，迅速に結果を得るために，

PCRによって出生前診断を行った．胎児の男女判

定には，Y染色体上の遺伝子の配列の一部をプラ

イマーとして用いた5）．DMD遺伝子に関しては患

者家系で変異のないエクソン48と欠失していたエ

クソン51の一部の塩基配列をChamberlainら6）の

報告に基づいてApplied　Biosystems　DNA
Synthesiser，　model　381Aにて作製した．　PCR反

応は熱変性94℃，30秒，アニーリング56℃，30秒，

伸長反応65℃，2分の3ステップを，繰り返し23

サイクル行った．
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　　　　　　　　　結　　果

　1．患者の遺伝子欠失の同定と家族の保二者診

断

　患者の遺伝子欠失はChamberlainらの報告し

たプライマーの組み合わせによるmultiplex

PCR増幅法では，図1aのように患者兄弟共にエ

クソン51が欠失していた．さらに，母親における

エクソン51の・ミンドの濃度が，コントロール（女

性）の半量であった．そこで，DMD遺伝子におけ

る患者兄弟の欠失に相当する領域を，即ちエクソ

ン47から52までの二二を調べることができる

cDNAプローブ8を用いてサザンプロット法に

より家族のDNAを解析した．患者兄弟において’

遺伝子欠失はエクソン49～52の範囲であった．欠

失エクソンが母親のDNAでは1コピーであり，

変異のない領域は2コピーであることから，母親

はDMDの保因者であることを遺伝子レベルで確

認できた（図1b）．

　2．母体DNAのコンタミネーションの判定

　母体血の混入の比率が何％であれぽ，男児であ

るはずの胎児を女児と誤診する危険があるかを予

備的に判定した．図2のように母体DNAレベル

が総量の99．9％以上の場合にのみ，false　negative

即ち，男児であるはずの胎児を女児であると誤診

してしまうと判明した．従って，Y染色体特異的

領域のバンド（154bp）が認められない場合は，胎

児が女児である可能性が高い．我々は，胎児の性

別診断を，より正確に行うために，羊水細胞より

直接調製したDNAのPCR増幅と，培養羊水細

胞より調製したDNAのPCR増幅，そして染色
体分析を施行して判定した．

　3．羊水細胞より調製したDNAを用いた出生

前診断

　18m1採取した羊水の素量よりDNAを調製し

た．性別判定のためにY染色体特異的領域の増幅

を行ったところ，胎児のDNAにおいて154bpの

Y染色体特異的領域は増幅されず，胎児は女児と

判定した．一方，第1子（胎児の兄）のDNAにお

いて丁丁の認められないエクソン48の一部（506

bp）と欠失しているエクソン51の一部（388bp）を

同時に増幅して，DMD遺伝子の変異を調べた．胎

a

」

b㌦、
kb

　　exon

≧1

こ11
　　　4窪

　　　　　cDNA　probe　8

翫』 髭b

　　　　　　　　轡：蓉∫・’“踊

　　　　　く1．6　　　～

　　　　　ぐ噌叛翻㌧・』擁．…

Hind　lll　　　　　　　Bgl　ll　　　　　　　　P5曹　1

図1　患者DNAの遺伝子欠失の同定と家族の保因者

　診断

　a：multiplex　PCR増幅法

　患者兄弟共にエクソン51が欠失している．母親のエ

　クソン51は，他のエクソンのシグナルの濃度（2コ

　ピー）の半分（1コピー）である．

　b：cDNAプローブを用いたサザンプロット法によ

　る家族の遺伝子解析

　制限酵素はHind　III，　Bgl　II，　Pst　Iを使用した．い

　ずれの制限酵素を用いても，母親のDNAでは，患者

　兄弟で欠失しているエクソン49～52が1コピーで

　あった．その他の領域は2コピーであった．各エク

　ソンはHind　HI断片として以下のようになってい

　る．エクソン47：10kb，48：1．2kb，49：1，6kb，50：

　3．8kb，51：3．1kb，52：7．Okb

児のDNAにおいてエクソン48に比較してエクソ

ン51のバンドの濃さは半量であった（図3）．これ

らの結果は，羊水穿刺の2日後に得られた．
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154　ト
bp

　　Oontamination　of　maternal　ONA（％）

99．9　99　　　90　　　75　　50　　　10　　　1　　　0」　　　S

　図2　母体DNAのコンタミネーションの判定

正常男性のDNAに母親のDNAを各比率で混合し，

PCRを行った．

垂塁　垂
難葦暴露董茎

exon　bP
－48　506
－51　388

一Y　l54

図3　羊水細胞から直接調製したDNAを用いた出生

　前診断

　Patientは患者兄弟のうち，兄を示している．

　胎児の遺伝子診断をより確実にするため，培養

羊水細胞でも遺伝子解析を行った．10日後に細胞

は10cm径の培養皿に十分に増殖したため，一部

を継代して染色体分析に，また一部よりDNAの

調製，分析を行った．羊水細胞から直接調製した

DNAのPCR増幅の結果と同様に，胎児は女児で

あり，そのDNAにおいてエクソン51のPCR産

物はエクソン48のPCR産物の半分の量であった

ため，胎児はDMDの保因者の可能性があると考

えた（図4）．妊娠18週に，これらの結果が明らか

になった．

　羊水細胞の染色体核型分析において，胎児は46，

XXであった．これは妊娠19週に判明し，　PCRの

性別診断の結果と一致した．患者の両親に以上の

結果を説明し，現在妊娠継続中である．また，妊

娠8カ．月において，超音波エコーにおいて，胎児

exon

－48
－51

bP

506
388

一Y　154

図4　培養羊水細胞より調製したDNAを用いた出生

　前診断

　Patientは患者兄弟のうち，兄を示している．

の子宮を観察でき，女児であることを確認できた．

　　　　　　　　　考　　察

　近年の分子遺伝学の進歩により，DMDおよび

BMDはその全容を次第に明らかにしてきてい

る．そして，筋細胞移植などの治療的試みも開始

されているが，根本的に有効な治療とは言い難く，

遺伝病の発症予防という観点から遺伝相談，保二

者診断，出生前診断の必要性が認められている．

　保二者診断としては，DMDの遺伝子やその遺

伝子産物ジストロフィンが発見される以前は，家

族の遺伝歴を聴取して家系図を作成し，一方，筋

力テスト，血清CK，　GOT，　GPT，　aldolase測定，

心電図，筋電図，などを単独または組み合わせて

検査して判断してきた．しかし，いずれの方法も

陽性の場合は保因者と判断することが容易である

が，陰性の場合に動因者でないと断定はできな

かった．これに対して，分子遺伝学的手法を用い

た保卜者診断法としては，（1）リンパ球より

DNAを調製し，　cDNAプローブを用いて遺伝子

欠失を同定する方法7）8），（2）リンパ球由来の

mRNAのnested　PCR法8）9），（3）restriction

fragment　length　polymorphisms（RFLPs）を解

析する方法3）10）～14｝がある．

　我々は，出生前診断を速やかに正確に行うため

には，妊娠してから慌てて遺伝子診断を行うので

はなく，患児の遺伝子診断や保因者が疑われる女

性の保因者診断を，その女性の妊娠前に行い，遺
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伝子変異の状況をあらかじめ正確に把握しておく

ことが必要であると考えている．本症例において，

母親のCK値は正常であったが，遺伝子レベルで

は，患者において欠失しているエクソン49～52が

母親のDNAにおいて1コピーであり，そのほか

の領域は2コピニであることから，DMDの保磁

者であることを遺伝子レベルで確認していた．

　このように本症例では，母親が保因者であると

遺伝子宮にも予め確認できたが，患者が家系的に

も孤発言であり遺伝素的にも突然変異と考えられ

るような症例ではgermline　mosaicism15）d7）を考

えなけれぽならない．germline　mosaicisrnとは，

生殖細胞にDMDの遺伝子異常がモザイクで存在

するため，リンパ球由来のDNAを用いた遺伝子

診断では異常がない母親からDMDの遺伝子異常

を有する患児またぽ自訴者が2人以上生まれるよ

うな変異をいう．Bakkerらは，新突然変異と考え

られた41例中6例（14％）にgermline　msaicism

の存在を考えた．従って，gene　doseやjunctional

fragmentによって，母親が保愚者でないと証明

された場合でも，germline　mosaicismにより，患

児が生まれる可能性がある．この点は，DMDの山

鼠者診断，出生前診断において十分な留意が必要

である．

　出生前診断では妊娠中の限られた時期に，迅速

に，正確な結論を出す必要がある．polymerase

chain　reaction（PCR）増幅法18）の応用により，妊

娠の早い時期に，男女性別判定と，遺伝子診断を

行うことが可能となってきた．PCR増幅法とは，

DNAの熱変性，プライマーのアニーリング，

DNAポリメラーゼによる伸長反応のサイクルの

繰り返しにより，目的のDNAを10万～100万倍に

増幅する方法である．増幅したい遺伝子領域，増

幅したいサイズは，プライマーを任意に選択し合

成する事により，設定することができる．PCR増

幅により得られた反応液をアガロースゲル電気泳

動にかけることにより，増幅したDNAを目的の1

サイズのバンドとして検出することができる．

従って，遺伝子の欠失を有するDMDのような遺

伝性疾患において，PCR増幅法を用いることによ

り遺伝子診断や出生前診断を速やかに行うことが

可能になった．

　本症例において，妊娠16週に羊水穿刺を行い，

2日後には羊水より直接に調製したDNAの
PCR増幅法の結果が得られ，胎児は女児であるこ

と，保因者の可能性があることがわかった．今回

我々は上記の結果の確認のため，羊水の培養を

行って，妊娠18週に同様の結果を得た．さらに，

妊娠19週には培養羊水細胞の染色体核型分析の結

果も得られ，胎児が女児であると判明した．

　PCR増幅法には結果を迅速に得られるという

長所がある一方，人工産物が入る可能性がある

一false　positive．・即ち微量のDNAのコンタミ

ネーションがあった場合にもそれを増幅してしま

う可能性がある．本症例では羊水採取において，

母親の血液が採取細胞中に混じて，母親のDNA

を増幅しために，羊水細胞のDNAによる性別診

断において，本来は男児であるべき結果を女児と

して誤診してしまう可能性を実験的に検討した．

その結果，母体DNAレ・ベルが総量の99．9％以上

の場合（胎児一男児のDNAレベルが0．1％以下で

あった場合）にのみ，false　negative即ち，男児で

あるはずの胎児を女児であると誤診してしまうと

判明した．さらに，羊水細胞は培養すると，血液

中のリンパ球と異なり，容器の壁に接着して増殖

する．従って，培養羊水細胞は確実に胎児由来の

細胞であるといえる．本症例において，培養羊水

細胞のDNA分析，染色体核型分析をも行い結果

を再確認できた．

　以上の遺伝存診断と出生前診断の経験をもとに

して，DMD／BMDの遺伝子診断の手順と出生前

診断のタイムテーブルを図5，6に示した．遺伝

子診断としては，multiplex　PCR増幅法を欠失の

スクリーニングとして応用し，保点者診断にはサ

ザソプロヅト法，PCRRFLPによるCA繰り返
し配列の多型解析12）13），nested　PCR法などの方法

によって結果の再現性を確認することが必要であ

ると考えた．またPCR法で遺伝子の欠失を示さ

ない症例は，サザンプロット法でさらに検討し，

RFLPの解析が必要である．出生前診断では先に

も述べたように，妊娠中の限られた時期に正確な

結論を出す必要があり，図6のような時間の経過
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臨床的にDMD／BMD疑の患者

multiplex　PCRによる欠失のスクリーニング

欠　失　（＋） 欠　失　（一）

欠失の確認と二同定

Sout短rn　Blot法による

スクリーこング

欠　失（＋） 欠　失（一）

家族の保因者診断 出生前診断も可能 家族の保因看診断 出生前診断も可能 PCR－RFLP≡去

cDNAプローブを用いた

Southern　bIot法

PCR法

PCR－RFしP

mRNA一ロξ蓼sted　PCR

8ene　dose定量

cD猷プローブを用いた

Sout』em　blot法

PCR法

PC臼一RFLP

mR閥A－nested　PCR

gene　dose定量

遺伝子診断 保因者診断． 出生前診断

図5　DMDの遺伝子診断の手順

妊娠8．10週　團
　↓

　け　　　　　モゑ　　エ　　
　↓

妊娠10・11週　　　PCR法による

　　　　　性別判定＋変異同定
　　　　　　　／＼
　　　　　　女　　　男

妊娠15週以降［亜

　　ム　　

　↓

PCR法による性別判定＋変異同定
サザンハイブリダイ画一ション

DNA調製　　　　　羊水細胞培養

　↓

妊娠17．18週　　PCR法による
　　　　　性別判定＋変異同定　　DNA調製

妊娠　　21週

／＼

　↓

結果判定

女　　　　男

　PCR法による性別判定＋変異同定
　サザンハイブリダイゼーション

　1

結果判定

図6　DMDにおける出生前診断のすすめ方

で結果を導いていく必要がある，絨毛採取法は採

取時期は8～10週であり，PCR増幅法を実施する

ことによって，妊娠の早期に結果を得ることがで

き，有用な方法となりえる．しかし，本症例の第

3子のような流産誘発の危険性が高いこと，採取

細胞に母親の組織の混在の可能性があることなど

の欠点がある．後者の対策としては絨毛細胞の分

析結果が女児と判定された場合には，羊水穿刺を

行って性別診断の再確認が必要である．羊水穿刺

は15～19週に施行する．絨毛採取法よりは安全な

方法である．我が国では，1991年より日本母性保

護医協会の見解として，人工妊娠中絶は原則とし

て妊娠22週未満までとなったため，羊水診断に関

しては，さらに時間的な制約がある，この症例で

はPCR増幅法を実施することによって，妊娠19

週に結果を判定し得た．

　胎児がDMDの保因者であるか否かに関して，

電気泳動のシグナルをみるとエクソン51のPCR

産物がエクソン48のPCR産物の半分の濃度であ

ることから，胎児は患者と同じ遺伝子欠失を一つ

のX染色体上に有する，即ち保因者である可能性

を考えた．しかし，PCR増幅法は定量的な判断を
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下すためには適切とはいえない．今回の出生前診

断の対象例は，まだ妊娠中であり最：終結論はまだ

出ておらず，PCRの結果で胎児が保因者であるか

否かを断言はしなかった．

　出生前診断は，胎児期ないし生後早期に治療を

開始することが可能な疾患についてなされる場合

と，治療法が確立していない重篤な遺伝性疾患に

関してなされる場合がある，前者は発見された異

常を出生前または後に治療をする努力が必要であ

る．後者は治療不可能であり，かつ重大な障害を

有するため，その診断結果の行使に当たっては，

医療従事者の格別な倫理的な配慮が必要であると

共に，診断結果に対しての両親への十分な説明と

同意，理解（informed　consent）が尊重されなけ

れぽならない．遺伝子診断が可能になる以前は，

DMDの保因者が疑われる女性が妊娠した場合，

羊水検査により，男女の性別判定を行い，選択的

女児出産，即ち選択的男児中絶を行って，健康な

男児の可能性があっても，放棄せざるを得ない状

況であった．遺伝子診断が可能になったことに

よって，少なくとも人工妊娠中絶による正常男児

の犠牲は救うことができるようになってきた．

　近年の医学における技術的進歩は著しく，受精

卵において出生前診断を行うことが可能となっ

た．Handysideら19）によると，adrenoleucodystro－

phyとX連鎖性精神遅滞のリスクがある2家族

で体外受精を行い，受精卵が卵割し6～8細胞期

の時点で，細胞を一個採取してY染色体特異的領

域をPCRにて調べ，女児の場合のみ母体に戻し

着床させて健康な女児が出生した．この方法は着

床前に診断し，正常な受精卵のみ母体に戻し妊娠

を継続する方法であり，人工妊娠中絶を避けるこ

とができる．しかし，この場合も受精卵の生存権

という倫理的問題は残っている．

　DMD遺伝子の発見から約5年間で，遺伝子診

断によって臨床的な診断の確定が可能となり，さ

らに出生前に胎児がDMDであるか否かを明らか

にできるようになってきた．このめざましい進歩

が，患者とその両親や家族にとって有益なものと

なり，また治療や療育に役立つように，医療従事

者としての努力が必要である．

　　　　　　　　　結　　論

　Duchenne型筋ジストロフィーの兄弟発症の1

家系において，遺伝子診断による出生前診断を

行った．患者はエクソン49から52の範囲の遺伝子

欠失を有していた。母親はDMDの二丁者である

ことを遺伝子レベルで確認した．第4子の妊娠16

週に得られた羊水細胞においてpolymerase

chain　reaction（PCR）法を用いDNA診断によ

り，胎児は女児であり，保温者の可能性があると

考えた．しかし，：本法によって定量的な判断を下

すことは難しく，胎児が保明者であるか否かを断

言はしなかった．PCR法を用いることによって，

時間的制約のある出生前診断を迅速に施行でき

た．本症例の経験に基づいて，遺伝子診断を利用

したDMDの出生前診断のプ戸トコールについて

述べ，倫理的考察を行った．

　症例の羊水穿刺を施行してくださいました当院母

子センター中林正雄教授，羊水細胞の染色体検査をし

てくださいました至誠会第二病院染色体研究室岡田

美智子先生に深謝いたします．本研究は平成4年度厚

生省精神神経研究委託費（2三一2－13，2指一3－02）に

よって行われた．

　なお，著者らは遺伝子異常を呈するDMDの患者家

系における遺伝子診断を用いた出生前診断の実施に

関して，東京女子医科大学倫理委員会の認可を受けて

いる．
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