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〈要 約〉

　この研究において，筆者らは，わが国に多い良性成人型家族性ミオクローヌスてんかんにつき51の家系の遺伝子を解析し，49の家系について，SAMD12遺伝子のイントロンに存在するTTTCAリピートおよびTTTTAリピートの異常な伸長がその原因であることを見い出した．これらのリピートの長さはてんかんの発症年齢と逆相関を示し，また，患者のニューロンにおいてTTTCAリピートの転写により産生されるUUUCAリピートを含むRNA凝集体が認められた．SAMD12遺伝子に変異が認められない2つの家系については，おのおの，TNRC6A遺伝子およびRAPGEF2遺伝子のイントロンに同様のTTTCAリピートを含むリピートの伸長変異が見い出された．遺伝子が異なっても同じリピートにより同一の臨床症状が生じたことから，それぞれの遺伝子の機能の変化というよりはリピートそのものがこの疾患における病態に強く関与すると考えられた．また，患者のニューロンにおいて見い出されたRNA凝集体の存在から，RNAを介したニューロンの機能障害がてんかんにおける新規の病態機序であることが考えられた．

はじめに

　てんかんは頻度の高い神経疾患であり，有病率は1％弱，生涯発病率は3～4％とする報告がある．てんかんの原因として，外傷や脳血管障害などの後天的な要因により発症することもよくみられるが，一方で，双生児の研究などからは遺伝的な要因の関与もよく知られている．これまでの研究により，遺伝子の異常により起こるてんかんとしてイオンチャネルや神経伝達物質の受容体をコードする遺伝子の変異が多く知られており，ニューロンにおけるシナプス伝達機構や興奮性などに影響をおよぼすことが原因と考えられている．

　この研究において，筆者らは，わが国において多く報告されている良性成人型家族性ミオクローヌスてんかん（benign adult familial myoclonic epilepsy：BAFME）という疾患につき原因遺伝子を探索した．この疾患はわが国において見い出され，1990年ごろにその疾患概念が確立された1-3)．家族性に発症がみられ，遺伝形式は常染色体優性である．わが国における有病率として35,000人に1名という推計も報告されており，わが国において比較的頻度の高い疾患である4)．発症年齢は通常20～60歳で，症状としては手の細かい震え（振戦様ミオクローヌス）およびてんかん（全身性の強直間代発作）が認められる．通常，認知機能の障害は出現せず，手の震えもほとんど進行しないか，あってもきわめて緩徐であることから，“良性”という語が冠されている．この疾患は，familial essential myoclonus and epilepsy（FEME）1)，familial adult myoclonic epilepsy（FAME）5)，cortical myoclonic tremor with epilepsy（FCMTE）6)，autosomal dominant cortical myoclonus and epilepsy（ADCME）7) など，さまざまな病名でよばれている．

　これまで，原因遺伝子の同定をめざし精力的な分子遺伝学的な研究が進められ，第8染色体の長腕への連鎖が示されていた．しかしながら，候補領域に存在するすべての遺伝子につき，すべてのエキソンの塩基配列を解析しても発症の原因となる変異は見い出されないという謎につつまれた状態にあった5,8-10)．

1．SAMD12遺伝子のイントロンに存在するリピートの伸長変異の発見

　良性成人型家族性ミオクローヌスてんかんの51の家系，100名（発症者91名，非発症者9名）から協力を得た．まず，4つの家系について，マイクロアレイ法による遺伝子タイピングののち，SNP-HiTLink 11) をパイプラインとして用いてパラメトリック連鎖解析を実施したところ，第8染色体への連鎖が確認された．しかしながら，見い出された候補領域は420万bpと大きく，原因遺伝子の探索は困難であった．この疾患は日本人において多く見い出されていることから創始者効果の存在がうたがわれ，患者のあいだで共有されるハプロタイプが存在すれば候補領域の絞り込みに大きく貢献すると考えた．

　2つの家系をくわえた6つの家系について，SNPデータを用いてハプロタイプを再構築した．その結果，420万bpの候補領域に複数の家系において共通する共通ハプロタイプが存在することが見い出され，すべての家系で共通する最小の候補領域として13万bpの領域までに絞り込まれた．この13万塩基対の領域にはSAMD12遺伝子のエキソン4と，イントロン3およびイントロン4の一部が含まれていた．次世代シークエンサーを用いた全ゲノム配列解読によりエキソン4には明らかな病原性の変異がないことが確認されたことから，イントロンにおいて変異を探索した．

　イントロンに存在するまれなバリアントについてSanger法を用いて解析したところ，イントロン4において，参照配列においては短いTTTTAリピート（健常者では11～21回）が存在する部位に関して，リピートの伸長変異が示唆されるデータが得られた（図1a）．全ゲノム配列解読のデータをもういちど確認したところ，TTTTAリピートが異常に伸長しているのみならず，その下流に参照配列には存在しないTTTCAリピートが挿入されていることが示唆された．この変異の有無を51の家系についてrepeat-primed PCR法およびサザンブロット法により調べたところ，48の家系についてはすべての発症者においてTTTTAリピートの伸長変異およびその下流のTTTCAリピートの挿入，1つの家系については2つのTTTTAリピートの伸長変異のあいだにTTTCAリピートが挿入されていた（図1b）．残りの2つの家系においてはSAMD12遺伝子にリピートの伸長変異は認められなかった．

　この2つのリピートの構造を解明するため，患者のゲノムDNAから異常に伸長したリピートを含むゲノムの断片を細菌人工染色体を用いてクローニングしたもの，および，全ゲノムについて，それぞれ，長い塩基配列を取得することのできるロングリードシークエンサーを用いて塩基配列を解読した．その結果，リピートの全長の構造が明らかにされた．

2．異常に伸長したリピートの病原性

　患者においてTTTTAリピートおよびTTTCAリピートの異常な伸長が見い出されたが，TTTCAリピートの伸長は1000名の健常者においては見い出されず，この疾患に特異的な変異であることが確認された．一方，TTTTAリピートは健常者の5.9％において伸長が認められたことから，発症にはTTTCAリピートの伸長が重要な役割をはたすと考えられた．

　TTTTAリピートの伸長変異およびその下流のTTTCAリピートの挿入をもつ患者について，サザンブロット法によりリピートの長さを測定したところ，てんかんの発症年齢と有意に逆相関することが示された．すなわち，リピートが長いほど発症年齢が早まることが見い出された．また，患者のニューロンの核において，TTTCAリピートからの転写により産生されるUUUCAリピートからなるRNA凝集体が見い出され，RNAの毒性を介した病態機構の存在が考えられた．

3．別の遺伝子のイントロンにおける同様のTTTCAリピートの伸長変異の発見
　2つの家系からはSAMD12遺伝子にてリピートの伸長変異が見い出されなかったため，100～150塩基長のリードからリピートにより埋めつくされたリードを数えてヒストグラムを算出するプログラムTRhist 12) を用いて，2つの家系の発端者の全ゲノム配列のデータを解析した．その結果，別の2つの遺伝子のイントロンに同一のTTTCAリピートの伸長変異が存在することが明らかにされた．ひとつの家系においては，第16染色体のTNRC6A遺伝子のイントロンにおいて，TTTTAリピートにはさまれるかたちでTTTCAリピートの伸長変異が見い出された．この変異はこの家系の5名の発症者において共有され，1名の非発症者においては認められなかった．もうひとつの家系においては，第4染色体のRAPGEF2遺伝子のイントロンにおいて，やはりTTTTAリピートにはさまれるかたちでTTTCAリピートの伸長変異が認められた．TNRC6A遺伝子あるいはRAPGEF2遺伝子の当該の部位において，1000名の健常者にはTTTCAリピートの伸長変異は認められなかった．SAMD12遺伝子におけるリピートの伸長変異が原因となる疾患はBAFME1型とよばれ，また，これまで，類似の疾患がBAFME5型まで報告されているため，TNRC6A遺伝子およびRAPGEF2遺伝子にTTTCAリピートの伸長変異が認められる疾患を，BAFME6型およびBAFME7型と名づけた（図2）．

おわりに
　この研究において，筆者らは，3つの独立した遺伝子のイントロンにおいてTTTCAリピートが異常に伸長することが良性成人型家族性ミオクローヌスてんかんの原因であることを発見した．挿入部位はイントロンでありタンパク質をコードする部位ではないこと，挿入されている遺伝子は異なっていても同一のリピートの異常な伸長が同一の疾患をひき起こすことから，遺伝子がコードするタンパク質の機能の変化というよりは，リピートそのものが病態の中核となると考えられる．この研究は，独立した遺伝子において共通したリピートの伸長変異を同時に見い出したはじめての報告である．BAFME1型においてRNA凝集体が見い出されたことからも，RNAを介した病態機序が強く支持された（図3）．仮説として，RNA凝集体にRNAプロセシングにかかわるRNA結合タンパク質が取り込まれて本来はたすべき機能をはたせなくなることにより，ニューロンの機能が障害されることがあげられる．また，リピートの伸長したRNAからはATGコドンのない状況で異常なタンパク質が翻訳されるという機序も提唱されており，このことも関与する可能性がある．
　この疾患の発症の機構が解明されたことから，遺伝子検査によりこの疾患の診断確定ができるようになり，これまでに経験的に蓄積されてきたこの疾患の臨床的な特徴や治療法などに関する正確な情報を患者に提供できるようになる．また，これまでの治療法は一般的に用いられている抗てんかん薬であったが，原因が究明されたことから，より効果的な治療法の開発および研究が発展すると期待される．

　イントロンにおけるリピートの異常な伸長によりてんかんが発症すること，さらに，同一のリピートの異常な伸長が3つの遺伝子において見い出されたという点は，これまでにない新規の知見である．このことは，ほかのてんかんばかりでなく，今後，多くの神経疾患において原因の究明に大きく貢献すると期待される．また，新たにBAFME6型およびBAFME7型が見い出されたように，新規のリピートの伸長変異を探索する今回の方法論は，ほかの神経疾患における原因遺伝子の探索に貢献すると期待される．
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〈図説明〉

図1　良性成人型家族性ミオクローヌスてんかんにおいて認められたイントロンにおけるリピートの伸長変異
（a）リピートの伸長変異の同定のきっかけとなったデータ．SAMD12遺伝子のイントロンにおけるまれな変異をSanger法により探索していたところ，TTTTAリピートの存在に気づいた（上）．このリピートの回数は発症者の父子において異なることが判明し，これはメンデル遺伝に反するようにみえたが（左下），発症者の父子はPCR法により増幅されない異常に伸長したアレルをもつと考えると（右下），合理的に解釈された．実際に，全ゲノム配列解読により，リピートの伸長変異に相当するデータが得られた．

（b）48の家系においては，SAMD12遺伝子のイントロン4にて短いTTTTAリピートが存在する部位において，TTTTAリピートの伸長変異およびその下流へのTTTCAリピートの挿入が認められた．1つの家系においては，同じ部位において，2つのTTTTAリピートのあいだにはさまれるかたちでTTTCAリピートの挿入が認められた．

図2　BAFME6型およびBAFME7型において認められたイントロンにおけるリピートの伸長変異
（a）BAFME6型．TNRC6A遺伝子のイントロンにおいて，TTTTAリピートのあいだにはさまれるかたちでTTTCAリピートの挿入が認められた．
（b）BAFME7型．RAPGEF2遺伝子のイントロンにおいて，TTTTAリピートのあいだにはさまれるかたちでTTTCAリピートの挿入が認められた．
図3　良性成人型家族性ミオクローヌスてんかんにおけるRNAを介した病態機序の仮説

3つの遺伝子のイントロンに同一のTTTCAリピートの挿入が認められたことから，リピートそのものが病態に直接的にかかわると考えられる．患者のニューロンにおいてはTTTCAリピートの転写により産生されたUUUCAリピートをもつRNA凝集体が確認されており，転写されたリピートを含むRNAを介した病態が想定される．
