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p a ti e n t s ･ A n d t h e p e r c e n t a g e s o f m u t a n t m t D N A w e r e si m il a rl y h i gh i n b o t h cli n i c all y af -

f e ct e d a n d u n aff e c t e d ti s s u e s i n 2 M E R R F
,
2 M E L A S

,
a n d 1 M E R R F/ M E L A S o v e rl a p s y

n -

d r o m e p a ti e n t s ･ S i n g l e m u s c l e fi b e r a n al y si s
,
h o w e v e r

,
r e v e al e d t h a t t h e p r o p o r ti o n o f m u

-

t a n t m t D N A w a s s l g n ifi c a n tl y h i g h e r i n r a g g e d - r e d fib e r s t h a n i n n o n - r a g g e d - r e d fib e r s .

K e y w o r d s : M E R R F
,
M E L A S

,
h e t e r o p l a s m

y ,
S S C P

,
a u t o p s ie d ti s s u e s

は じ め に

ミ ト コ ン ドリ ア病は
,
ミト コ ン ドリ ア の 一 次 的

な機能異常 に基 づく疾患 の 総称 である . 本症 の 筋

病理所見 の 記載 として は
,
19 66 年の Sb y ら の 報告

が最初 で あるが , その後19 72 年に 01 s o n & E n g el

により ゴ モ リ ･ トリク ロ
ー

ム 変法染色が導入され
,

L eb e r 遺伝性視神経萎縮症など
一

部の 病型を除き
,

ミ ト コ ン ドリ ア 病の多くで は
,
生検骨格筋標本 で

r a g g e d - r ed fib e r ( R R V) と い う赤紫に濃染す る

筋繊維が認め られる こ と が明らかにな っ た .

一

方
,
遺伝子 レ ベ ル の研究は

,
A n d e r s o n ら によ

る m t D N A の 全塩基配列 の 決定
1) や W all a c e ら

による L eb e r 遺伝性視神経萎縮症 の 病因の 解明
2 )

,

S b o ff n e r ら
3)

, 米田ら
4) によ る M E R R F ( m y o cl o

-

n u s e pil e p s y a s s o ci a t ed w it h r a g g e d - r ed fib e r s)

の病 因の 解明をき っ か けに急速に進歩 し
, 多彩 な

病型が報告され て い る .
こう した ミ ト コ ン ドリ ア

病 の 患者 で は
, 何 れ の 病型 にお い て も

,
変 異型

m t D N A と野生型 m t D N A が ヘ テ ロ プ ラ ス ミ
-

( b et e r o p l a s m y) と呼ばれる混在 した状態 で 存在

して い る こ とが明らか にされ た
3) 5 )6)

こ の た め
,
h e t e r o pl a s m y と臨床症状と の 関連

性に つ い て
,
幾 つ かの仮説が提唱され て きた . 第1

に
,
ミ ト コ ン ドリ ア病患者の 発症時期 や重症度 と

b e t e r o p l a s m y ( 変異型 m t D N A の 割合) と の 相関

性の 有無, 第2 には
,
各々 の m t D N A 変異 が特有

な表現型をとりやす い 原因と し て
,
疾患毎に各臓

器の b et e r o p l a s m y の 程度が異なるた め で はな い

か と い う仮説 で ある . 第 3 に は
,
t R N A

Le u ( U U R )

の32 4 3 変異 ( A - G ) な ど同 一 の 塩基変異を持 つ

患者 の 中にも ,
M E L A S ( m it o c b o n d ri al e n c e p b a -

1 o m y o p a t h y w it h l a cti c a cid o s i s a n d st r o k e
-lik e

e pi s o d e s) の 典型的な臨床症状を呈す る症例 だ け

で はなく
,
時 に糖尿病や 難聴 の み の症例

7)
, 進行性

外眼筋麻痔の み の 症例6)8 )
,

M E R R F 様の 臨床症

状を呈する 症例
9)1 0)

,
M E R R F / M E L A S o v e rl a p

症状を呈する症例
11 ト 13) な ど多彩な病型が存在す

る事が報告され
,
その 原因と して 症例毎の臓器間

の h et e r o p l a s m y の 差が関連し て い る の で はな い

か と言う仮説 で ある .

そこ で本著で は
,

こ れ らの 問題に対す る研究を

お こな っ た .

ヘ テ ロ プラ スミ ー

の定量法の問題点

通常,
塩基変異 の有無の 診 断法とし て は

, ゲ ノ

ム D N A を P C R ( p ol y m e r a s e ch a i n r e a c ti o n) に

て増幅後に制限酵素で消化し, 断片長の 変化をみる

P C R - R F L P ( r e st ri c ti o n f r a g m e n t l e n g t h p o ly
-

m o r p hi s m ) 法が用 い られる ･ しかし,
ミ ト コ ン ド

リ ア病の ように 複数 の塩基配列 が h et e r o p l a s m y

の 状態 で存在する疾患 で は
,
P C R 法で D N A を増

幅する際に, 熱変性と ア ニ リ ン グを繰り返す過程

で ヘ テ ロ デ ュ プレ ッ ク ス ( b e t e r o d u pl e x) と 呼ば

れ る野生型 D N A と変異型 D N A が ミ ス ア ニ リ ン

グした P C R 産物が 出現す る .
こ の h e t e r o d u pl e x

は制限酵素 で は消化 され な い た め
,
通常 の P C R -

R F L P 法 で定量をお こな っ た場合
,
実際 の 割合 に

比較 し, 見か け上 制限酵素で 消化され な い D N A

の比率が高くなる と いう欠点があり, 正確な定量

は困難 で ある3)14 )

一

方
,
S o u t b e r n 法 で は

,
M E R R F の よう に通常

の制限酵素の 認識部位 の 変化 を伴わな い 塩基変異

で は分析が不可能 で ある . 更 に
,
制限酵素 を用 い

るため部分消化 の 可能性や ト ラ ン ス フ ァ
ー

や ハ イ

プリ ダイ ゼ - シ ョ ン の効率 に よる誤差 な どの 問題

点がある . またサ ン プル 量が多く必要な ため
, 敬

細な組織 に おける b e t e r o pl a s m y の 定量 は 困難 で

ある .

こ れら の 問題点を解決する方法と し て
,
我 々 は
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表 1 M E R R F 患者 の 骨格筋
,
末梢 血 に お け る b et e r o p l a s m y

と 臨床症状

患者 C a s e l C a s e 2 C a s e s C a s e 4 C a s e s C a s e 6 C a s e 7 C a s e 8 C a s e 9 C a s el O C a s e l l C a s e1 2

年齢/性 別 53/ F 2 5/ M 2 0/ M 5 5/ F 2 1/ F 6 7 / F 2 5/ M 1 6/ F 1 5 / F 3 0/ F 3 0/ F 5 8/ M

続柄 母 子 従 兄 弟 母 娘 母 子 姉 妹

発症年齢 栄 16 1 4 莱 18 5 5 C l l 9 2 5 C 4 5

死亡年齢 22 6 9 2 9 3 0

ミ オ ク ロ ー

ヌ ス ＋ ＋ ＋ ＋ 十 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

て ん か ん ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

小脳失調 : ± ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ミ オ パ チ
- ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

痴呆 ＋ ＋ ＋ ± ＋ ＋ ＋ ＋ ± ＋ ＋ ＋ ＋

足変形 ＋ ＋ ＋

難聴 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

視神経萎縮 ＋ ± 士

R a g g ed - r ed fi b e r s 未検 ＋ ＋ 未検 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

電子伝 達系

酵素低下

正 常 未検 正常 未検 未検 正常 I 13 %

Ⅳ 33 % Ⅳ 49 % Ⅳ 42 %

未検

Ⅳ 42 %
未換

検体

変異型 m t D N A ( % )

血 12 % 血 23 %

筋 94 %

血 3 6 % 血 45 % 血 59 %

筋 83 %

血 66 %

筋 94 % 筋 87 % 筋 9 2 % 筋 87 % 筋 94 %

血 60 %

( c : c b ild f o o d )

p c R の最後の 1 サイク ル に 5
'

- 末端を エ ン ド ･ ラ

ベ リ ン グした プライ マ
ー を反応系に加える事によ

り, 正確な比率を定量 で きるような方法を 開発 し

た
14)

. しか し,
こ の 方法で は

, 微量な組織の分析が

困難で ある こ とから, 我 々 は
,
P C R - S S C P 法を用

い た分析方法を確立すると共に ,
こ の 方法を用 い

て M E R R F およ び M E L A S 患者 の ヘ テ ロ プラ ス

ミ
-

と臨床症状
,
組織所見と の 関連性に つ い て 検

討をお こな っ た .

分析対象と研究方法

1 . 分析対象

分析対象は
,
7 家系12 症例 の M E R R F 患者及 び

5 家系5 症例 の M E L A S 患者の生検骨格筋も しく

は末梢血である . ( 表 1 ) 及び ( 表 2 ) に その 臨床

症状 の概略を示す.

また ,
M E R R F 患者 の うち症例 7

15) 及び 症例

12
16)

,
M E L A S 患者 の うち症例 1

17)
,
症例 2 1 8)

お

よ び症例 6
13) ( t R N A

Le u ( U U R ) の 塩基番号32 43 変

異を伴 い
,
臨床的に M E L A S/ M E R R F o v e rl a p 症

候群を呈 した症例) に つ い て
,
剖検組織 の 凍結組

織を用 い て分析をお こな っ た .

また更に, 微細な組織で の 変性の 有無を調 べ る

ため
, 中枢神経系で は

, 厚さ10 / ∠ m の 凍結切片よ

り実体顕微鏡下 で
一 辺が約20 / ∠ m 四 方の 切片を

切離( プル キ ン エ 細胞は si n gl e c ell) , 骨格筋は20

〃 m の厚さの 凍結切片よ り si n gl e fib e r を切離 し

分析をお こな っ た .

2 . 分析方法

変異型お よび野生型 m t D N A の s u b cl o n i n g

M E L A S ( 塩基番号3
,
2 43 変異) 及び M E R R F ( 塩

基番号8 ,3 44 変異) 患者の P C R 産物よ り得ら れ た

D N A 断片を
, p U C 19 ベ ク タ

ー を用 い て サブク ロ ー

ニ ン グした . ク ロ ー ニ ン グ部位 は , M E L A S は塩

基番号2
,
436 - 4

,
12 1

17)
,
M E R R F は塩基番号8

,
191

- 8 ,730
19) の 範囲で ある .

オリゴプライ マ ー の作成

M E L A S に つ い て は , 塩 基 変 異 の 存 在 す る

t R N A Le u ( U U R )( 塩基番号3230 -330 4) をはさんだ位

置にオリ ゴ プライ マ
ー を作成 した . なお ,

M E R R F

に つ い て は, 塩基変異 の 存在する t R N A L y s ( 塩基

番号82 95 - 8360) の直前 の 5 プライ ム 側 ( 塩基番号

8
,
2 72 - 8

,
289) に 9 塩基 の 繰 り返 し配列 が あり ,

こ の 部位 で 正常人の 約16 % に 9 塩基 の 欠失がある
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表 2 32 4 3 変異を有す る患者 の 骨格筋
,
末梢 血 に おける h e t e r o p l a s m y と 臨床症状

患 者
M E L A S o v e r l a p

C a s e l C a s e 2 C a s e 3 C a s e 4 C a s e 5 C a s e 6

年齢/ 性別 1 0/ F 14/ M 4 4/ F 3 4/ F 57/ M 44/ M

発 症 年 齢 4 2 41 32 5 5 2 8

死 亡 年 齢 l l 1 4 4 4

脳 卒 中 様 症 状

曜 吐 ･

頭 痛 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

巣 症 状 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

意 識 障 害 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

て ん か ん ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ミ オ ク ロ ー

ヌ ス ＋ ＋

小 脳 失 調 ＋ ＋

ミ オ パ チ -

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

知 能 低 下 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ± :±

難 聴 ＋ ＋ ＋ ＋

視 神 経 萎 縮 ＋ ＋

外 眼 筋 麻 痔 ＋ ＋

心 疾 患 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

低 身 長 ＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋

＋

糖 尿 病 ＋ ＋ ＋ ＋

乳 酸 ア シ ド
-

シ ス ＋ ＋ ＋ ＋

R a g g e d- r e d fib e r s ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

電 子 伝 達 系

酵 素 低 下

Ⅰ 49 %

I 1 6 &p

Ⅲ 47 0/o

Ⅳ 1 8 %

V 2 6 %

正 常 N . E . N . E . N . E .

検 体

変異型 m t D N A ( % ) 筋 81 0/. 筋 8 4 0/o

血 8
0
/.

筋 6 2 0/.

血 3 1 % 血 82 %

筋 4 5 %

( o v e r l a p : M E R R F / M E L A S o v e r l a p s y n d r o m e)

こ とが知られ て い る
20) ため

, 欠矢部位 を避け て プ

ラ イ マ
ー を作成 した .

プライ マ ー の 標識法お よび P C R

2 0 p モ ル の オリ ゴ プ ラ イ マ ー を
, γ

-
3 2 p - A T P を

用 い て 5
'

- 末端 を標 識 し
,
5 分 間 煮 沸 し て T 4 -

P o l y n u cl e o ti d e ki n a s e を失活させ た後
,
もう 一 方

の オリ ゴ プラ イ マ
ー を 20 p モ ル

,
d N T P を 各々

25 n モ ル
,
1 0 × r e a cti o n b u ff e r を 40 FL l 加え て

,

総量 を 32 0 /∠ 1 と し
,
使用時ま で 凍結保存 し た .

次 に上 記の 溶液80 F L l 毎に
,
T a q D N A p ol y m e r a s e

を 0 .5 F L l 加え
,
各 P C R チ ュ

ー

ブ に 8 F L l づ つ 分注

する ･ ク ロ ー

ン 化 した m t D N A ( 0 . 2 5 n g / 〃 1) を
,

各々 の チ ュ
ー ブ に 2 /

∠ 1 づ つ 加え て
,
20 サ イ ク ル

の P C R をお こ な っ た . P C R 終了後
,
9 5 % ホ ル ム

ア ル デ ヒ ド色素溶液を加え10 倍 に希釈 した後
,
5

分間煮沸後に
, 水冷 し直ち に泳動した .

S S C P の条件の検討

次 に目的の t R N A をは さ ん だ位置 に数種類 の

オリ ゴ プ ラ イ マ ー を作成し
,
片側 の プ ラ イ マ

ー

の

5
'

一 末端を32 p で ラ ベ ル し
, 前述 の ク ロ ー

ン を用 い
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-

(h et e r o p l a s m y) と臨床症状
,
病理

所見 の 関連性の 研究

て P C R を行 っ た . 得ら れ た P C R 産物を
,
0 .5 ×

M D E ( M u t a ti o n D et e c ti o n E n h a n c e m e n t g el
,

A T Bi o ch e m ) ゲル 上 で 泳動 した . 泳動は , A tt o

社 製 の S S C P 装置 ( A E -6160) を用 い
,

T ait e c 社

製の c o ol nit b a t h で ゲル の 温度を 一 定に保ちなが

ら泳動を行 っ た . こ の 際,
P C R 産物の サイ ズ

, ゲ

ル に添加する グリセ ロ - ル濃度やゲル の温度,
ワ ッ

ト数な どの 泳動条件やを工 夫し, 最もよ く分離 で

きる条件を検討した .

定量性の検討

次 に, 変異型の ク ロ
ー ン と野生型 の ク ロ

ー ン を

種々 の 割合 で ミ ッ ク ス 後に P C R をお こ な っ た .

p c R 産物を 上記 の 分離 の 条件 の 下 で 泳動 して
,

得ら れ た結果を F uji の イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー

( B A S 2000) を用 い て分析して
,
従来 の 分析方法

と の比較をお こな っ た .

p c R - S S C P 法による定量法の検討

P C R - SS C P 法2 1) によ る疾患 の 診断や 遺伝子変異

の 有無の 検索を行う場合には変異型 D N A と 野生

型 D N A の 泳動度に若干 の差が見られれ ば十分 で

ある . しかし 変異型 D N A の 定量を行う場合 には
,

互 い の バ ン ドの 影響を受けな い ように
, 変異型

D N A と野生型 D N A が非変性 ゲ ル 上 で 十分 に分

離される必要がある . また , 本法を用 い た分析法

が どの 程度定量性を持 っ て い るかを検討する必要

がある .

そ こ で , 我 々 は M E L A S 及 び M E R R F 患者 の

野生型と変異型 の m t D N A を含む プラ ス ミ ドを

種々 の割合で混合 して P C R - S SC P を行 い
, 最も良

い 分離条件を決定すると共に
,
定量性 に つ い て の

検討を行 っ た .

結 果

M E L A S 及び M E R R F の分析条件

M E L A S に つ い て は
,
プ ラ イ マ

ー

(5
'

- G A G G T T

G G C C A T G G G T A T G T : 塩 基 番号3305 - 332 4)

を標識した後,
プライ マ ー ( 5

'

- C C C A C C C A A G A

A C A G G G T T T : 塩基番号32 10 - 3229) を加え て

p c R を行 い
, グリ セ ロ - ル 濃度10 % 添加 の 0 .5 ×

M D E ゲ ル 上 で 4 ℃
,
12 ワ ッ ト で1 8 時間泳動す る

こ と により, 最も良 い 分離が得られ た17)
.
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一 方
,
M E R R F に つ い て は プライ マ

ー (5
'

-C C C A

C T G T A A A G C T A A C T T A : 塩基番号8293 - 83 12)

を標識後
,
プライ マ

ー (5
'

- A T G G T G G G C C A T A C

G G T A G T : 塩基番号83 81 - 8400) を加えて グ リ

セ ロ
-

ル濃度10 % 添加の0 .5 × M D E ゲル上で3 7℃,

12 ワ ッ トで18 時間泳動する こ とにより , 最 も良 い

分社が得られた18)
.

定量性の検討

次に
,
変異型 の ク ロ

ー ンと野生型 の ク ロ ー ン を

種々 の 割合 で ミ ッ ク ス 後に P C R をお こ な っ た .

p c R 産物 を上 記 の 分離 の 条件 の 下 で 泳 動 して
,

得られた結果 を F uji の イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー

( B A S 200 0) を用 い て 分析して , 従来 の 分析 方法

との 比較をお こ な っ た .

本法では, テ ンプレ ー トとして 最初 に加え た変

異型 m t D N A の 割合に 良く相 関した分析結果が

得られ , 本法が定量性に優 れた方法で あ る事が わ

か っ た
1 7)

.
M E R R F にお い ても同様に定量性に優

れて い る こ とが確認され た .

本法は
, 制限酵素の 認識部位 の変化 をもた ら さ

な い 塩基変異 に対して も有用であり, 制 限酵素や

ミ ス マ ッ チ
･ プライ マ ー

5) を必要と しな い た め
,

より正確な分析が可能 で ある . また P C R の 最初

の サイク ル から標識 プライ マ
ー を使用して い るた

め に 得られ る P C R 産物 の 放射活性が 高く
,
感度

が優れて い る こ とか ら従来の 方法
8) に比 べ よ り微

細なサ ンプル の定量が可能 で あ る . また
,

ミ ト コ

ン ドリ ア病以外にお い て も変異型遺伝子と野生型

遺伝子が混在して い るような組織を用 い た定量的

分析 に有用 で ある と考えられ た .

生検骨格筋お よび末梢血 の b e t e r o pl a s m y と臨

床症状

次に
,
我々 は

, 前記 の 方法を用 い て ,
7 家系12 症

例 の M E R R F 患者及 び5 家系5 症例 の M E L A S

患者 の 生検骨格筋も しく は末梢 血 よ り抽出 した

g e n o m i c D N A を用 い て
, 変異型 m t D N A の 定量

をお こな い
,
臨床症状 と の 関連性を検討 した ( 秦

1 )( 表 2 ) .

M E R R F 患者 の 生検骨格筋 で は , 83 % - 94 % と

高 率 に 変 異 型 m t D N A が 認 め ら れ た . ま た
,

M E L A S 患者 の 生検骨格筋 で も
,
62 %

- 8 4 % と比
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較的高 い割合で 変異型 m t D N A が認められ た . 全

体的に臨床症状 の 重症度 と h et e r o p l a s m y の 程度

にある 程度 の 相 関性 が認 め ら れ
,

一 般 に 変異 型

m t D N A の割合の 高 い 症例 ほ ど 臨床症状 が重 い

傾向が認め られた が
,
M E R R F 患者で は 生検骨格

筋で の 変異型 m t D N A の 割合が 同程 度 にもか か

わ らず 臨床症状 に差 の 見 られ る例 ( C a s e 6
,
8

,

10) も認められ た .

一 方
,
末梢血 で は , M E R R F 患 者 で は12 0

/.
-

66 %
,

M E L A S 患 者 で は 8 % - 82 % に 変 異 型

m t D N A が認められた . 全体的に変異型 m t D N A

の割合が骨格筋 に比 べ て 低 い 傾向が認 め ら れ , ま

た症例 によ っ て
, 変異型 m t D N A の 割合 に大 きな

ばら つ きが見 られ, 末梢血 の h et e r o p l a s m y の 程

度だけか ら臨床の 重症度や予後を予想する の は困

難で あると考えられ た
8)

.

臓器毎の b e t e r o pl a s m y と臨床症状

次に我々 は
, 臓器毎の b et e r o pl a s m y と臨床症

状 と の 関連性 に つ い て検討をお こ な っ た ( 表 3 ) .

我 々 の 分析 した 2 例 の M E R R F 患者 ( 表 1 の 症

例 7 及 び症例12) の 剖検 組織 に お ける 変 異 型

m t D N A の 割合 は
,
全て の 臓器 に お い て93 % - 99

% と極めて高率に認め られ
,
肝臓, 腎臓な ど臨床 ･

病理学的にほと ん ど無症状 の 部位 にお い て も高率

に存在して い る事が確認され た15)
.

一

方,
M E L A S の 剖 検組 織 に お け る 変 異 型

m t D N A の 割合 は
,
症例 1 で は82 - 95 %

,
症例 2

で は89 - 91 % と ほ ぼ均 一 な分布が 認 め られ た .

M E L A S にお い て も, 臨床症状 の 見 ら れ る臓器 と

肝臓な ど無症状 の 臓器 間 で b et e r o pl a s m y の 程度

に 明 ら か な 差 は 認 め ら れ な か っ た
17)

. ま た
,

M E R R F / M E L A S o v e rl a p 症候群を呈 し た症例 6

で は
,
16 - 88 % と臓器毎に変異型 m t D N A の 割合

に大きな変化 が認め られ た .

中枢 神経系 で は変異型 m t D N A が 高率 に認め

られ たが
,
臨床症状 , 病理学的な変化 の 強 い 小脳

で は
,
変異型 m t D N A の割合は5 2 % と他の 中枢神

経系 に比 べ て低く
, 明らかな小脳症状を呈さなか っ

た症例 1 (93 % ) に比 べ て も低率 で あ っ た . また

本例 で は
,
糖尿病 の 合併が見 られた に もか か わ ら

ず勝臓 で は変異型 m t D N A の 割合 は46 % と他 の

内臓に比 べ h et e r o p l a s m y の 程度が低 い こ と が確

認された .

微細組織にお ける h e t e r o pl a s m y と臨床症状

こ れま で
, 剖検臓 器毎の h et e r o pl a s m y と臨床

症状との 関連性に つ い て 述 べ て きた. しか し次 の

間題点として
,
例えば中枢神経系な どの 場合 には

,

臨床症状 の 強 い 部位 で は グ リ オ ー シ ス や n e u
_

r o n al l o s s が強 い た め
,
臓器毎の 分析 で は , 得 ら

れた分析結果が必ず しも神経細胞 自体の b et e r o -

pl a s m y の 状態を反映し て い な い 可能性 が考 えら

れ
,
分析結果と臨床症状 の元離 の 原因 の

一

因と考

えられる .
こ の ような問題点を解決する為に は臓

器全体 の h et e r o p l a s m y を考える の み で は な く ,

より微細な組織間
,
さらには神経細胞 ヤ ア ス ト ロ

サイトな どの 個々 の 細胞毎の 違 い に伴う細胞間 の

b et e r o pl a s m y の 分析 が重要 で あると考えられ る .

我々 は P C R - SS C P 法を用 い て
,
M E R R F 患者

の 中枢 神経 系 に お け る 微 細 組 織 内 の b e t e r o -

p l a s m y の 定量に つ い て 検討をお こ な っ た . 対象

と して , M E R R F 剖検例 2 例の 凍結標本を用 い た .

まず, 厚さ10 / ` m の 凍結切片を作成 し
,
実体顕微

鏡下 で 1 辺が約2 0 / ∠ m 四方の 切片を剥離 し て 分

析に用 い た. 但 し
,
P u r ki nj e 細胞に つ い て は

,
周

囲の 組織よ り si n g l e c ell を剥離 して 分析 に用 い

た
22)

. 剥離 したサ ン プル を
,
M o r a e s ら が si n gl e

m u s cl e fib e r の 分析 で用 い た方法
23) に準 じて 処

理をお こ な っ た の ち
,
10 FL l の系で P C R をお こな っ

た .

( 表 4 ) に
, 分析結果を示す . 病理学 的変化 が 中

程度に見られた P u rki nj e 細胞
,
視床, 異質と変化

が ご く軽微な 側頭 葉皮質な ど の 間 で
,
変異 型

m t D N A の 占め る割合 に明らかな差は認め ら れな

か っ た . また脊髄 にお い て も, 病理学的変化 の 高

度な薄束ヤク ラ
ー

ク柱と
, 変化 の 軽微な前角や 側

索と の 間に明らかな b et e r o p l a s m y の 差 は認め ら

れなか っ た23)
.

一 方, 症例 7 の 骨格筋 にお ける 変

異型 m t D N A は R R F ( r a g g e d - r e d fib e r s) で は91

± 6 %
,

n o n R R F で は
,
50 ±3 5 % と筋病理所見と

対応が認め られた .

M E L A S 患者 の骨格筋 にお ける si n gl e fib e r 法

による変異型 m t D N A の 定量 でも
,
症例 1 ) ,

症例
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,
病理

所見の 関連性の 研究

表 3 M E R R F 及 び M E L A S 患者 の 剖検臓器 に お け る h e t e r o p l a s m y

( 数字 は
,
変異型 m t D N A の 割合を示す)

組 織

83 44 変異 3 24 3 変異

M E R R F M E L A S o v e rl a p

C a s e 7 C a s e l l C a s e l C a s e 2 C a s e 6

中枢神経系

前 頭 葉

側 頭 葉

皮 質

白 質

後 頭 葉

頭 頂 葉

98 %

9 8 %

9 7 %

9 6 %

97 %

9 2 %

91 %

9 0 % 81 %

72 %

8 0 %

7 4 %

7 5 %

小 脳 9 3 % 5 2 %

脊 髄

後根神経節

9 5 %

9 5 %

8 2 %

筋 肉

上腕 二 頭筋

腸 腰 筋

大腿 四 頭筋

前 歴 骨 筋

排 腹 筋

横 隔 膜

側 頭 筋

肋 間 筋

心 筋

99 %

9 7 %

9 6 %

9 6 %

9 7 %

97 %

82 %

9 3 %

9 0 %

90 %

62 %

58 %

4 5 %

5 0 %

6 6 %

5 6 %

7 9 %

内 臓

肝 臓 94 % 94 % 95 % 91 %

77 %腎 臓 95 % 9 7 % 95 % 89 %

副 腎

豚 膿

牌 臓･

節

甲 状 腺

93 % _ 7 3 %

4 6 %

1 6 %

4 5 %

8 8 %

消 化 管

舌

.
食 道

冒

小 腸

直 腸

未 検 未 検 未 検 未 検

5 0 %

6 6 %

61 %

46 %

5 0 %

( o v e r l a p : M E R R F / M E L A S o v e rl a p s y n d r o m e)

62 5
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表 4 M E R R F 患者 の 中枢神経系組織 に お ける 変異型 m t D N A の 定量

組 織
変 異 型

m t D N A ( 0
/o)

病理学的変化

症廟7

側頭葉皮質

小 脳

分 子 層

91 ± 7 ( n
- 8)

82 ± 8 ( n
- 6)

( ±)

( ±)

プ ル キ ン エ 細 胞 72 ±2 6 ( n
- 6) ( ＋ ＋)

頼 粒 球 層 82 ±1 0 ( n
- 7) ( ＋)

視 床 88 ± 7 ( n
- 6) ( ＋ ＋)

一 異 質

脊 髄

前 角

81 ± 7 ( n
- 9)

82 ±11 ( n
- 1 4)

( ＋ ＋)

( ＋)

側 索 6 3
,
92 ( n

- 2) ( ＋)

後 角 7 2 ± 3 ( n - 4) ( ＋ ＋)

後 索 ( 薄 束 ) 6 5 ±1 1 ( n
- 3) ( ＋＋ ＋)

後 索 ( 模 状 束 ) 77 ±1 1 ( n
- 4) ( ＋)

｡
ク ラ ー ク 柱

症例1 1

側頭葉皮質

小 脳

プ ル キ ン エ 細 胞

96
,
9 7 ( n

- 2)

9 4 ± 5 ( n
- 5)

9 5 ±12 ( n
- 6)

( ＋ ＋)

( ±)

( ＋ ＋ ＋)

額 粒 L 球 層 9 6 ± 2 ( n
g

-

p‾4) ( ＋ ＋)

( n ; 分析箇所を示す)

表 5 si n g l e fi b e r 法 に よ る 変異型 m t D N A の 定量結果

症 例 r a g g e d- r e d fi b e r s n o n R R F 筋線維

M E R R F
I

( c a s e 7 ) 91 ± 6 % ( n
- 6) 50 ±3 5

0
/. ( n

- 7)

L-M E L A S

( C a s e l ) 7 9 ±21 0/. ( n
- 1 7) 70 ±22 0/. ( n

- 1 7)

( C a s e 2 ) 7 3 ±2 9 0/o ( n
- 5) 44 ±36

0
/. ( n

- 6)

( R R F : r a g g e d -

r e d fib e r s)

2 ) 共に
,
R R F ( r a g g e d -

r e d fib e r s) の 方が
,
変異

型 m t D N A の 割合が大き い 傾向が見られた .

考 察

ミ ト コ ン ドリ ア 脳筋症 にお ける b e t e r o p l a s m y

と臨床症状と の 関連性に つ い て は
,

こ れ まで 多く

の 精力的な研究が なされ て い る . 末梢血 を用 い た

研究 で は
,
h e t e r o p l a s m y の 程度と 臨床症状 と の

関連性 は低 い と考えられ て い るが
,
生検骨格筋 と

臨床症状と の 関連性 に つ い て は ヘ テ ロ プ ラ ス ミ -

の 程度 と発症時期 に 相関性 が見 ら れ る と い う報

告24 ト 2 7) と同時 に相 関性 に否定的 な報告
28) 29) ち

見ら れる . 我 々 の研究 で は
,
骨格筋 で は

,

一 般 に変

異型 m t D N A の 割合 の 高 い 症例 ほ ど臨床症状 の

重 い 傾向が認められ たが
,
生検骨格筋 で の 変異型

m t D N A の 割合が ほ ぼ同程度 にもか か わ ら ず
,
臨
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,
病理

所見 の 関連性の 研究

床症状 に差の 見られる症例も･あり
,
h et e r o p l a s m y

の程度以外にも症状 の 出現 に関与 して い る因子が

存在し て い る可能性が考えられた .

一

方, 剖検組織にお ける h e t e r o pl a s m y に関 し

て も幾 つ か の 報告が され て い る
25) 29) - 3 2) が

, 病変

の 強 い 部位 と h et e r o pl a s m y の程度 に つ い て は必

ずしも明かな相 関関係 は得ら れ て い な い
29) 3 1) 3 2)

我 々 の 研究 で も
,
臨床症状を呈 した臓 器や病理学

的 変 化 の 強 か っ た 臓 器 と
,

臓 器 毎 の h et e r o-

p l a s m y の程度と の 間には明ら かな相関 は認め ら

れなか っ た . また
,
M E R R F 患者と M E L A S 患者

の 間で 明 らか な変異型 m t D N A の 局在の 遠 い は

認められなか っ た .

一

方, 培養細胞 レ ベ ル の 研究 で は
,
M E R R F 患

者 の m t D N A を p
O 細胞 ( m t D N A を持 た な い

H e L a 細胞) に ^ イ ブリ ッ ドさせ た ク ロ
ー ンを用

い た研 究 で は
,
M E R R F の 場合 約10 % 程度 の 正

常 m t D N A が存在す れば呼吸活性 の 低下を 防げ

る ことが報告されて い る
33)

. M E L A S にお い て も
,

細胞 レ ベ ル で は 6 % 程度 の 正常 m t D N A が存在す

れ ば
,
呼吸活性の 低下 を防げる こ と が報告 され

,

発病 の開催と考えられ て い る3 4)
.

しかし臓器 レ ベ ル で は
,
こ れら の開催よ りも低

い h e t e r o p l a s m y の 状態 で 症状 が 出現す る 反面 ,

臨床 的に無症状 の 臓器 にも変異型 m t D N A が 高

率に認め られ,
ミ ト コ ン ドリ ア 病に おける臓器毎

の症状 の 出現原皮 の 違 い に は
, 疾患毎の b e t e r o-

pl a s m y の 違 い 以外にも
,
臓器特異性 や核の 関与

,

細胞間 で の b e t e r o pl a s m y の 問題な ど種々 の 原 因

が関与して い る可能性が示唆され る .

こうした剖検臓器毎の b et e r o pl a s m y の 分析結

果と臨床症状 の 東熊 の 一 因と して
,
中枢 神経系な

どの 場合 には
, 臨床症状 の 強 い 部位 で は グリ オ

ー

シ ス や n e u r o n al l o s s が 強 い た め , 臓器毎の 分析

で は
,
得られ た分析結果が必ずしも神経細胞自体

の b et e r o pl a s m y の 状態を反映し て い な い 可能性

が考えられる . こ の ような問題点を解決す る為 に

は臓器全体 の h e t e r o p l a s m y を分析す る だ けで な

く
,
より微細な組織 ,

さ ら に は神経細胞 ヤ ア ス ト

ロ サイ トな どの個 々 の細胞毎 の 違 い に伴う細胞間

b et e r o p l a s m y の 分析が重要 で ある と考えら れ る ･

6 27

また, 糖尿病を伴 っ た症例 な ど の 場合 に は
,
揮臓

の β細胞 レ ベ ル で の 変化を見る必要があると考え

られる .

本法を用 い た分析で は
, 厚さ10 /∠ m の 凍結標本

よ り1 個の
l′p u r ki nj e 細胞 の h et e r o pl a s m y の 分析

が可能 である こ とが確認された . また 中枢 神経系

で は
, 標 本部位毎の h et e r o pl a s m y の 違 い は小 さ

い 傾向が見 られたが
,
P u r ki nj e 細胞の 分析 で は比

較的 バ リ エ ー シ ョ ン に富んだ結果が見 られ
,
個 々

の 神経細胞 の レ ベ ル で は比較由バ リ エ
⊥

シ ョ ン に

富ん で い る可能性があると考えられ た .

一 方
,
個 々 の 筋繊維 レ ベ ル で は ,

r a g g e d - r ed

fib e r ( R R F) で は
,
R R F を呈 さ な い 筋繊維 に比

べ
, 変異型 m t D N A の 割合が高い こ とが確認 され

た . S S V ( s t r o n gly S D H - r e a c ti v e bl o o d v e s s el)

な どで も
,
変異型 m t D N A の 割合が高 い こ とが 報

告され て おり
,
少なくて も微小な組織 レ ベ ル で は

,

変異型 m t D N A の 割合と 表現型 に関連性 が存在

する ことが示唆され る
2 8) 35)

今後
,
光顕標本と組み合わせ て 分析をお こ なう

こ と によ っ て
, 神経細胞 の 変性 ･ 脱落 の 影響を考

慮に入れた分析をお こなうこ とが必要と考えら れ

る . また, 特定の 臨床症状 しか示 さな い ような症

例 にお い て
, 変異型 m t D N A が どの ような b et e r o -

p l a s m y を呈して い る の かを調 べ る必要 が ある と

考えられ る .
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cl e . A m ∫ H u m G e n e t 5 0: 93 4 - 9 49 1 9 92

24) C i af a l o ni E
,
R i c ci E

,
S h a n s k e S

,
M o r a e s C T

,

sil v e s t ri G
,
H i r a n o M

,
S i m o n e tti S

,
A n g eli ni

c
,

D o n a ti M A
,

G a r ci a C
,

M a r ti n u z z i A
,

M o s e w i c b R
,

S e r vi d ei S
,

Z a m m a r c b i E
,

B o n ill a E
,
D e V i v o D C , R o w l a n d L P

,
S c 也o n

E A a n d D i M a u r o S : M E L A S : cli n i c al f e a -

t u r e s
,
bi o c h e m i st r y ,

a n d m o l e c u l a r g e n e ti c s ･

A n n N e u r o1 31 : 39 ト3 9 8 1 99 2

2 5) M a c m ill a n C
,
L a c h B a n d S b o u b rid g e E A :

v a ri a b l e d i s t r ib u ti o n of m u t a n t m it o ch o n d ri -

al D N A s (t R N A L e u [3 24 3]) i n ti s s u e s o f

s y m p t o m a ti c r el a ti v e s w it h M E L A S : T h e r ol e

of m it o ti c s e g r eg a ti o n ･ N e u r ol o g y 4 3: 1 5 8 6 -

1 5 9 0 19 9 3

2 6) M a ri o t ti C
,

S a v a r e s e N
,

S u o m a l a i n e n A
,

R i m ol d i M
,

C o m i G , P r ell e A
,

A n t o z zi C
,

S e r vid e i S
,
J a r r e L

,
D i D o n a t o S a n d Z e vi a ni

M : G e n o t y p e t o p b e n o t y p e c o r r el a ti o s i n m i -

t o c h o n d ri a l e n c e p b a l o p a t bi e s a s s o ci a t e d w it h

t b e A 3 24 3 G m u t a ti o n o f m it o cb o n d ri a l D N A .

J N e u r o 1 24 2 : 3 04 - 3 1 2 1 99 5

2 7) O z a w a M
,
G o t o Y

,
S a k u t a R

,
T a n n o Y

,
T s uji

S a n d N o n a k a I: T h e 8
,
3 44 m u t a ti o n i n m it o -

ch o n d ri al D N A : A c o m p a ri s o n b e t w e e n t h e

p r o p o r ti o n o f m u t a n t D N A a n d cli n i c o
-

p a t h ol o gi c fi n d i n g s ･ N e u r o m u s c u l a r D i s o r -

d e r s 5 : 4 83 - 48 8 1 99 5

28) G o t o Y
,
H o r a i S

,
M a t s u o k a T

,
K o g a Y

,
N ih ei

K
,
K o b a y a s h i M a n d N o n a k a I: M it o ch o n d ri -

al m y o p a th y ,
e n c e p b al o p a t h y ,

l a cti c a cid o -

si s
,

a n d s t r o k e
- li k e e p i s o d e s ( M E L A S) : A

c o r r el a ti v e st u d y of t h e cli n i c a l f e a t u r e s a n d

m it o c h o n d ri a l D N A m u t a ti o n . N e u r ol o g y 42 :

54 5 - 5 50 1 9 92

2 9) C i af al o n i E
,

R i c ci E
,
S e r vid ei S

,
S b a n s k e S

,

S il v e st ri G
,

M a n f r e d i G
,

S c h o n E A a n d

D i M a u r o S : W i d e s p r e a d ti s s u e d i st rib u ti o n o f

a t R N A Le u ( U U R )
m u t a ti o n i n t h e m it o ch o n d ri -

al D N A of a p a ti e n t w ith M E L A S s y n d r o m e ･

N e u r ol o g y
41 :1 6 63

- 1 6 65 1 991

3 0) O b e r m a i e r
-

K u s s e r B
,

P a e t z k e
- B r u n n e r I

,

E n t e r C
,
M ll e r

- H c k e r J
,
Zi e r z S

,
R u it e n b e e k

W a n d G e r b it z K D : R e s p i r a t o r y c h a i n a c ti vi t y
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i n ti s s u e s f r o m p a ti e n t s ( M E L A S ) w ith a

p o i n t m u t a ti o n of t h e m i t o c h o n d ri a l g e n o m e

[t R N A Le u ( U U R )] . F E B S L et t 2 86 : 6 717 0 1 99 1

31) K o b a y a s h i Y
,
I c h ih a s h i a

,
O h t a S

,
N ih ei a

,

E a g a w a Y
,
Y a n a g l S a W a M a n d M o m oi M Y :

T h e m u t a n t m it o cb o n d r i al g e n e s i n m it o -

c h o n d r i a l m y o p a t h y ,
e n c e p h a l o p a t b y ,

l a c ti c

a cid o si s a n d s t r o k e -lik e e p i s o d e s ( M E L A S)

w e r e s el e c ti v el y a m p lifi e d t h r o u g h g e n e r a-

ti o n s . ∫I n h e r M et a b D i s 1 5 : 8 03- 80 8 1 9 92

32) s hi r ai w a N
,
I s h ii A

,
I w a m o t o H

,
M i z u s a w a

H
,
E a g a w a Y a n d O h t a S : C o n t e n t o f m u t a n t

m it o c h o n d r i a l D N A a n d o r g a n d y sf u n c ti o n

i n a p a ti e n t w it h M E L A S s u b g r o u p of m it o-

c b o n d r i a l e n c e p h a l o m y o p a th i e s . ∫ N e u r o I S °i

1 99 3; 1 2 0 : 1 74-1 7 9 1 99 3

3 3) Y o n e d a M
,
M i y a t a k e T

,
A t t a r d i G : C o m p le-

m e n t a ti o n of m u t a n t a n d w ild - t y p e h u m a n

m it o c h o n d r i al D N A s c o e x i s ti n g si n c e th e

m u t a ti o n e v e n t a n d l a ck o f c o m p l e m e n t a ti o n

of D N A s i n t r o d u c e d s e p a r a t el y i n t o a c ell

w it hi n di s ti n ct o r g a n ell e s . M o I C ell B i o l 1 4 :

2 69 9-2 71 2 1 9 94

34) C h o m y n A
,
M a r ti n u z z i A

,
Y o n e d a M

,
D a g a

A
,

H u r k o 0
,
J o h n s D

,
L a主 S T

,
N o n a k a I

,

A n g eli n i C a n d A t t a r di G : I n v it r o t r a n sf e r o f

p r o t ei n s y n t h e s i s a n d e s p l r a ti o n d ef e ct s t o

m it o c h o n d r i a l D N A - le s s c ell s w ith m y o p a -

t b y p a ti e n t m it o c h o n d r i a . M o I C ell B i o l ll :

2 23 6 - 2 2 44 1 9 91

35) T o k u n a g a M
,

M it a S
,

M u r a k a m i T
,

E u m a m o t o T
,
U c h i n o M

,
N o n a k a I a n d A n d o

M : S i n g l e m u s cl e fi b e r a n al y si s of m it o -

c h o n d ri a l m y o p a t h y ,
e n c e p h al o p a t h y ,

l a cti c

a ci d o si s
,
a n d S t r o k e-lik e e p i s o d e s ( M E L A S ) .

A n n N e u r o 1 3 5: 41 3 - 41 9 1 9 94
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