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MLPAMLPAMLPAMLPA

図１．図１．図１．図１． MLPAMLPAMLPAMLPA解析例：解析例：解析例：解析例：CraniofacialCraniofacialCraniofacialCraniofacial kitkitkitkit（（（（P080P080P080P080）による）による）による）による TWISTTWISTTWISTTWIST1111遺伝子領域の１コピー減少遺伝子領域の１コピー減少遺伝子領域の１コピー減少遺伝子領域の１コピー減少

上：リファレンスと患者のキャピラリー電気泳動の比較（上：リファレンスと患者のキャピラリー電気泳動の比較（上：リファレンスと患者のキャピラリー電気泳動の比較（上：リファレンスと患者のキャピラリー電気泳動の比較（ ****はピークが半減はピークが半減はピークが半減はピークが半減））））．．．．

下：プローブの領域順並び替えと相対コピー数によるエクセルでの結果表示下：プローブの領域順並び替えと相対コピー数によるエクセルでの結果表示下：プローブの領域順並び替えと相対コピー数によるエクセルでの結果表示下：プローブの領域順並び替えと相対コピー数によるエクセルでの結果表示 ....

MLPAMLPAMLPAMLPA 法は法は法は法は MultiplexMultiplexMultiplexMultiplex Ligation-dependentLigation-dependentLigation-dependentLigation-dependent ProbeProbeProbeProbe

AmplificationAmplificationAmplificationAmplificationの略です。オリゴヌクレオチド連結の略です。オリゴヌクレオチド連結の略です。オリゴヌクレオチド連結の略です。オリゴヌクレオチド連結

アッセイを改良したものでアッセイを改良したものでアッセイを改良したものでアッセイを改良したもので、、、、１回の反応で数十か所１回の反応で数十か所１回の反応で数十か所１回の反応で数十か所

のののの DNDNDNDNAAAA領域のコピー数検出が可能なマルチプレック領域のコピー数検出が可能なマルチプレック領域のコピー数検出が可能なマルチプレック領域のコピー数検出が可能なマルチプレック

スススス PCRPCRPCRPCRの一種ですの一種ですの一種ですの一種です。。。。2002200220022002年に発表され年に発表され年に発表され年に発表され、、、、MRCMRCMRCMRC HollanHollanHollanHollandddd

社を通じて数年の間にヨーロッパを中心に広く利社を通じて数年の間にヨーロッパを中心に広く利社を通じて数年の間にヨーロッパを中心に広く利社を通じて数年の間にヨーロッパを中心に広く利

用されるようになった技術です用されるようになった技術です用されるようになった技術です用されるようになった技術です。。。。アレイアレイアレイアレイ CGHCGHCGHCGHのようのようのようのよう

にゲノム全体を網羅できる方法ではありませんがにゲノム全体を網羅できる方法ではありませんがにゲノム全体を網羅できる方法ではありませんがにゲノム全体を網羅できる方法ではありませんが、、、、

特化したゲノム領域に合わせて効率よく利用でき特化したゲノム領域に合わせて効率よく利用でき特化したゲノム領域に合わせて効率よく利用でき特化したゲノム領域に合わせて効率よく利用でき

る工夫がされておりる工夫がされておりる工夫がされておりる工夫がされており、、、、主に先天異常やがん領域に利主に先天異常やがん領域に利主に先天異常やがん領域に利主に先天異常やがん領域に利

用されています。用されています。用されています。用されています。

１．１．１．１．MLPAMLPAMLPAMLPA法の原理（図２）法の原理（図２）法の原理（図２）法の原理（図２）

MLPAMLPAMLPAMLPA法は一般的な法は一般的な法は一般的な法は一般的な PCRPCRPCRPCR法とは異なり法とは異なり法とは異なり法とは異なり、、、、増幅するの増幅するの増幅するの増幅するの

はサンプルのターゲットはサンプルのターゲットはサンプルのターゲットはサンプルのターゲット DNADNADNADNA配列ではなく配列ではなく配列ではなく配列ではなく、、、、ハイブハイブハイブハイブ

リダイズさせるプローブそのものですリダイズさせるプローブそのものですリダイズさせるプローブそのものですリダイズさせるプローブそのものです。。。。二種類のオ二種類のオ二種類のオ二種類のオ

リゴヌクレオチドプローブがリゴヌクレオチドプローブがリゴヌクレオチドプローブがリゴヌクレオチドプローブが、、、、目的とする目的とする目的とする目的とする DNADNADNADNA配列配列配列配列

に隣接してハイブリダイズするように設計されてに隣接してハイブリダイズするように設計されてに隣接してハイブリダイズするように設計されてに隣接してハイブリダイズするように設計されて

おり、ハイブリダイズ後にライゲーション（連結おり、ハイブリダイズ後にライゲーション（連結おり、ハイブリダイズ後にライゲーション（連結おり、ハイブリダイズ後にライゲーション（連結））））

反応が行われ反応が行われ反応が行われ反応が行われ、、、、連結化されたプローブの増幅が可能連結化されたプローブの増幅が可能連結化されたプローブの増幅が可能連結化されたプローブの増幅が可能

になりますになりますになりますになります。。。。プローブの両端に共通のプローブの両端に共通のプローブの両端に共通のプローブの両端に共通の PCRPCRPCRPCRプライマプライマプライマプライマ

ー結合配列を持たせることでー結合配列を持たせることでー結合配列を持たせることでー結合配列を持たせることで、、、、同一のプライマーで同一のプライマーで同一のプライマーで同一のプライマーで

複数プローブを増幅できます複数プローブを増幅できます複数プローブを増幅できます複数プローブを増幅できます。。。。それぞれのプローブそれぞれのプローブそれぞれのプローブそれぞれのプローブ

で挿入配列のサイズを調節することによってで挿入配列のサイズを調節することによってで挿入配列のサイズを調節することによってで挿入配列のサイズを調節することによって、、、、キャキャキャキャ

ピラリー電気泳動で最大ピラリー電気泳動で最大ピラリー電気泳動で最大ピラリー電気泳動で最大 50505050 のののの PCRPCRPCRPCR産物を分離でき産物を分離でき産物を分離でき産物を分離でき

ますますますます。。。。プライマーの一方に蛍光標識をしているので、プライマーの一方に蛍光標識をしているので、プライマーの一方に蛍光標識をしているので、プライマーの一方に蛍光標識をしているので、

PCRPCRPCRPCR産物の相対ピーク面積を比較することによって産物の相対ピーク面積を比較することによって産物の相対ピーク面積を比較することによって産物の相対ピーク面積を比較することによって

患者サンプルの各領域のコピー数定量ができます患者サンプルの各領域のコピー数定量ができます患者サンプルの各領域のコピー数定量ができます患者サンプルの各領域のコピー数定量ができます。。。。

図２．図２．図２．図２．MLPAMLPAMLPAMLPA法の原理法の原理法の原理法の原理

MLPAMLPAMLPAMLPA法で工夫されている点として法で工夫されている点として法で工夫されている点として法で工夫されている点として、、、、１１１１））））連結化され連結化され連結化され連結化され

たプローブのみが増幅されるという反応特異性たプローブのみが増幅されるという反応特異性たプローブのみが増幅されるという反応特異性たプローブのみが増幅されるという反応特異性、、、、２２２２））））

単一単一単一単一のののの PCPCPCPCRRRRプライマーを用いることによる反応の安プライマーを用いることによる反応の安プライマーを用いることによる反応の安プライマーを用いることによる反応の安
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定性定性定性定性、、、、３３３３））））増幅産物の長さを区別することにより複増幅産物の長さを区別することにより複増幅産物の長さを区別することにより複増幅産物の長さを区別することにより複

数領域を１つの反応系で扱える簡便性数領域を１つの反応系で扱える簡便性数領域を１つの反応系で扱える簡便性数領域を１つの反応系で扱える簡便性、、、、４４４４））））およおよおよおよそそそそ

24242424時間で全行程が終了する迅速性時間で全行程が終了する迅速性時間で全行程が終了する迅速性時間で全行程が終了する迅速性、、、、が挙げられます。が挙げられます。が挙げられます。が挙げられます。

２．主な利用法２．主な利用法２．主な利用法２．主な利用法

１）コピー数変化の検出（図１）コピー数変化の検出（図１）コピー数変化の検出（図１）コピー数変化の検出（図 1111））））

MLPAMLPAMLPAMLPA 法の最も有効な利用法は目的領域における法の最も有効な利用法は目的領域における法の最も有効な利用法は目的領域における法の最も有効な利用法は目的領域における

数数数数 kbkbkbkb 前後の重複や欠失の検出で、遺伝子内のエク前後の重複や欠失の検出で、遺伝子内のエク前後の重複や欠失の検出で、遺伝子内のエク前後の重複や欠失の検出で、遺伝子内のエク

ソン単位でのコピー数変化の検出に力を発揮しまソン単位でのコピー数変化の検出に力を発揮しまソン単位でのコピー数変化の検出に力を発揮しまソン単位でのコピー数変化の検出に力を発揮しま

す。直接塩基配列決定法（ダイレクトシーケンスす。直接塩基配列決定法（ダイレクトシーケンスす。直接塩基配列決定法（ダイレクトシーケンスす。直接塩基配列決定法（ダイレクトシーケンス））））

は遺伝子内変異をみるスタンダードな方法ですがは遺伝子内変異をみるスタンダードな方法ですがは遺伝子内変異をみるスタンダードな方法ですがは遺伝子内変異をみるスタンダードな方法ですが、、、、

通常各エクソン毎に通常各エクソン毎に通常各エクソン毎に通常各エクソン毎に PCRPCRPCRPCR増幅をするので増幅をするので増幅をするので増幅をするので、、、、エクソンエクソンエクソンエクソン

全体の欠失では正常アリルのみが検出され全体の欠失では正常アリルのみが検出され全体の欠失では正常アリルのみが検出され全体の欠失では正常アリルのみが検出され、、、、結果を結果を結果を結果を

誤ってしまいます。また通常の誤ってしまいます。また通常の誤ってしまいます。また通常の誤ってしまいます。また通常の FISHFISHFISHFISH用プローブで用プローブで用プローブで用プローブで

は検出規模がは検出規模がは検出規模がは検出規模が 100100100100 kbkbkbkb 前後なので、小さな欠失を同前後なので、小さな欠失を同前後なので、小さな欠失を同前後なので、小さな欠失を同

定することはできません定することはできません定することはできません定することはできません。。。。すなわちすなわちすなわちすなわち、、、、FISHFISHFISHFISH法やシー法やシー法やシー法やシー

ケンス法で検出が不可能なケンス法で検出が不可能なケンス法で検出が不可能なケンス法で検出が不可能な““““すきますきますきますきま””””を埋める検査を埋める検査を埋める検査を埋める検査

としての利用価値があります。としての利用価値があります。としての利用価値があります。としての利用価値があります。

図１の解析例図１の解析例図１の解析例図１の解析例はははは MLPMLPMLPMLPAAAA法で同定され法で同定され法で同定され法で同定されたたたた TWISTTWISTTWISTTWIST1111遺伝遺伝遺伝遺伝

子の欠失です子の欠失です子の欠失です子の欠失です。。。。この遺伝子は頭蓋縫合早期癒合症をこの遺伝子は頭蓋縫合早期癒合症をこの遺伝子は頭蓋縫合早期癒合症をこの遺伝子は頭蓋縫合早期癒合症を

きたきたきたきたすすすす Saethre-ChotzeSaethre-ChotzeSaethre-ChotzeSaethre-Chotzennnn症候群の原因遺伝子ですが、症候群の原因遺伝子ですが、症候群の原因遺伝子ですが、症候群の原因遺伝子ですが、

遺伝子全体の大きさが約遺伝子全体の大きさが約遺伝子全体の大きさが約遺伝子全体の大きさが約 2.22.22.22.2 kbkbkbkbで、エクソンがで、エクソンがで、エクソンがで、エクソンが 2222

個しかない小さな遺伝子です個しかない小さな遺伝子です個しかない小さな遺伝子です個しかない小さな遺伝子です。。。。この例ではダイレクこの例ではダイレクこの例ではダイレクこの例ではダイレク

トシーケンスやトシーケンスやトシーケンスやトシーケンスや TWIST1TWIST1TWIST1TWIST1遺伝子を含む遺伝子を含む遺伝子を含む遺伝子を含む BACBACBACBAC クロークロークロークローンンンン

FISHFISHFISHFISHでは異常は検出されずでは異常は検出されずでは異常は検出されずでは異常は検出されず、、、、最終的に最終的に最終的に最終的に TWST1TWST1TWST1TWST1遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子

の各エクソンに複数のプローブを配置しているの各エクソンに複数のプローブを配置しているの各エクソンに複数のプローブを配置しているの各エクソンに複数のプローブを配置している

CraniofacialCraniofacialCraniofacialCraniofacial kitkitkitkit（（（（SALSASALSASALSASALSA P080-B1,P080-B1,P080-B1,P080-B1, MRCMRCMRCMRC HollandHollandHollandHolland））））

を使って、エクソンを使って、エクソンを使って、エクソンを使って、エクソン 1111～～～～2222における約における約における約における約 1.61.61.61.6 kbkbkbkbにわたにわたにわたにわた

る連続る連続る連続る連続 4444プローブのヘテロ欠失を確認しました。プローブのヘテロ欠失を確認しました。プローブのヘテロ欠失を確認しました。プローブのヘテロ欠失を確認しました。

DuchenneDuchenneDuchenneDuchenne 型筋ジストロフィーの原因遺伝子であ型筋ジストロフィーの原因遺伝子であ型筋ジストロフィーの原因遺伝子であ型筋ジストロフィーの原因遺伝子であ

るるるる DMDMDMDMDDDD遺伝子は点変異よりもエクソン単位の欠失や遺伝子は点変異よりもエクソン単位の欠失や遺伝子は点変異よりもエクソン単位の欠失や遺伝子は点変異よりもエクソン単位の欠失や

重複の方が多い（約重複の方が多い（約重複の方が多い（約重複の方が多い（約 65%65%65%65%）ので、検査会社も第一選）ので、検査会社も第一選）ので、検査会社も第一選）ので、検査会社も第一選

択として択として択として択として MLPAMLPAMLPAMLPA法を用いています。法を用いています。法を用いています。法を用いています。

２）一塩基変異の検出２）一塩基変異の検出２）一塩基変異の検出２）一塩基変異の検出

MLPAMLPAMLPAMLPAプローブのシグナルの低下を欠失とするには、プローブのシグナルの低下を欠失とするには、プローブのシグナルの低下を欠失とするには、プローブのシグナルの低下を欠失とするには、

少なくとも２つ以上の連続するプローブで低下し少なくとも２つ以上の連続するプローブで低下し少なくとも２つ以上の連続するプローブで低下し少なくとも２つ以上の連続するプローブで低下し

ている必要がありますている必要がありますている必要がありますている必要があります。。。。単一プローブのみのシグナ単一プローブのみのシグナ単一プローブのみのシグナ単一プローブのみのシグナ

ル低下ではル低下ではル低下ではル低下では、、、、ハイブリダイズするサンプル配列の一ハイブリダイズするサンプル配列の一ハイブリダイズするサンプル配列の一ハイブリダイズするサンプル配列の一

塩基変異によるプローブ配列とのミスマッチの可塩基変異によるプローブ配列とのミスマッチの可塩基変異によるプローブ配列とのミスマッチの可塩基変異によるプローブ配列とのミスマッチの可

能性があり能性があり能性があり能性があり、、、、確認が必要です確認が必要です確認が必要です確認が必要です。。。。ライゲーション周辺ライゲーション周辺ライゲーション周辺ライゲーション周辺

部位のミスマッチがあると部位のミスマッチがあると部位のミスマッチがあると部位のミスマッチがあると、、、、ライゲーション反応がライゲーション反応がライゲーション反応がライゲーション反応が

抑制されること抑制されること抑制されること抑制されることでででで PCPCPCPCRRRR増幅が阻害される可能性が高増幅が阻害される可能性が高増幅が阻害される可能性が高増幅が阻害される可能性が高

くなりますくなりますくなりますくなります。。。。これらの影響を確認する実験がこれらの影響を確認する実験がこれらの影響を確認する実験がこれらの影響を確認する実験が NF1NF1NF1NF1遺遺遺遺

伝子領域の伝子領域の伝子領域の伝子領域の MLPAMLPAMLPAMLPA解析にて行われており、実際にシ解析にて行われており、実際にシ解析にて行われており、実際にシ解析にて行われており、実際にシ

グナル低下が証明されています（グナル低下が証明されています（グナル低下が証明されています（グナル低下が証明されています（ WimmerWimmerWimmerWimmer etetetet

al.,2006al.,2006al.,2006al.,2006））））。筆者らも、。筆者らも、。筆者らも、。筆者らも、 NF1NF1NF1NF1 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子 kitkitkitkit（（（（ SALSASALSASALSASALSA

P081/P082,P081/P082,P081/P082,P081/P082, MRCMRCMRCMRC HollandHollandHollandHolland）による）による）による）による MLPAMLPAMLPAMLPA 解析で、１解析で、１解析で、１解析で、１

プローブのみのシグナル低下の同定をきっかけにプローブのみのシグナル低下の同定をきっかけにプローブのみのシグナル低下の同定をきっかけにプローブのみのシグナル低下の同定をきっかけに

当該領域のダイレクトシーケンスを施行し当該領域のダイレクトシーケンスを施行し当該領域のダイレクトシーケンスを施行し当該領域のダイレクトシーケンスを施行し、、、、既知の既知の既知の既知の

病原性の点変異を同定した例を経験しました病原性の点変異を同定した例を経験しました病原性の点変異を同定した例を経験しました病原性の点変異を同定した例を経験しました。。。。このこのこのこの

ような例はまれでような例はまれでような例はまれでような例はまれで、、、、MLPAMLPAMLPAMLPAで遺伝子内の点変異や数塩で遺伝子内の点変異や数塩で遺伝子内の点変異や数塩で遺伝子内の点変異や数塩

基の欠失基の欠失基の欠失基の欠失・・・・重複を網羅的にスクリーニングすること重複を網羅的にスクリーニングすること重複を網羅的にスクリーニングすること重複を網羅的にスクリーニングすること

は不可能です。は不可能です。は不可能です。は不可能です。

またまたまたまた、、、、上述したライゲーション部位のミスマッチ上述したライゲーション部位のミスマッチ上述したライゲーション部位のミスマッチ上述したライゲーション部位のミスマッチ

感受性を利用することで、例えば脊髄性筋委縮症感受性を利用することで、例えば脊髄性筋委縮症感受性を利用することで、例えば脊髄性筋委縮症感受性を利用することで、例えば脊髄性筋委縮症

（（（（SMASMASMASMA））））の診断に応用されていますの診断に応用されていますの診断に応用されていますの診断に応用されています。。。。SMASMASMASMA患者の大部患者の大部患者の大部患者の大部

分は分は分は分は SMN1SMN1SMN1SMN1遺伝子エクソン遺伝子エクソン遺伝子エクソン遺伝子エクソン 7777 のホモ接合欠失を持ちのホモ接合欠失を持ちのホモ接合欠失を持ちのホモ接合欠失を持ち

ます。ます。ます。ます。SMN1SMN1SMN1SMN1遺伝子と遺伝子と遺伝子と遺伝子と SMN2SMN2SMN2SMN2遺伝子はエクソン遺伝子はエクソン遺伝子はエクソン遺伝子はエクソン 7777とエとエとエとエ

クソクソクソクソンンンン 8888の間に一塩基の違いがあるだけで区別が難の間に一塩基の違いがあるだけで区別が難の間に一塩基の違いがあるだけで区別が難の間に一塩基の違いがあるだけで区別が難

しいのですがしいのですがしいのですがしいのですが、、、、ライゲーション部位にこれらの一塩ライゲーション部位にこれらの一塩ライゲーション部位にこれらの一塩ライゲーション部位にこれらの一塩

基の違いに対応するプローブを設定することによ基の違いに対応するプローブを設定することによ基の違いに対応するプローブを設定することによ基の違いに対応するプローブを設定することによ

りりりり、、、、それぞれのコピー数を区別して検出することがそれぞれのコピー数を区別して検出することがそれぞれのコピー数を区別して検出することがそれぞれのコピー数を区別して検出することが

可能です可能です可能です可能です。。。。このことによりこのことによりこのことによりこのことにより、、、、患者だけでなくヘテロ患者だけでなくヘテロ患者だけでなくヘテロ患者だけでなくヘテロ

接 合 欠 失 を 示 す 保 因 者 診 断 に も 有 用 で す接 合 欠 失 を 示 す 保 因 者 診 断 に も 有 用 で す接 合 欠 失 を 示 す 保 因 者 診 断 に も 有 用 で す接 合 欠 失 を 示 す 保 因 者 診 断 に も 有 用 で す

（（（（ScarciollaScarciollaScarciollaScarciolla etetetet al.,2006al.,2006al.,2006al.,2006））））。。。。

３）メチル化特異的３）メチル化特異的３）メチル化特異的３）メチル化特異的 MLPAMLPAMLPAMLPA

MLPAMLPAMLPAMLPA のもう１つの主要な応用例としてメチル化のもう１つの主要な応用例としてメチル化のもう１つの主要な応用例としてメチル化のもう１つの主要な応用例としてメチル化

の 定 量 が あ り 、の 定 量 が あ り 、の 定 量 が あ り 、の 定 量 が あ り 、 MethylationMethylationMethylationMethylation Specific-MLPASpecific-MLPASpecific-MLPASpecific-MLPA

（（（（MS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAMS-MLPA）と呼びます。）と呼びます。）と呼びます。）と呼びます。MS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAMS-MLPA法の原理（図３法の原理（図３法の原理（図３法の原理（図３））））

は図２のコピー数解析の行程が基本となっていまは図２のコピー数解析の行程が基本となっていまは図２のコピー数解析の行程が基本となっていまは図２のコピー数解析の行程が基本となっていま

すがすがすがすが、、、、途中でメチル化感受性酵素を反応させる点が途中でメチル化感受性酵素を反応させる点が途中でメチル化感受性酵素を反応させる点が途中でメチル化感受性酵素を反応させる点が

異なります異なります異なります異なります。。。。ライゲーションで処理する際にライゲーションで処理する際にライゲーションで処理する際にライゲーションで処理する際に、、、、メチメチメチメチ

ル化感受性酵素を加えた系とル化感受性酵素を加えた系とル化感受性酵素を加えた系とル化感受性酵素を加えた系と、、、、これを加えない系のこれを加えない系のこれを加えない系のこれを加えない系の

２系列に分割します２系列に分割します２系列に分割します２系列に分割します。。。。酵素を加えた系では酵素を加えた系では酵素を加えた系では酵素を加えた系では、、、、酵素で酵素で酵素で酵素で

切断される非メチル化アリル切断される非メチル化アリル切断される非メチル化アリル切断される非メチル化アリル（（（（対立遺伝子対立遺伝子対立遺伝子対立遺伝子））））はそのはそのはそのはその

後後後後 PCRPCRPCRPCR増幅されず増幅されず増幅されず増幅されず、、、、切断されないメチル化アリルの切断されないメチル化アリルの切断されないメチル化アリルの切断されないメチル化アリルの

みが増幅されますみが増幅されますみが増幅されますみが増幅されます。。。。酵素を加えない系では通常のコ酵素を加えない系では通常のコ酵素を加えない系では通常のコ酵素を加えない系では通常のコ

ピー数解析と同様にどちらのアリルも増幅されまピー数解析と同様にどちらのアリルも増幅されまピー数解析と同様にどちらのアリルも増幅されまピー数解析と同様にどちらのアリルも増幅されま

すすすす。。。。最終的にこの２系列の相対コピー数を比較する最終的にこの２系列の相対コピー数を比較する最終的にこの２系列の相対コピー数を比較する最終的にこの２系列の相対コピー数を比較する

ことによってことによってことによってことによって、、、、メチル化アリルと非メチル化アリルメチル化アリルと非メチル化アリルメチル化アリルと非メチル化アリルメチル化アリルと非メチル化アリル
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の割合を定量することができます（の割合を定量することができます（の割合を定量することができます（の割合を定量することができます（ NygrenNygrenNygrenNygren etetetet

al.,2005al.,2005al.,2005al.,2005））））。。。。

図３．図３．図３．図３．MS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAの原理の原理の原理の原理

がん組織におけるがん抑制遺伝子のプロモータがん組織におけるがん抑制遺伝子のプロモータがん組織におけるがん抑制遺伝子のプロモータがん組織におけるがん抑制遺伝子のプロモータ

ー領域のメチル化検出やー領域のメチル化検出やー領域のメチル化検出やー領域のメチル化検出や、、、、インプリンティング疾患インプリンティング疾患インプリンティング疾患インプリンティング疾患

におけるメチル化異常の検出などに使われていまにおけるメチル化異常の検出などに使われていまにおけるメチル化異常の検出などに使われていまにおけるメチル化異常の検出などに使われていま

すすすす。。。。特に特に特に特に Prader-WilliPrader-WilliPrader-WilliPrader-Willi症候群症候群症候群症候群/Angelman/Angelman/Angelman/Angelman症候群に関症候群に関症候群に関症候群に関

連す連す連す連するるるる 15q1115q1115q1115q11−−−−11113333領域の解析や領域の解析や領域の解析や領域の解析や、、、、Beckwith-WiedemanBeckwith-WiedemanBeckwith-WiedemanBeckwith-Wiedemannnnn

症候群症候群症候群症候群/Russell-Silver/Russell-Silver/Russell-Silver/Russell-Silver症候群に関連する症候群に関連する症候群に関連する症候群に関連する 11p15.511p15.511p15.511p15.5

領域の解析などには、ヨーロッパを中心に領域の解析などには、ヨーロッパを中心に領域の解析などには、ヨーロッパを中心に領域の解析などには、ヨーロッパを中心に MLPAMLPAMLPAMLPAがががが

広く使用されており広く使用されており広く使用されており広く使用されており、、、、これらの疾患で第一選択の検これらの疾患で第一選択の検これらの疾患で第一選択の検これらの疾患で第一選択の検

査として推奨されています（査として推奨されています（査として推奨されています（査として推奨されています（ScottScottScottScott etetetet al.,2008al.,2008al.,2008al.,2008））））。。。。

これらのインプリンティング疾患における刷り込これらのインプリンティング疾患における刷り込これらのインプリンティング疾患における刷り込これらのインプリンティング疾患における刷り込

み中心（み中心（み中心（み中心（ImprintingImprintingImprintingImprinting CenterCenterCenterCenter：：：：ICICICIC）は通常親由来に）は通常親由来に）は通常親由来に）は通常親由来に

よってメチル化と非メチル化が分かれておりよってメチル化と非メチル化が分かれておりよってメチル化と非メチル化が分かれておりよってメチル化と非メチル化が分かれており、、、、メチメチメチメチ

ル化可変領域（ル化可変領域（ル化可変領域（ル化可変領域（DifferentialDifferentialDifferentialDifferential MethylatedMethylatedMethylatedMethylated Region:Region:Region:Region:

DMRDMRDMRDMR）とも呼ばれています。すなわち正常では半分）とも呼ばれています。すなわち正常では半分）とも呼ばれています。すなわち正常では半分）とも呼ばれています。すなわち正常では半分

がメチル化がメチル化がメチル化がメチル化、、、、半分が非メチル化であるため半分が非メチル化であるため半分が非メチル化であるため半分が非メチル化であるため、、、、MS-MLPMS-MLPMS-MLPMS-MLPAAAA

解析ではシグナルが約解析ではシグナルが約解析ではシグナルが約解析ではシグナルが約 50%50%50%50%に減少しますが、低メチに減少しますが、低メチに減少しますが、低メチに減少しますが、低メチ

ル化ではシグナルがさらに低下しル化ではシグナルがさらに低下しル化ではシグナルがさらに低下しル化ではシグナルがさらに低下し、、、、高メチル化では高メチル化では高メチル化では高メチル化では

逆に減少が抑えられます逆に減少が抑えられます逆に減少が抑えられます逆に減少が抑えられます。。。。またまたまたまた MS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAではコピーではコピーではコピーではコピー

数異常も同時に検出できるのが利点です。数異常も同時に検出できるのが利点です。数異常も同時に検出できるのが利点です。数異常も同時に検出できるのが利点です。

PWS/ASPWS/ASPWS/ASPWS/ASの診断はの診断はの診断はの診断は、、、、我が国では健康保険の適応か我が国では健康保険の適応か我が国では健康保険の適応か我が国では健康保険の適応からららら

FISHFISHFISHFISH法が未だに第一選択ですが法が未だに第一選択ですが法が未だに第一選択ですが法が未だに第一選択ですが、、、、親由来や非欠失例親由来や非欠失例親由来や非欠失例親由来や非欠失例

の同定ができないなど診断不能な例があります。の同定ができないなど診断不能な例があります。の同定ができないなど診断不能な例があります。の同定ができないなど診断不能な例があります。

bisulfitebisulfitebisulfitebisulfiteを用いたメチル化特異的を用いたメチル化特異的を用いたメチル化特異的を用いたメチル化特異的 PCRPCRPCRPCR法は非欠失法は非欠失法は非欠失法は非欠失

型も含めた診断が可能で診断率が向上しますが型も含めた診断が可能で診断率が向上しますが型も含めた診断が可能で診断率が向上しますが型も含めた診断が可能で診断率が向上しますが、、、、定定定定

量性がないので欠失型量性がないので欠失型量性がないので欠失型量性がないので欠失型・・・・非欠失型の区別は困難です。非欠失型の区別は困難です。非欠失型の区別は困難です。非欠失型の区別は困難です。

MS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAMS-MLPA法ではメチル化解析だけでなくコピー数解法ではメチル化解析だけでなくコピー数解法ではメチル化解析だけでなくコピー数解法ではメチル化解析だけでなくコピー数解

析としても当該領域に複数のプローブを配置して析としても当該領域に複数のプローブを配置して析としても当該領域に複数のプローブを配置して析としても当該領域に複数のプローブを配置して

いるのでいるのでいるのでいるので、、、、共通領域の欠失のみならず共通領域の欠失のみならず共通領域の欠失のみならず共通領域の欠失のみならず、、、、まれではあまれではあまれではあまれではあ

るもののるもののるもののるものの ICICICIC など微細な領域の欠失も同定可能であなど微細な領域の欠失も同定可能であなど微細な領域の欠失も同定可能であなど微細な領域の欠失も同定可能であ

りりりり、、、、他解析法に比べ診断能力が高いことが分かりま他解析法に比べ診断能力が高いことが分かりま他解析法に比べ診断能力が高いことが分かりま他解析法に比べ診断能力が高いことが分かりま

す（表１す（表１す（表１す（表１））））。。。。[13c[13c[13c[13c SNPSNPSNPSNPアレイとメチル化アレイとメチル化アレイとメチル化アレイとメチル化 PCR]PCR]PCR]PCR] を参を参を参を参

照。照。照。照。

表１．表１．表１．表１．PWSPWSPWSPWS //// ASASASAS診断における各解析法の比較診断における各解析法の比較診断における各解析法の比較診断における各解析法の比較

共通領域の共通領域の共通領域の共通領域の

欠失欠失欠失欠失

UPDUPDUPDUPD

エピ変異エピ変異エピ変異エピ変異 aaaa ICICICIC 欠失欠失欠失欠失 bbbb

FISHFISHFISHFISH法法法法 ○○○○ ×××× ××××

メチル化メチル化メチル化メチル化

PCRPCRPCRPCR法法法法
○○○○（分類は不可）（分類は不可）（分類は不可）（分類は不可）

MS-MLPAMS-MLPAMS-MLPAMS-MLPA ○○○○ ○○○○**** ○○○○

aaaa 刷り込み中心の刷り込み中心の刷り込み中心の刷り込み中心のエピジェネティックな変異エピジェネティックな変異エピジェネティックな変異エピジェネティックな変異

bbbb 刷り込み中心の微細欠失刷り込み中心の微細欠失刷り込み中心の微細欠失刷り込み中心の微細欠失

*UPD*UPD*UPD*UPDとエピ変異の区別は困難とエピ変異の区別は困難とエピ変異の区別は困難とエピ変異の区別は困難

３．臨床応用における注意点３．臨床応用における注意点３．臨床応用における注意点３．臨床応用における注意点

MLPMLPMLPMLPAAAA法はアレ法はアレ法はアレ法はアレイイイイ CGCGCGCGHHHH検査に比べてコストが安いこ検査に比べてコストが安いこ検査に比べてコストが安いこ検査に比べてコストが安いこ

とととと、、、、検査の簡便性検査の簡便性検査の簡便性検査の簡便性、、、、ゲノム網羅的検査に比べて結果ゲノム網羅的検査に比べて結果ゲノム網羅的検査に比べて結果ゲノム網羅的検査に比べて結果

の解釈がしやすい点などの解釈がしやすい点などの解釈がしやすい点などの解釈がしやすい点など、、、、臨床現場において使いや臨床現場において使いや臨床現場において使いや臨床現場において使いや

すいパッケージです。我が国ですいパッケージです。我が国ですいパッケージです。我が国ですいパッケージです。我が国で MLPAMLPAMLPAMLPA検査を行って検査を行って検査を行って検査を行って

いる施設は一部の検査会社や専門病院いる施設は一部の検査会社や専門病院いる施設は一部の検査会社や専門病院いる施設は一部の検査会社や専門病院、、、、大学病院に大学病院に大学病院に大学病院に

限られており限られており限られており限られており、、、、保険診療でカバーされていないので、保険診療でカバーされていないので、保険診療でカバーされていないので、保険診療でカバーされていないので、

利用に制限があるのが現状です利用に制限があるのが現状です利用に制限があるのが現状です利用に制限があるのが現状です。。。。MLPAMLPAMLPAMLPA法の１回の反法の１回の反法の１回の反法の１回の反

応で利用可能なプローブは最大約応で利用可能なプローブは最大約応で利用可能なプローブは最大約応で利用可能なプローブは最大約 50505050で、近年オリで、近年オリで、近年オリで、近年オリ

ゴアレイで用いる数十万ものプローブ数には到底ゴアレイで用いる数十万ものプローブ数には到底ゴアレイで用いる数十万ものプローブ数には到底ゴアレイで用いる数十万ものプローブ数には到底

及びません。このことは及びません。このことは及びません。このことは及びません。このことは MLPAMLPAMLPAMLPA法がゲノム全体を網法がゲノム全体を網法がゲノム全体を網法がゲノム全体を網

羅する検査ではなく羅する検査ではなく羅する検査ではなく羅する検査ではなく、、、、あくまで目的領域に特化したあくまで目的領域に特化したあくまで目的領域に特化したあくまで目的領域に特化した

検査であることを意味しており検査であることを意味しており検査であることを意味しており検査であることを意味しており、、、、各目的に応じた使各目的に応じた使各目的に応じた使各目的に応じた使

い分けが必要です。い分けが必要です。い分けが必要です。い分けが必要です。

解釈上の注意点としては解釈上の注意点としては解釈上の注意点としては解釈上の注意点としては、、、、上述したように一塩基上述したように一塩基上述したように一塩基上述したように一塩基

の違いによる感受性があるのでプローブ設定領域の違いによる感受性があるのでプローブ設定領域の違いによる感受性があるのでプローブ設定領域の違いによる感受性があるのでプローブ設定領域

に一塩基多型があると病原性とは関係なくシグナに一塩基多型があると病原性とは関係なくシグナに一塩基多型があると病原性とは関係なくシグナに一塩基多型があると病原性とは関係なくシグナ

ルが低下する可能性がありルが低下する可能性がありルが低下する可能性がありルが低下する可能性があり、、、、他の検査や両親での確他の検査や両親での確他の検査や両親での確他の検査や両親での確

認も必要となります認も必要となります認も必要となります認も必要となります。。。。また診断の感度にも注意が必また診断の感度にも注意が必また診断の感度にも注意が必また診断の感度にも注意が必

要です要です要です要です。。。。単一遺伝子疾患の多くはその原因の大部分単一遺伝子疾患の多くはその原因の大部分単一遺伝子疾患の多くはその原因の大部分単一遺伝子疾患の多くはその原因の大部分

を点変異が占めているのでを点変異が占めているのでを点変異が占めているのでを点変異が占めているので、、、、MLPAMLPAMLPAMLPA法で同定可能なの法で同定可能なの法で同定可能なの法で同定可能なの
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は遺伝子変異の一部に過ぎないことの認識が必要は遺伝子変異の一部に過ぎないことの認識が必要は遺伝子変異の一部に過ぎないことの認識が必要は遺伝子変異の一部に過ぎないことの認識が必要

です。です。です。です。
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