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次世代シークエンス法を用いたミトコンドリア呼吸鎖異常症の解析 
についての研究 

 

研究分担者 大竹 明 埼玉医科大学小児科 教授 

 

研究要旨 呼吸鎖酵素診断により全国からの依頼患者 314 家系 318 例をミトコン

ドリア呼吸鎖異常症（MRCD）と診断した。 臨床診断では乳児ミトコンドリア病

が最も多く 72 例、次いで Leigh 脳症、脳筋症、肝症、心筋症、神経変性疾患と

続き、突然死が 28 例、その他が 15 例と極めて多岐にわたっていた。 ミトコン

ドリア遺伝子解析では 160 例について解析を行い、既知・未知を合わせて病因

と考えられる遺伝子変異を 50 例（31％）に同定した。150 例についてエキソー

ム解析が終了し、まず 33 例で既知の原因遺伝子における新規変異を同定した。

これらの中には、いずれも日本人初例となる、BOLA3, ACAD9, EFTu 異常患者等

が含まれる。次いで 13 例でミトコンドリア局在の未報告遺伝子における変異を

同定した。最後に 62 例で上記に当てはまらない新規原因遺伝子候補を同定した。 

 

研究協力者 

岡崎康司（埼玉医科大学ゲノム医学研究センター  

トランスレーショナルリサーチ部門） 

村山 圭（千葉県こども病院代謝科） 

 

Ａ．研究目的 

ミトコンドリア呼吸鎖異常症(MRCD)は最も高頻度

（1/5,000）なエネルギー産生系の先天代謝異常症

であり、症状・罹患臓器・遺伝形式は極めて多岐

にわたる。今回の研究は、私達の開発した、酵素

診断に始まり次世代シークエンス法を用いたミト

コンドリア遺伝子解析全エキソーム解析に至る系

統的病因探索システムがうまく稼働するかどうか

を検討することと、その結果を応用して MRCD の病

態解明、さらに最終的には新薬の開発を目指すこ

とである。 

【考察】私達の開発した「酵素診断から遺伝子解

析に至る系統的探索システム」は充分機能した。

今後iPS細胞樹立を含めた機能解析方法を完成し、

最終的にはこのシステムを応用して創薬に向けた

検討を行いたい。（遺伝子解析部分は、主に文部科

学省「革新的細胞解析研究プログラム（セルイノ

ベーション）補助金を用いて行われた。） 

 

Ｂ．研究方法 

【対象】941 家系 965 症例から得た 1605 検体（皮

膚線維芽細胞 785 検体、肝臓 343 検体、筋肉 323

検体、心臓 108 検体、腎臓 30 検体、脳 7検体など）。

【方法】1) Blue Native 電気泳動を用いた Western 

Blot と in gel enzyme stain、および in vitro 酵

素アッセイを用いた呼吸鎖酵素複合体蛋白レベル

の解析。2) サンガーシーケンス法や次世代シーク

エンス法によるミトコンドリア DNA 全周塩基配列

の解析。3) ミトコンドリア DNA 枯渇症候群 

(mitochondrial DNA depletion syndrome: MTDPS) 

疑い例については、定量的 PCR (qPCR)による診断

確定後、サンガーシーケンス法による頻度の高い

11 種類の原因遺伝子解析。4) 以上で病因が判明し

ない症例に対する次世代シークエンス法を用いた

全エキソーム解析。 

（倫理面への配慮） 

本研究は申請番号 482（現在更新されて 482-VI）
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で埼玉医科大学倫理委員会における審査を受け承

認を得て行った。遺伝子解析研究についてはヒト

ゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針（平成

16 年文部科学省・厚生労働省・経済産業省告示第

１号）および、医療における遺伝学的検査・診断

に関するガイドライン（日本医学会 2011 年 2 月）

に基づいて行い、さらにこれとは別に各研究機関

の倫理審査委員会において承認を得て行った。 

 

Ｃ．研究結果 

1) 酵素診断の結果：現在までのところ、314 家系

318 例を MRCD と診断した。臨床診断では乳児ミト

コンドリア病が最も多く72例、次いでLeigh脳症、

脳筋症、肝症、心筋症、神経変性疾患と続き、突

然死が 28 例、その他が 15 例と極めて多岐にわた

っていた。2) ミトコンドリア遺伝子解析：160 例

について解析を行い、既知・未知を合わせて病因

と考えられる遺伝子変異を 50 例（31％）に同定し

た。つまり 7割の MRCD は核遺伝子異常と考えられ

た。3) 150 例についてエキソーム解析が終了し、

まず33例で既知の原因遺伝子における新規変異を

同定した。これらの中には、いずれも日本人初例

となる、BOLA3, ACAD9, EFTu 異常患者等が含まれ

る。次いで 13 例でミトコンドリア局在の未報告遺

伝子における変異を同定した。最後に 62 例で上記

に当てはまらない新規原因遺伝子候補を同定した。

4) 5-アミノレブリン酸（5-ALA）は一部の患者細

胞の ATP 合成能を回復し、その機序は主に呼吸鎖

III と IV の活性回復であった。 

 

Ｄ．考察 

 私達の開発した「酵素診断から遺伝子解析に至

る系統的病因探索システム」はしっかりと機能し

た。今後 iPS 細胞樹立を含めた機能解析方法を完

成し病態を詳しく解明すると共に、このシステム

を応用して 5-ALA を発端とする創薬に向けた検討

も発展させたい。 

 

Ｅ．結論 

 私達の開発した「酵素診断から遺伝子解析に至

る系統的病因探索システム」はしっかりと機能し

た。今後 iPS 細胞樹立を含めた機能解析方法を完

成し病態を詳しく解明すると共に、このシステム

を応用して 5-ALA を発端とする創薬に向けた検討

も発展させたい。（遺伝子解析部分は、主に文部科

学省「革新的細胞解析研究プログラム（セルイノ

ベーション）補助金を用いて行われた。） 

 

Ｆ．健康危険情報 

特になし。 
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２．学会発表 
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Society for Inherited Metabolic Diseases 

(JSIMD). Educational lecture-7. November 27-29. 

Tokyo Bay Maihama Hotel Club Resort (Chiba, 

Japan), 2013 

2)  Ohtake A, Murayama K, Mori M, Okazaki Y: 

Diagnosis and molecular basis of mitochondrial 

respiratory chain disorders in Japan: exome 

sequencing for the disease gene identification. 

International Symposium on Mitochondria 

2013/The 13th Conference of Japanese Society of 

Mitochondrial Research and Medicine (J-mit). 

Symposium 3: Next Generation Technologies for 

Mitochondrial Disorders. November 6-7. 
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Tower 49F, Tokyo, Japan), 2013 

3) Ohtake A: Diagnosis and treatment for 

mitochondrial disorders: an update. The 1st 
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2013 

4) Ohtake A, Murayama K, Mori M, Harashima H, 

Yamazaki T, Tamaru S, Yamashita I, Kishita Y, 

Kohda M, Tokuzawa Y, Mizuno Y, Moriyama Y, Kato 

H, Okazaki Y: Diagnosis and molecular basis of 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

 特になし。 

 

 


