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Iはじめに

  ミ卜コンドリア脳筋症には，慢性進行性外眼筋麻痺（CPEO)，福原病（MERRF)，メラス

（MELAS)の三大臨床病型があり，それぞれが特異的なミトコンドルア（mt) DNA異常を

もっことが明らかにされた。すナょわちCPEOでは大きな欠失が，MERRFとMELASではそ

れぞれルジンと口イシンの転移RNA内に点変異が証明された。これらmtDNA上の遺伝子異

常を検出することは，従来からおこなわれてきた診断法に新たな方法を追加することになり，さ

らに正確で迅速な診断が得られるものと考えられる。本研究では，この遺伝子診断の臨床応用例

を検討し，その意義および問題点をっいて考察する。

H対  象

  国立精神・神経センター神経研究所微細構造研究部に登録されているミトコンドルア脳筋症患

者（CPEO：40例，MERRF：6例，MELAS： 40例）を対象とした。

m方  法

  生検筋からはフェノール／ク口口ホルム法で，末梢血からは塩析法で全DNAを分離した。

＠サザンブロッティング（SB）法：欠失の検出には制限酵素PvuIIで，MELASの点変異検出に

はApaIで処理した後に電気泳動しプローブにはヒト正常人の胎盤から調整したmtDNAを用

いた。◎PCR法：プライマーは，両方向で合計約50個（平均して約650塩基対ずつ離れている）

を作成した。欠失をPCR法で検出するには，数種類のプライマーの組合わせを用いて，欠失部

位をはさむような組合わせを捜し出すことが必要であった。さらに欠失断点を含んだDNA断

片を制限酵素HinfIやFIaeIIIで切断し，その結果得られたdigestion profileを正常で得られ

るものと比較することで，欠失部位をより正確に推定した（PCR―・RFLP法）。またこの方法は，

MELASの変異を検出する際（変異部位を含むDNA断片を制限酵素ApaIで切断）にも，



MERRFの変異を検出する際（変異部位を含む領域を，Naelという制限酵素の切断点ができる

ようなミスマッチプライマーを用いて増幅した後，同酵素で切断）にも用いた。◎PCR法を用

いた直接塩基配列決定法：最初のPCR産物から，非対称PCR法で一本鎖DNAを増幅し，サ

ンガ一法で塩基配列を決定した。この方法で，CPEOにおける欠失部分の正確な位置を決定し，

MERRFの点変異を検出した。

IV結  果

  （1）CPEO

  SB法で生検筋に欠失が証明されたのは，40例中31例（780／0）であった。そのうち，29~~Jは単

一の欠失を，2例に多種類の欠失を認めた。これらの欠失は，すべてPCR法でもその存在が確

認でき，さらに単一欠失例22例にっいてfま，PCR―RFLP法でその欠失部位を推定した。直接

塩基配列決定法で正確な欠失断点を決定した例では，断点周辺にdirect repeatsの存在してい

る例が多く，このrepeats欠失の起こる機序と深く関わっていることが示された。生検腎を検

討した2例では，骨格筋と同じ大きさ，部位の欠失が認められた。線維芽細胞を検討した2例のう

ち1例はSB法でもPCR法でも骨格筋と同一な欠失が確認できたが，もう一例はPCR法でも

確認できなかった。欠失mtDNAは必ず正常mtDNAと共 存しており，SB法で欠失mtDNA

の比率を算出すると，10―90%であった。

  (2) MERRF

  検査した6例全例に，直接塩基配列決定法およびミスマッチプライマーを用いたPCR―RFLP

法で変異が確認された。ミトコンドリアミオパチ一以外の患者20人には，この変異は存在しな

かった。この変異も，異常と正常が共存していることが示された。

  (3) MELAS

  検査した40例のうち，32例(80％）に塩基番号3，243の点変異が存在した。この変異は，正常

な50人には一例も存在しなかった。また，異常なmtDNAは正常mtDNAと必ず共存していた。

変異mtDNAの正常に対する比率は，SB法で50％から92％と推定された。血液を用いて検査

し た 5例 で は ， 骨 格 筋 で の 変 異 の 有 無 と 血 液 で の そ れ は 必 ず 一 致 し た 。

V考  察

  ミトコンドリア脳筋症は，臨床病理学的にCPEO，MERRF，MELASの三大病型に分けられ

ており，また一方で生化学的酵素異常から電子伝達系酵素複合体I欠損症やIV欠損症としても分
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類されていた。その理由は，臨床病型と酵素異常とが一対一に対応しないためであり，二っの分

類法の併用が余儀なくされていた。しかし本研究で明らかなように，臨床病型とmtDNA異常

とがほば一対一に対応する事実は，臨床的分類の有用性を示すとともに，ミトコンドリア脳筋症

における遺伝子診断の大きな根拠になる。

  CPEOにおいては，約70%の症例に大きな欠失が存在した。残りの症例はSB法やPCR法で

確認できないほどの小さな欠失か，あるいは点変異が存在しているのかもしれない。また，ミト

コンドリア内のほとんどの酵素が核DNAにコードされていることを考えると，mt DNAには

変異はなく，核DNA異常の存在するCPEOも否定できない。欠失mtDNAの存在に関しては

組織特異性と疾患特異性にっいて考慮する必要がある。CPEOにおいては骨格筋に多量の欠失

mtDNAが検出されるのに対し，血液細胞や線維芽細胞には少量しか検出されないことが多い。

一方，Pearson病では，血液細胞に多量の欠失mtDNAが存在する。おそらく両者は同じミト

コンドリア異常による疾患と考えられるが，その違いは障害を受ける臓器・組織の差によると考

えられる。また最近，筋緊張性ジスト口フィー症や発作性ミオグ口ビン尿症の骨格筋で，欠失

mtDNAが見っかっている。また，特発性心筋症患者の心筋やパーキンソン病患者の脳でも，P

CR法で欠失が証明された。さらに，正常老人の心筋や脳から欠失がみっかるという報告もある。

したがって，mtDNAを調ベ，それをCPEOの診断に利用するには，臨床症状や筋病理所見な

どと合わせ，総合的な検討が不可欠と思われる。

  MERRFとMELASのmtDNA検査において，それぞれ100%と80％の症例に共通な点変異

が存在した。その際，検査材料として血液細胞を用いても，生検筋を用いた場合と変異の存在に

関しては差がなく，より迅速で簡便な検査法になると考えられた。

  結論として，ミトコンドリア脳筋症におけるmtDNA分析は，きわめて臨床的に有用性が高

いといえる。今後は，これらmtDNA異常が引き起こす生化学的変化の基礎的研究が発展し，

ミ 卜 コ ン ド リ ア 脳 筋 症 の 病 態 の 全 容 が 明 ら か に さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  松本脩三
副査  教授  葛巻  暹
副査  教授  近藤喜代太郎

  ミトコンドルア脳筋症には，慢性進行性外眼筋麻痺（以下CPEO)，福原病（以下MERRF），

メラス（以下MELAS)の3大病型があり，それぞれがある種のミ卜コンドlJア（mt）DNA

の異常をもっことがこの研究の冒頭で報告された。今回の研究は，CPE040例，MERRF6例，

MELAS40例を対象としてそれらの遺伝子解析を行い，臨床診断におけるその有用性を示すこと

を目的として行われた。方法には，患者の生検筋から，一部の例では線維芽細胞や血液細胞から

DNA分離し，サザンブ口ッティング法とよびPCR法（ミスマッチプライマーを用いる方法，

制限酵素切断を加える方法，直接塩基配列法を合む）が用いられた。その結果，QCPE040例中，

31例に欠失mtDNAが正常mtDNAと共存する形で存在し，そのうち29例が単一欠失，2例が

多重欠失であった。欠失はCPEO以外の病型には認められず，疾患特異的ナょ遺伝子異常と考え

られた。◎MERRFでは，検査した6例全例に，塩基番号8344の点変異を認め，ミトコンドリ

ア病以外の筋疾患患者20人の生検筋には一例も存在しなかった。◎MELASでは，検査した40

例のうち，32例（80％）の生検筋に，塩基番号3243の点変異（申請者らが世界に先駆けて発見）

が存在し，正常な50人には一例も存在しなかった。血液を用いて検査した5例では，骨格筋での

変異を有無と血液でのそれは，必ず一致した。以上の結果から，ミトコンドリア脳筋症の3大病

型には，それぞれ特異性の高いmtDNA異常の存在することが明らかにになり，mtDNA検査

が臨床的に高い有用性をもっことが実証された。今後この新しい診断法が広く応用され，ミトコ

ンドリア脳筋症の診断がより迅速に，より確実に行われることになるものと考えられ，この研究

の医学的価値は極めて高いと判断された。

  なお，副査の葛巻・近藤両教授から方法論上の問題点や，臨床上の分類と分子病としての再構

築の間の関係にっき質問がなされ，さらに柿沼，長島，宮崎3教授にも討議を頂戴したが，いず

れ に 関 し て も 極 め て 順 当 且 つ ， 正 確 な 答 え が さ れ た も の と 判 断 さ れ た 。
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