
はじめに

QT延長症候群は torsades de pointes から失神や突

然死をきたす可能性のある疾患で，心筋イオンチャネ

ル遺伝子の異常が関与する疾患であることが知られて

いる1）．QT延長症候群に関与する心筋チャネル遺伝

子の異常はこれまでにも多くの報告があり，Kチャネ

ルの KVLQT 1，HERG，minK，MiRP 1 の 4種類及び

Naチャネルの SCN 5 Aの異常がよく知られてい

る1）～9）．

チャネル遺伝子を含めた遺伝子解析には，従来

single-strand conformation polymorphism 法（SSCP）

が用いられている2）4）～6）．しかし，SSCPは解析可能な

DNAサイズが小さいため10）～13），変異部位が不明で解

析範囲が大きい遺伝子のスクリーニングには多くの実

験が必要となる．Cleavase fragment length polymor-

phism法（CFLP）は 1本 鎖DNAの 構 造 の 差 を

Cleavase の切断パターンの違いをみることで解析す

る方法で13）14），大きなサイズの Polymerase Chain Re-

action（PCR）産物でも解析できることから実験の簡略

化も可能である．そこで，今回QT延長症候群の 1家

系においてCFLPを用いて HERG 及び KVLQT 1 遺

伝子の解析を行った．

症 例

症例は 7歳男児．母親は頻回の失神発作をきたして

いたが，成人になり発作はみられなくなっていた．本

児は 4歳頃より運動時等に数回の失神発作を起こし，

てんかんとして治療を受けていた．1997 年 4 月，学校
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QT延長症候群の 1家系においてCleavase fragment length polymorphism 法（CFLP）を用いて HERG

及び KVLQT 1 の遺伝子解析を行った．

【結果】CFLPパターンは KVLQT 1 遺伝子の S 4 から S 5 部位においてのみ差を認め，患児・母の 50

塩基付近でのバンド輝度の増強を認めた．同部位のシークエンスで S 4 側近傍にヘテロ接合の変異が示

唆され（CCGTGG→CCATGG），NcoI による切断パターンでその確認がなされた．

【考案】このコドン 125 の Val からMet のミスセンス変異はWang らの報告の 1家系にも認めた．

CFLPは single-strand conformation polymorphism 法より大きなサイズのDNAでも解析可能で実験結

果も安定している．今回も 835 bp のサイズの PCR産物においてヘテロ接合の点突然変異が検出可能で

あった．CFLPは，チャネル異常のように変異部位が不明で解析範囲が大きい遺伝子のスクリーニングに

おいて有用な方法と考えられた．
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表１　Polymerase chain reaction primers

Cleavase reaction
temperature（℃）ProductSequencePrimer

S1―S3GACGTGCTGCCTGAGTACAAHERG1F

45（381 bp）GTCGAAGGGGATGGCGGCCACCATGHERG2R

S4―S6TGCCCCATCAACGGAATGTGCHERG3F

45（430 bp）GCCCGCCCCTGGGCACACTCAHERG4R

S2―S4GAGATCGTGCTGGTGGTGTTCTKVLQT1 � 1F

55（800 bp）TGCGGGGGAGCTTGTGGCACAGKVLQT1 � 2R

S4―S5GGGCATCCGCTTCCTGCAGAKVLQT1 � 3F

55（835 bp）ACACACAGTTCGGGCTCCAGGAKVLQT1 � 4R

S5―poreTCCTGGAGCCCGAACTGTGTGTKVLQT1 � 4F

35（200 bp）TGTCCTGCCCACTCCTCAGCCTKVLQT1 � 5R

pore―S6CCCCAGGACCCCAGCTGTCCAAKVLQT1 � 6F

35（194 bp）AGGCTGACCACTGTCCCTCTKVLQT1 � 7R

心臓検診にて心電図上のQT延長を指摘され，当科紹

介された．安静時心電図上QT時間 0.48 秒，QTc 0.52

と QT延長を認め（図 1左），QT延長症候群と診断さ

れた．母親の心電図上も同様にQT時間 0.48 秒，QTc

0.54 と QT延長を認めた（図 1右）．血液検査は，貧血

なく，肝機能・腎機能は正常で電解質異常も認めな

日小循誌 17（ 1），2001

図 1 初診時安静時心電図

患児心電図（左）はQT時間 0.48 秒，QTc 0.52 と QT延長を認める．

患児の母の心電図（右）はQT時間 0.48 秒，QTc 0.54 と QT延長を認める．
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かった．propranolol hydrochloride 内服で失神発作は

みられなくなった．

対象及び方法

両親に遺伝子解析の説明を行い，同意のもとに患児，

母，父の末梢血リンパ球からゲノムDNAを抽出した．

健常成人ボランティアからも同様にゲノムDNAを抽

出した．HERG遺伝子増幅用のプライマーはCurran

らの報告をもとに2），2 組のプライマーペアを使用し

（表 1），S 1 から S 6 のほとんどの部分をカバーする部

分の増幅を行った．KVLQT 1 遺伝子増幅用のプライ

マーはWangらの報告をもとに5），4 組のプライマー

ペアを使用し（表 1），S 2 から S 6 のほとんどをカバー

する部分の増幅を行った．増幅はセンスプライマーに

のみ 5’ビオチン修飾を行い，Wang4）らの PCR条件を

用いて行った．Cleavase 反応は Browらの報告15）に準

じておこなった．すなわち，ゲル切り出しを行った 150

fmol の PCR産物を 95℃，60 秒の熱変性により 1本鎖

DNAとし，緩徐に一定温度（表 1）まで冷却させた．

90 秒後に Cleavase 溶液（CFLP Research Reagent，

Third Wave Technologies，WI，USA）を加え 90 秒間

の反応の後にストップバッファーを加えて反応を停止

させた．8M尿素・6％ポリアクリルアミドゲル上で 1

時間電気泳動した後，ナイロンメンブレン（NY-

TRAN，Schleicher & Schuell，Dassel）へトランス

ファーした．メンブレンを乾燥させUVクロスリンク

し，PhototopeTM-Star Detection Kit for Nucleic Acids

（New England Biolabs，Inc. MA，USA）を用いてケミ

ルミネッセンス反応によりバンドを可視化した．患児

及び母親，父親，健常成人の 4人においてCFLPパ

ターンの比較を行った．

遺伝子変異は PCR産物をBigDye Terminator Cy-

cle Sequencing キット（PE Applied Biosystems，東京）

にてラベルし，ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer

（PE Applied Biosystems，東京）を用いてダイレクト

シークエンスを行い確認した．また，制限酵素による

restriction fragment length polymorphismでの確認も

行った．制限酵素は Nco I（宝酒造株式会社，大津市）

を用い，40℃ 1時間処理後に 1％アガロースゲル上で

電気泳動しエチジウムブロマイド染色した．

結 果

CFLPパターンは HERG 遺伝子においては差を認

めなかった．KVLQT 1 の S 4 から S 5 の部分以外にお

いても差を認めなかった．KVLQT 1 遺伝子の S 4 から

S 5 の部位においては患児・母において 50 塩基付近

でのバンドの明らかな輝度増強を認め，100 塩基付近

でも患児・母に輝度増強がみられた．118 塩基付近で

は患児・母に輝度の低下したバンドがみられた（図 2

A）．同部位の PCRをアンチセンス側のプライマーに

ビオチン修飾して行い，そのCFLPパターンを解析す

ると，80 塩基付近に患児・母のみに見られるバンドを

認めた．300 塩基付近では患児・母に輝度の低下した

バンドがみられた（図 2 B）．

ダイレクトシークエンスでこの PCR産物のシーク

図 2 Cleavase Fragment Length Polymorphism

（CFLP）解析パターン

図 2 A センスプライマーにビオチン修飾したCFLP

パターン．KVLQT 1 遺伝子の S 4 から S 5 の部位の
CFLP パターンは患児・母の 50 塩基付近（＊）およ

び 100 塩基付近（＊＊）のバンドの輝度増強と 118

塩基付近（＊＊＊）のバンドの輝度低下を認める．

図 2 B アンチセンスプライマーにビオチン修飾した

CFLP パターン．KVLQT 1 遺伝子の S 4 から S 5 の
部位の CFLP パターンは 80 塩基付近（＃）に患児・

母のみに見られるバンドを認め，300 塩基付近（＃

＃）では患児・母に輝度の低下したバンドがみられ

る．

F；患児の父，P；患児，M；患児の母，N；健常成人
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エンスを確認すると，S 4 側プライマーの 3’末端より

57 番目の塩基がGからAと変異する（CCGTGG→

CCATGG）ヘテロ接合の異常が示唆された（図 3）．

そこで同 PCR産物をCCATGGの配列を選択的に

切断する Nco I で処理すると，患児及び母においての

み PCR産物の一部切断がみられた（図 4）．

以上から患児と母の KVLQT 1 遺伝子のコドン 125

の Val からMet のミスセンス変異が確定された．

考 案

QT延長症候群の遺伝子異常は，Kチャネルの

KVLQT 1，HERG，minK，MiRP 1，Naチャネルの SCN

5 A など 5種類の心筋イオンチャネルの報告があ

る1）～9）．KVLQT 1 の異常は，Wangらが 16 家系の解析

を行い，遺伝子の欠失を 1種類と，10 種類のミスセン

ス変異を報告している5）．これらの異常は S 2―3 部分，

pore 部分，そして S 6 に多くみられている．Tanaka

らも日本人において検討し 4家系の KVLQT 1 遺伝子

の異常を報告しており，S 2―3 部分，pore 部分，そして

S 6 に異常を認めている6）．今回の検討での患児と母

の異常は S 4―5 部分に存在するミスセンス変異で，

Wangらの報告にも同じミスセンス変異の 1家系を認

めている5）．

QT延長症候群の児においてそのチャネル異常の特

定を行うには，従来 SSCPが用いられている2）4）～6）．し

かし，その対象となるゲノム遺伝子のサイズは，

KVLQT 1 が 400 kbp18），HERG 19 kbp と19）その全体の

解析を行うことは現実的ではなく，S 1 から S 6 をカ

バーする部分に限っても，小さい HERG でも 2 kbp

以上ある19）．

SSCPは一本鎖DNAの立体構造の差を全体の泳動

速度の差として検出する方法であるため10），変異をス

クリーニングできるのは 200～300 bp 程度までのサイ

ズのDNAである12）13）．そのため，変異部位が不明で対

象遺伝子が大きいチャネル異常のスクリーニングのよ

うな場合には非常に多くの実験が必要となる．また，

図 3 CFLP で異常をスクリーニングされた部位のダイレクトシークエンス

図 3 A 患児（P）・母（M）の S 4 側プライマーの 3’末端より 57 番目の塩基がGおよ

びAの 2種のピークを認め，父（F）および健常成人（N）は Gのみのピークを示し

ている．患児および母のヘテロ接合の異常（CCGTGG→CCATGG）が考えられる．

図 3 B 患児の異常部分の拡大図．

図 4 Nco I 処理によるRestriction Fragment Length
Polymorphism パターン．

患児・母においてのみ PCR産物の一部切断がみら

れる．

F；患児の父，P；患児，M；患児の母，N；健常成

人
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泳動温度等の条件で結果が安定しないことや，必ずし

も遺伝子変異と泳動速度の変化が一致するとは限らな

いことも，更に事態を煩雑にする10）13）．

CFLPは一本鎖DNAの自己ハイブリダイズ構造に

よるヘアピン構造の 5’側に隣接する一本鎖部位を認

識し切断するCleavase を用い，その切断パターンの違

いをみることでDNA構造の差を解析する方法であ

る13）～17）．1 本鎖DNAの立体構造の違いを利用する点

では SSCPと原理的には同じであり，これまでにも多

くの遺伝子解析に応用されてきている14）～17）．遺伝子

変異があると，自己ハイブリダイズ構造の変化から切

断部分が変化し，一部のバンドのサイズや輝度の変化

が生じ，遺伝子変異のスクリーニングが可能となる．

以上のことより理論上CFLPは泳動速度の変化に依

存する SSCPより検出率が良いことが推測される13）．

また，処理自体が restriction fragment length polymo-

rphismと同様であり結果が安定していることや，2

kbp と大きなサイズの PCR産物でも解析が可能であ

ることも利点と考えられる13）．今回の検討においても

835 bp の PCR産物でヘテロ接合の点突然変異の検出

が可能であった．ただ，CFLPでは PCR産物ごとに

Cleavase を作用させる温度，時間の至適化を検討する

必要がある．今回は表 1のように温度のみの変更とし

（PCR産物のサイズが大きくなるごとに温度条件を上

昇させた），反応時間は 90 秒と一定であり，比較的単

純な設定で行うことができた．また，PCR産物が大き

く，遺伝子変異部位がラベルのされていないプライ

マー側に近い場合には，変異した切断産物のサイズが

大きいために，変異パターンが確認しづらい状況が生

ずる可能性もあり注意を要することとも考えられた．

結 語

1．QT延長症候群の 1家系においてCFLPを用い

て遺伝子解析を行った．

2．患児及びその母親に KVLQT 1 遺伝子のコドン

125 の Val からMet のヘテロ接合の変異を認めた．

3．CFLPは SSCP法より簡便で大きな PCR産物の

解析も可能であり，未知の遺伝子解析に有用な方法の

ひとつと思われた．

本論分の要旨は第 36 回日本小児循環器学会総会（鹿児

島）にて発表した．
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Cleavase fragment length polymorphism analysis in a family with long QT syndrome.

Yuichi Nomura MD, Junko Kamimura MD, Masao Yoshinaga MD,
Jun-ichiro Nishi MD, Yukiharu Kono MD, Koichiro Miyata MD.
Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Kagoshima University

Cleavase fragment length polymorphism analysis（CFLP）for HERG and KVLQT 1 genes were
performed in a family with long QT syndrome. CFLP analysis showed a difference between normal
genes and the patient’s genes in the part between S 4 and S 5 of the KVLQT 1 gene in terms of an in-
creased density of a patient’s band whose size was around 50 base . A heterozygous mutation
（CCGTGG→CCATGG）was indicated using direct sequencing, and the mutation was confirmed by
restriction fragment length polymorphism using the enzyme of Nco I .

This mutation of codon 125（Val→Met）has been previously reported by Wang et al. CFLP analy-
sis expresses stable reproducibility and has the possibility of analyzing much longer DNA fragments
than those possible by single-strand conformation polymorphism（SSCP）. In the present study, one
point heterozygous mutation in 835 base pair polymerase chain reaction product was detectable. It is
suggested that CFLP analysis is a useful method for the screening of unknown mutation（s）in large
genes.
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