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Unverricht-Lundborg 病検体を使用したPCRによる
CSTB（Cystatin B）遺伝子の異常リピートの検討
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【要 旨】
進行性ミオクローヌスてんかんの一病型であり、染色体２１q２２．３上にあるCSTB（Cysta-

tin B）遺伝子の異常リピートにより引き起こされるウンフェルリヒト・ルントボルク病
（Unverricht-Lundborg disease: ULD）検体の遺伝子解析研究である。
進行性ミオクローヌスてんかんの中でCSTB遺伝子のリピート異常が原因の疾患は

ULDとして知られている。ULDを調べるために放射性同位体（Radioisotope:RI）を使用
したサザンブロッティングによる解析が行われる。そこで本研究では、簡便なポリメラー
ゼ連鎖反応（Polymerase chain reaction: PCR）を使用してCSTB遺伝子の異常リピート
の検出を試み、診断手法の確立およびULDの診断に寄与できないか検討した。PCRの結
果、健常者と比較して患者では異常リピートと考えられるDNA増幅を確認したがサン
ガーシークエンスによる配列確認により異常リピートではなく、別の配列の挿入が示唆さ
れる結論に至った。
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１．はじめに

進行性ミオクローヌスてんかんの一病型であ
るウンフェルリヒト・ルントボルク病（Unverricht-

Lundborg disease: ULD）は主に学童期や思春
期に発症する常染色体劣性の遺伝性疾患であ
る１）２）。軽度のてんかん発作やミオクローヌス
の症状をきたし、典型的な進行性ミオクローヌ
スてんかんである３）。国内では遺伝子診断で確
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定したULD患者が数例報告されている４）５）。
また、欧州からの報告もされており、フィンラ
ンドでは２５０００人に１人程度の発症があるとの
報告もされている１）。
本研究では、進行性ミオクローヌスてんかん

の患者および母親の検体を使用し、責任候補遺
伝子を特定することを目的として研究を開始し
た。その過程で、次世代シークエンサーのデータ
をもとにした遺伝子の絞り込みを実施する前に、
ULDの発症に関与するとされ、以前から報告
されている６）７）CSTB遺伝子の１２塩基リピート
配列（5́-CCCCGCCCCGCG-3́）のリピート
異常を確かめた。通常はサザンブロッティング
による解析が行われ、PCRでは検出しにくい
との報告５）７）がある。そこで PCRによるDNA
の増幅の違いから異常リピートを検出できない
か検討した。検出できれば簡便に異常リピート
を特定できるため分子生物学的手法による診断
が可能となり新たな実験手法として期待でき
る。

２．症例

両親いとこ婚の４８歳男性の症例である。思春
期に、物をとろうとすると手がけいれんし、物

を取り落とす症状が現れた。中１の時に初めて
大発作が出現し、１７歳時に構語障害をきたした。
２０代前半でミオクローヌスてんかんと診断され
ている。現在までに大発作は消失しているが、
ミオクローヌスはほぼ日単位で出現している。
発作間欠時脳波を図１に示す。

３．試料と方法

○PCRとリアルタイム PCRのプライマー
以下のForward と Reverse のプライマーを

使用し、PCRおよびリアルタイム PCRを実施
した。

Forward Primer 5́-ctactccgactgccccttc-3́
Reverse Primer 5́-ggctcctcagcccaagtag-3́

○PCRに使用した試料の組成と反応条件
Long Range PCR Kit（LONG RANGE PCR：

Taq plus DNA polymerase（Bio Basic Inc．）
を使用し以下の組成で PCRを実施した。

１０×long range PCR buffer １．０μl
dNTP Mixture（１０mM） ０．５μl
Forward Primer（１０μM）０．４μl（final conc．）

図１：発作間欠時脳波
棘徐波複合がびまん性に出現していた。図内に示している横軸のスケールが１秒、縦軸のスケールが５０μVである。



Bulletin of Beppu University Junior College，３６（２０１７）

― ７３ ―

Reverse Primer（１０μM）０．４μl（final conc．）
Long range PCR enzyme（５．０U/μl） ０．０８μl
Template DNA ５．０ng
Distilled water up to１０μl

PCRは、増幅させるDNAを９３℃、３分の熱変
性処理後、サイクル数を３５として、９３℃、１５秒
の熱変性、５８℃、３０秒のアニーリング、６８℃、
１分３０秒の伸張反応の条件で実施した。

○アガロースゲル電気泳動
PCR後のDNA増幅試料はアガロース LE

（低電気浸透）の粉末（ナカライテスク）と０．５％
TBEバッファーを用いて２％のアガロースゲル
を調整し１３５V、２５分電気泳動した。

○リアルタイム PCR
健常者および患者の母親の末梢血から抽出し

たDNA検体を鋳型として SYBR Green 法によ
るリアルタイム PCRを行った。ABI PRISM
７０００Sequence Detection System（Applied Bio-
systems）を使用し、CSTBにおけるコピー数

を確認した。

○サンガーシークエンス
アガロースゲル電気泳動により検出したCSTB

遺伝子の１２塩基リピート異常の伸張アレルと思
われるバンドを切り出し、エタノール沈殿に
よって精製した。DNA断片を上記の PCR条
件のサイクル数を１０にして再度 PCRを行った
後、ABI PRISM３１３０-Avant Genetic Analyzer
（Applied Biosystems）を使用してサンガー
シークエンスにより塩基配列を確認した。

４．結果

アガロースゲル電気泳動の結果を図２に示し
た。健常者の検体と比較して患者の検体は約
１０００bp の場所に異常リピートと考えられるバ
ンドが確認された。約２００bp にもバンドが確
認できるが非特異的増幅の可能性が考えられ
る。一方で、母親の検体も健常者と同様の結果
であった。ULDは常染色体劣性遺伝であるこ
とが知られているため母親にも約１０００bp の場

図２：アガロースゲル電気泳動
１３５Vの電圧で２５分間電気泳動したアガロースゲルの写真である。Low massladder のマーカーを使用し、
長さは図に矢印で示した。健常者は２０代の一般男性の検体を使用している。患者の異常リピートと考えら
れるバンド（右から２番目のレーン）は約１０００bp と約２００bp の箇所に認められた。一方、健常者と母親
のバンドは約２００bp の箇所で検出された。
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所にバンドが確認できると期待していたが、条
件検討をしてもバンドは確認できなかった。
そこでリアルタイム PCRにより、コピー数

のチェックを行った（図３）。すると、健常者
と比較してコピー数が半減していることが確認
できた。これらの結果より、母親の伸長アレル

が PCRの条件では増えないことが示唆された。
そこで、患者の異常リピートと考えられるバン
ドをサンガーシークエンスを使用して配列確認
を試みた（図４）。結果として、１２塩基リピー
ト配列のリピート数は患者と母親ともに２であ
り、健常者では３であった。このため異常リ

図３：リアルタイムPCRによるコピー数
縦軸はコピー数を示している。健常者のコピー数と比較して、患者はCSTB遺伝子の当該領域のコピー
数が低下していた。

図４：患者検体のシークエンス波形とプライマー設計
サンガーシークエンスの波形と１２塩基リピート配列およびプライマーの設計箇所を示した。１２塩基リピー
ト配列を図のように挟む形で Forward および Reverse のプライマーを設計し、PCR、リアルタイムPCR
に使用した。
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ピートは確認することができなかった。

５．考察

リアルタイム PCRにより、母親の検体では
健常者と比較してコピー数が半減していること
が確認できたので、アガロースゲル電気泳動に
より、約１０００bp に確認されたバンドはCSTB
の異常リピート伸張によるものと考えた。しか
し、サンガーシークエンスの結果より否定され
たため、１２塩基リピート配列を含め読むことが
できた範囲より下流の領域に別の配列が挿入さ
れているのではないかと推測している。下流の
領域にもULDに関連のある変異は多数報告さ
れている８）。そのために、CSTB遺伝子の１２塩
基リピート配列の下流領域をターゲットにして
解析を進めたいと考えている。

６．生命倫理に対する取り組み

この研究は久留米大学「生命に関する倫理委
員会」および九州大学医学研究院「ヒトゲノム・
遺伝子解析倫理審査査問委員会」において承認
を得た後に実施している。
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