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研究要旨：乳幼児突然死症候群(SIDS)に関する本格的な分子生物学的な検索は未だ施

行されていない。本報告においては、SIDS の責任遺伝子を検索する試みとして、近

年日本で開発された DNA の二次元電気泳動法である Restriction Landmark Genomic

Scanning (RLGS)法を施行し、その初期結果を報告する。年齢４か月の SIDS 児の大脳

皮質と年齢３か月の対照児の大脳皮質に対して、各々別個に RLGS 法を施行し、SIDS

児のみに出現する特異的なスポットを検索した。その結果、SIDS 児 non-SIDS 児間の

スポット一致率は 98.12%であり、ヒトの平均スポット一致率が 99.07%であることに

比較すると、SIDS 児 non-SIDS 児間のスポット一致率は低率であることが確認された。

又、SIDS 児のみにみられるスポット出現率は 1.19%、non-SIDS 児のみにみられるス

ポット出現率は 0.6%であった。以上より、RLGS 法により、複数の SIDS 児に共通し

て出現し non-SIDS 児には出現しない SIDS 特異スポットを探索できる可能性が確認

された。これらの SIDS 特異スポットを打抜き、スポットクローニング法に持ち込む

ことによって、SIDS に特異的な責任遺伝子をクローニングすることが可能である。

Ａ．研究目的

　乳幼児突然死症候群（SIDS)に関する

本格的な分子生物学的な検索特にその責

任遺伝子に関する検索は未だ施行されて

いない。そこで、本報告においては、SIDS

の責任遺伝子を検索する試みとして、

Restriction Landmark Genomic Scanning

(RLGS）法を施行した。

　RLGS 法は、近年日本において開発さ

れた DNA の二次元電気泳動法であり

(1,2)、高速スキャニング能を有している。

展開されたスポットは個々の遺伝子の座

位を示し、スポットを打抜いてスポット

クローニングを行うことが可能である

(3)。又、本法においては、ハイブリダ

イゼーションも PCR も行う必要がなく、

ただ cutter base の異なる３つの制限酵素

を組み合わせて DNA を切断するのみで

ある。

　このため、SIDS 児および対照児のゲ

ノミック DNA を RLGS 法にて泳動し、

SIDS 児に共通して出現するスポットで、

かつ対照児に出現しないスポットを選択

し、スポットクローニングに持ち込む事

で、SIDS の責任遺伝子をクローニング

することが可能と思われる。

今回はこれら RLGS 法からスポットクロ

ーニングを施行する一連の過程の中で、

その初期過程を施行したので、ここに報

告する。

B、研究方法

　４か月の SIDS 事例及び３か月の対照

事例について大脳皮質の凍結組織 500mg

から、及び成人血液から、Blin N 等の方

法(4)によってゲノミック DNA を抽出し



た。

　RLGS 法の原理は図１に示す通りであ

る(5)。抽出したゲノミック DNA につい

て、RLGS 法の８段階の工程（ブロッキ

ング、NotI によるランドマーク分割、ラ

ベリング、ラベルされた DNA の PvuII

による断片化、アガロースゲルによる第

一次元電気泳動、ラベルされた DNA の

PstI による断片化、ポリアクリルアミド

ゲルによる第二次元電気泳動、オートラ

ジオグラフィー）を施行した(5)。各工

程の概要は次の通りである(5)。

(1)ブロッキング：非特異反応を防ぐ為

に、dGTPαS・dCTPαS・ddATP・ddTTP

の存在下に Ecoli DNApolymerase10unit

を、ゲノム DNA に作用させる。

(2)NotI によるランドマーク分割：ブロ

ックされた DNA を NotI20unit で消化す

る。これがランドマーク（分割標識）と

なる。

(3)ラベリング：αー３２P デオキシヌク

レオチド(dGTP,dCTP)をシーケナーゼ

(ver2.0)13unit とともに、デイチオスレイ

トール存在下に反応させる。

(4)ラベル化DNAのPvuIIによる断片化：

PvuII20unit ・ ddGTP ・ ddCTP ・ MgCl2

をラベル化 DNA とともに 37C60 分間イ

ンキュベートする。

(5)アガロースゲルによる第一次元電気

泳動：そうめん状の１％アガロースゲル

にて、100Volts2 時間・ 230Volts24 時間

電気泳動する。

(6)ラベル化 DNA の PstI による断片化：

アガロース電気泳動ゲルを PstI760unit

で断片化する。

(7)ポリアクリルアミドゲルによる第二

次元電気泳動：平板状の 5%ポリアクリ

ルアミドゲルにて、100Volts２時間・

150Volts24 時間電気泳動する。

(8)オートラジオグラフィー：最終的な

ゲルを乾燥させ、オートラジオグラフィ

ーにて可視化する。

     可視化されたフィルム（図２、図

３）について、全判読可能スポット数、

SIDS 事例のみに出現したスポット数お

よび出現率、non-SIDS 事例のみに出現

したスポット数および出現率、SIDS ・

nonSIDS 間のスポットの一致率、成人ヒ

トにおけるスポットの平均一致率を算出

した。

Ｃ、結果

　SIDS 事例について、判読可能スポッ

ト数は 335、SIDS 事例のみに出現した

スポット数は 4 個(1.2%)であった。non-

SIDS 事例について、判読可能スポット

数は 333、non-SIDS 事例のみに出現した

スポット数は２個(0.6%)であった。

　SIDS ・ non-SIDS 間のスポット一致率

は 98.12%であった。

　ヒト成人事例について、判読可能スポ

ット数は 542̃1105 スポット、スポット

一致率は平均 99.07%であった。

Ｄ、考察

　SIDS に関する分子生物学的な解析に

ついては、ミトコンドリア DNA 解析を

行ったもの(6,7)、神経系のアポトーシス

を解析したもの(8)、脂肪酸代謝との関

係を解析したもの(9,10)、cytochrome P-

450 との関係を解析したもの(11,12)、heat

shock protein の遺伝子多型を解析したも

の(13)、ウイルス感染との関係を解析し

たもの(14,15,16)、HLA 遺伝子との関係

を解析したもの(17,18)があるが、いずれ

も本格的な責任遺伝子の検索とは言い難

い。

　今回の RLGS 法を用いた予備実験の結

果、SIDS ・ non-SIDS 間のスポット一致

率は 98.1%であり、人におけるスポット

一致率 99.1%より 1%低いことから、

SIDS ・ nonSIDS 間で特異的なスポット

が発現している可能性がある。更に、

SIDS 児のみに発現したスポットが４個



（1.2%)、nonSIDS 児のみに発現したス

ポットが２個（0.6%)であることから、

SIDS ・ nonSIDS 間の非一致スポットの

中から、SIDS 児に特異的なスポットを

選び出すことが可能と思われる。更に、

SIDS 特異的スポットを打抜きスポット

クローニングに持ち込むことで、SIDS

特異的遺伝子をクローニングすることが

可能となる。

　しかし、SIDS の病因について再考す

るなる、SIDS が単一責任遺伝子によっ

てもたらされる疾患であるという確証は

ない。現在、臨床状態・死亡状況調査・

剖検所見によって SIDS であると診断さ

れた事例には、代謝異常等の複数の病因

によるものが混在していることが予想さ

れる。そのような事例を除外した時に、

初めて真の SIDS が浮かびあがってくる

ことになる。この為、RLGS 法により SIDS

特異的スポットを把握する前提としては、

試料の対象となる SIDS 児数及び対照児

数ができるだけ多数であることが望まし

い。高嶋らは現に SIDS 臓器バンクを構

築しているが、SIDS 児及び対照児の凍

結臓器を入手することは非常に困難であ

り、十分な必要数を入手するのは困難な

状況にある。

　また、今回予備実験を施行した RLGS

法はDNA を試料とするものであり、RNA

を試料とする Microaray 法及び DNA チ

ップ法による責任遺伝子解析の施行も今

後検討されるべきである。

Ｅ、結論

　RLGS 法により、複数の SIDS 児に共

通して出現し non-SIDS 児には出現しな

い SIDS 特異スポットを探索できる可能

性が確認された。これらの SIDS 特異ス

ポットを打抜き、スポットクローニング

法に持ち込むことによって、SIDS に特

異的な責任遺伝子をクローニングするこ

とが可能である。
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Fig. 2 SIDS 及び Non-SIDSRLGS パターン
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