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ミトコンドリア呼吸鎖異常症の迅速診断と疾病遺伝子異常の解明に関する研究

緒　言

　先天性高乳酸血症は小児科・新生児科領域における
難病の一つで最も頻度の高い先天代謝異常症である
が，現在でもその約6割は病因診断がなされていない．
正確な診断と，それに基づく的確なカウンセリング
や治療法の開発が望まれる．診断が困難な最大の理由
は先天性高乳酸血症の最大の原因と考えられるミト
コンドリア呼吸鎖異常症の診断が非常に困難なためで
ある．Blue native ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（BN-PAGE）法は，膜に組み込まれて可溶化の非常に
困難な大分子タンパク質の解析のために考案された方
法である．私達はこの研究でIn vitro 酵素活性測定と
BN-PAGE 法によるタンパク質レベルの解析を組み合
わせて，まずミトコンドリア呼吸鎖異常症を迅速で正
確に診断するシステムを確立したい．
　さらにミトコンドリア異常症の特性として，ミト
コンドリア遺伝子と核遺伝子の二重支配を受けるた
めに病因遺伝子の探索が極めて難しいことが挙げら
れる．本研究ではBN-PAGE 法の特性を生かして異常
症をまずタンパクレベルで効率的に分類し，その後
ミトコンドリア及び核の既知遺伝子を解析する．次い
で将来的には未知の核支配病因遺伝子についても発
現マイクロアレー， ホモ接合ハプロタイプ法で解析
したいと考える．

材料と方法

材料：この研究は埼玉医科大学倫理審査委員会に
おいて審議され許可を受けて進められた．対象と
なった症例はBernierらのミトコンドリア呼吸鎖異
常症の診断基準において“ 可能性例（possible）” 以上
の基準を満たした症例を検索対象とした．臨床症状

は，新生児期致死性高乳酸血症から思春期の軽い筋
緊張低下や食欲不振までに渉り非常に幅広い．大部
分が原因不明の高乳酸血症症例であるが，一部は高
乳酸血症を呈さずに多臓器にまたがる症状を呈した
ことからミトコンドリア呼吸鎖異常症（MRCD）を
疑われた症例も含む．半数以上の症例が，新生児期
から乳児期にかけて発病していた．約 4 分の3の症
例が，先天性高乳酸血症や何かのミトコンドリア
異常症と臨床診断されていた．男女比はほぼ同等で
あった．平成 20 年 5 月末現在日本全国の臨床医（主
に小児科医）のご協力で，合計 120 家系 123 症例から
156 検体（皮膚線維芽細胞 89 検体，肝臓 34 検体，筋
肉 22 検体，心臓 9 検体，腎臓・脾臓各 1 検体）のご提
供を頂いた．現在までのところ，103 家系 106 症例の
解析が終了している．線維芽細胞は皮膚または骨髄
から採取した．
方法：線維芽細胞の培養は既報に従った．ミトコンド
リアはArganらの方法に基づいて二段階遠心分離法で
単離精製した．
1)ミトコンドリア呼吸鎖酵素活性の測定（大竹）
　個々の呼吸鎖酵素及び対照としてのクエン酸合成酵
素（citrate synthase; CS）活性は，光度計を用いた既報
に従った．即ち肝臓と心臓は粗ホモジェネートを直接
に，線維芽細胞は単離したミトコンドリア画分を測定
サンプルとした．呼吸鎖酵素活性はCSとの相対比で表
し，対照35人の平均に対するパーセントで示した．
2)Blue native 電気泳動（BN-PAGE）法を用いた解析（大竹）
　単離したミトコンドリア画分は使用まで−80℃冷
凍庫に保存した．線維芽細胞及び羊水細胞から単離
したミトコンドリアは，界面活性剤であるドデシル
マルトシドで可溶化し，BN-PAGEとそれに続くイム
ノブロット法を用いて呼吸鎖複合体の量と大きさを
解析した．各複合体の解析に用いた抗体は以下のサブ
ユニットに対するもので，いずれもMolecular Probe 
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社から購入した．呼吸鎖Ⅰ, 39 kDaサブユニット ; 呼
吸鎖Ⅱ, 70 kDaサブユニット ; 呼吸鎖 Ⅲ, コア1サブ
ユニット ; 呼吸鎖Ⅳ, サブユニット1．核複合体の複
合体Ⅱに対する相対比は，Biorad GS-800 Calibrated 
Densitometerで定量し，3 回のBN-PAGE&イムノブ
ロット実験の平均値で表した．毎回の実験においては
1 枚のゲルに2つの対照を同時に流し，この2つの対照
の相対比の平均を100％として計算した．各呼吸鎖複
合体のゲル内活性染色も既報に従った．
3)ミトコンドリアと核 DNA 量の比較定量（mtDNA/
nDNA）（大竹）
　精製 DNAを用いて，ミトコンドリア（呼吸鎖Ⅰ- ND1
サブユニット）と核（膵のう胞性線維症遺伝子エクソン
24）のDNAをreal time PCR（qPCR）で増幅しその量比
を検討した．実験は4 回繰り返して行い，その平均と
標準偏差を測定した．
4)ミトコンドリアDNA 枯渇症候群の責任遺伝子解析

（岩佐）
　すでに病因として報告のある8種類の遺伝子（DGUOK, 
MPV17, PEO1, POLG, RRM2B, SUCLA2, SUCLG1, 
TK2）とその関連遺伝子 2 種（POLG2, ANT1），合計 10
種類の遺伝子を，各エクソン毎にPCR 増幅しその塩基
配列を直接決定した．

結　果

1) ミトコンドリア呼吸鎖異常症（MRCD）の診断
　まず細胞・臓器別の解析結果を述べる．線維芽細
胞では解析が終了した67 症例中 23 例，34％がMRCD
と診断でき，各種酵素異常症が幅広く存在していた．
肝臓では解析した31 家系中 34 症例中 21 家系 23 症
例，68％がMRCDと診断できたが，そのうち後に示
すミトコンドリアと核 DNA 量の比較定量（mtDNA/
nDNA）結果からミトコンドリアDNA 枯渇症候群と
診断できた家系が8 家系を占めることが特徴だった．
筋肉では解析した22 症例中 13 例，59％がMRCDと
診断でき，呼吸鎖ⅠとⅣの異常症がそれぞれ4 例ず
つであった．心臓では解析した9 症例中 6 例，67％
がMRCDと診断でき，呼吸鎖Ⅰ異常症が過半数で
あった．

　以上解析症例をまとめると解析した103 家系 106
症例中，51 家系 53 症例（50％）をMRCDと診断した
( 図 1)．単独酵素欠損症としては呼吸鎖Ⅰ欠損症が20
例と最も多く，他に呼吸鎖Ⅲ異常症が4 例，呼吸鎖Ⅳ
異常症を5 例診断できた．さらに呼吸鎖Ⅱの量と活性
のみが残り，Ⅰ, Ⅲ, Ⅳの量と活性の全てが低下した
症例が10 家系 12 症例存在し，ミトコンドリアDNA 枯
渇症候群と考えられた．これらについてはmtDNA/
nDNAを検討した結果，全てがmtDNA 枯渇症候群と
診断できた．症例におけるmtDNA/nDNA の平均値
は0.6 ～ 23.7％と幅があったが，重症例ほどその値が
低い傾向があった．枯渇症候群症例の多くは新生児期
から乳児早期に肝障害で発症する予後不良の症例で
肝移植を受けている症例が半数以上であった．
2) 病因遺伝子の検討（表1）
　遺伝子診断のできた7 家系 8 症例の一覧を表 1に
示す．ミトコンドリア遺伝子異常が4 家系，核遺伝子
異常（いずれも新規変異）が3 家系 4 症例である．ただ
し症例 5についてはまだDGUOKのヘテロ異常が一個
見つかっているだけで現在も解析を継続中である．症

表 1. 遺伝子診断のついた症例の一覧

図 1. ミトコンドリア呼吸鎖異常症（MRCD）の診断結果． 
解 析 し た103家 系106症 例 中，51家 系53症 例（50 ％）を
MRCDと診断した．単独酵素欠損症としては呼吸鎖Ⅰ欠損
症が20例と最も多く，他に呼吸鎖Ⅲ異常症を4例，呼吸鎖
Ⅳ異常症を5例，呼吸鎖Ⅱのみ活性の残るミトコンドリア
DNA枯渇症候群を12例，複数の酵素活性の低下した症例
を12例診断した．
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例 6は両親の各々が一つずつ遺伝子異常を持つことも
確認してあり，発端者に認められたMPV17 遺伝子の
複合ヘテロ変異が病因である可能性は高い．症例 8で
は，POLGの複合ヘテロ変異に加えて，SUCLG1のヘ
テロ変異も発見されたが，未だ両親の解析もできてお
らずこれらの遺伝子異常と病気との因果関係は不明で
ある．

考　察

　BN-PAGE と in vitro 酵素活性測定を用いて，103 家
系 106 症例の候補症例から，51 家系 53 症例（50％）の
ミトコンドリア呼吸鎖異常症例（MRCD）を診断した．
MRCD 中では呼吸鎖Ⅰ異常症が最多であった．病因遺
伝子としてミトコンドリア遺伝子異常を4 例，核遺伝
子異常を3 家系 4 症例に発見した．今後発現マイクロ
アレー， ホモ接合ハプロタイプ法や BN-PAGE でのア
センブリングパターンによるグループ分けを用いて更
なる新規責任遺伝子に迫りたい．mtDNA 枯渇症候群
は複数（特にⅠ＋Ⅲ＋Ⅳ）の呼吸鎖酵素活性が低下した
症例における最大の病因である．侵される臓器・組織
特異性を含めた臨床症状の差異と残されたmtDNAの
質と量を解析しつつ，候補遺伝子を絞り込み分子学的
解析を進める予定である．
　ミトコンドリア遺伝子異常を認めた症例の方が年長
発症の軽症例が多い．今回核遺伝子異常はミトコンド
リアDNA 枯渇症候群に絞って解析を進めたことも年
齢差を説明する理由にはなるが，一般的に核遺伝子異
常によるミトコンドリア病の方が重症で，小児科領域
ではMRCDの大多数が核遺伝子異常に由来すること
は最近の多くの文献でも明らかになってきている．
　臨床的に注目すべきは3 症例において高乳酸血症が
存在していないことである．また症例 2の網膜色素変
性と症例 8の眼振は特徴的である．たとえ高乳酸血症
がなくとも，単一臓器起源としては説明のつかない多
臓器にまたがる症状の存在する時，特に眼科的異常
の併存する時はMRCDの存在も念頭に置かねばなら
ない．
　BN-PAGE はMRCDの迅速で正確な診断にとって必
須であるのみならず，診断後の分子学的解析にも有用
な情報を与えてくれる極めて有力な解析手段であると
考えられた．
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