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研究要旨 
 ミトコンドリアミオパチーの約60％で原因が確定しておらず、そのほとんどが核DNA
にコードされた核遺伝子と予想されている。1500余りのミトコンドリア関連タンパク
が同定され、これまでに約200のタンパクの遺伝子に変異が報告されている。このよう
な状況で、次世代シークエンサーで網羅的に原因遺伝子を検索することは研究的、臨
床的に意義が高い。今年度は、約800のミトコンドリア関連タンパクをコードする遺伝
子配列を調べるために、7368箇所の領域をキャプチャーするHaloplex®を用いた解析を
生化学的に呼吸鎖酵素複合体Ⅰ機能低下症の2症例に試みた。その結果、それぞれに病
因の可能性の高い遺伝子変異が、それぞれコンパウンドヘテロ接合体とホモ接合体で
見いだされ、そのうち１例では表現系回復実験を行い病因と確定した。この方法の有
用性が確認できた。今後はミトコンドリア機能異常が確定している症例についての解
析を継続させるとともに、臨床診断への応用も視野に入れた活用法を追求する。 

 
A.研究目的 

ミトコンドリアは ATP を供給するオルガ
ネラ（細胞内小機器官）で、その機能障害が
引き起こす疾患としてミトコンドリアミオ
パチーがある。ミトコンドリアミオパチー患
者はミトコンドリア DNA(mtDNA)もしくは核
DNA コードのミトコンドリア関連遺伝子に病
因変異を有する。従来の分子遺伝学的検査の
大部分は mtDNA を対象としているため、核
DNA コードの遺伝子に病因変異が確定してい
る症例はそれほど多くない。実際、核 DNA コ
ードのミトコンドリア関連タンパク質は
1500 個以上に及び、それらの遺伝子すべて
に疾患の原因があると推定され、今までに約
200 個の遺伝子に病的変異が同定されている
のみである。 

現在、ミトコンドリアミオパチー患者の約
60%は病因が不明であり、そのほとんどが核
DNA に病因的変異を有すると考えられている。 

本研究では mtDNA に変異を持たない症例
について、次世代シーケンサーを用いて核
DNA コードのミトコンドリア病関連遺伝子の
変異を検索する方法を確立し、具体的に病因
変異を特定することを目的とする。 
 
B.研究方法 
１．検体試料 

国立精神・神経医療研究センターの筋レポ
ジトリーには、すでに 1500 近くのミトコン
ドリアミオパチー患者の登録がある。臨床的
に同病が疑われる患者から採取した凍結骨
格筋を用いて、病理学的検査を行い、診断結
果を担当医に報告するとともに、残余試料を
研究に使用している。本研究では、ミトコン
ドリア病理異常や機能異常が確認され、欠失
や点変異などの mtDNA の病的変異が同定さ
れていない患者の筋組織、もしくは血液から
の DNA を使用した。また、一部の患者では、
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筋肉組織より樹立した筋芽細胞を解析に用
いた。 
 
 
２．検体選定 

過去 30 年以上の期間に収集した mtDNA に
病的変異を持たない患者骨格筋は、おおよそ
1000 検体を保有している。その中で、ミト
コンドリア呼吸鎖複合体の活性を測定する
生化学検査において服すの呼吸鎖酵素活性
低下及びミトコンドリア DNA 由来タンパク
の翻訳活性の低下している 2 検体を選定し
た。患者 1 は１ヶ月の男児で Leigh 症候群を
呈し、患者 2 は 16 歳の男性で高乳酸血症を
呈している。いずれの患者の両親も血族婚で
はなかった。 

翻訳活性に関しては、エメチンで各 DNA の
翻訳活性を抑制した後に、35S メチオニンで
ラベルした 13 個のミトコンドリアタンパク
質を PAGE で検出した（図１）。 

 

 
 

また、骨格筋を用いた呼吸鎖複合体 I の活
性がコントロールの約 45%、複合体Ⅲが 40％、
複合体Ⅳが 64％にに低下していた。一方、
患者 2 においては、呼吸鎖複合体 I の活性は
コントロールの 26%、複合体Ⅲが 23％、複合
体Ⅳが 39％に低下していた（図２）。 

 

 
 

 
３．シーケンス対象領域の選択 

現在までにミトコンドリアミオパチーの
核 DNA コードの病因遺伝子として報告され
ている約 200 遺伝子に加え、ミトコンドリア
病を引き起こす可能性がある遺伝子として
既知の病因遺伝子の類縁遺伝子や、遺伝子カ
スケードの前後に位置すると予想される遺
伝子を選定した。さらに酵母のミトコンドリ
ア関連遺伝子との類似性からミトコンドリ
アでの機能が予測される遺伝子のうち細胞
内局在予測プログラム(Mitoprot)によりミ
トコンドリアへの局在の可能性が高い遺伝
子を加え、合計約 800 遺伝子の 7368 領域を
ターゲットとした。ターゲット領域の抽出は
HaloPlex® ターゲットエンリッチメントシ
ステム(Agilent Technologies 社)を用い、
添付のプロトコールに従って行った。 

 
４．シーケンス及びその後の解析 

次世代シーケンサーは MiSeq (illumina
社)を用いた。データの解析はアメリエフ株
式会社製のプログラム QCleaner、QMerge を
用いて行った。その後の絞り込みは、イント
ロン領域の除去、同義置換変異の除去、ミス
マッピングの除去、リード数が少なく判定不
能なデータの除去を行い、公共的な SNP のデ
ータベースを参照するなどして、その作業を
行った。 
 
（倫理面への配慮） 
 国立精神・神経医療研究センター倫理委員
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会において、骨格筋の診断とその後の研究使
用における研究計画の最初の倫理承認は平
成 9(1997)年 1 月であり、その後、倫理ガイ
ドラインの改正や当センターにおける骨格
筋管理の実態（培養細胞の追加、骨格筋レポ
ジトリーを集中管理するトランスレーショ
ナル・メディカルセンターの開棟など）に合
わせ、平成 13（2001）年 7 月 19 日、平成 21
（2009）年 5 月、平成 24（2012）年 8 月に
倫理委員会から承認を得ている。 
 
C.研究結果 
１．Haloplex®を用いたターゲティング 
 これまで患者で報告のある 200 近くの遺
伝子に加えて、600 近くのミトコンドリア関
連遺伝子を調べる目的で、総計 7368 領域を
キャプチャーできる用に設計した。僅か 2 例
の結果であるが、マッピングされたリード数
は全体の 82.3％であった(表１)。さらに、
同一領域がマッピングされた数（depth）で
は、50 以上のリード数の領域は、53.9％〜
54.5％、30 以上のリード数の領域は 64.2％
〜65.0％、10 以上のリード数の領域は
80.5％〜81.5％であり、その後の解析に耐え
うる比率であった。 

 
２．病因候補変異の絞り込み 
 7368 の全ターゲット領域で見いだされた
変異の数はそれぞれ、6295 変異と 6261 変異
であった。そこで、エキソン/スプライシン
グ領域の変異に絞り、同義置換を除き、ミス
マッピングの可能性の高いものを除き、リー
ド数が少ないもの（10 程度以下）の者を除
くことで、それぞれ 240 変異、243 変異に絞

られた（表２）。 
 

 
  
 さらに、公共的 SNP データベースや HGMD®
を用いて、病的変異か SNP かの検討を行った。
公共的 SNP データベースで検索すると、患者
1 については、登録のない変異が 16 個、患
者２については、12 個となった。患者１で
見いだされた 16 個の変異は、いずれもヘテ
ロ変異であった。そのうち同一の遺伝子に 2
つのヘテロ変異が見いだされた複合体Ⅰサ
ブユニット集合に係わる因子をコードする
遺伝子 A は病因である可能性がある。また、
患者 2 については SNP 登録のない変異を 12
個見いだし、そのうちの 2 個はホモ変異で存
在した。この変異をもつ遺伝子 B はミトコン
ドリア DNA の翻訳に係わるタンパクをコー
ドしており、病因の可能性がある。 
 
３．遺伝子 A（患者１）の病因確定 
 患者 1で同一遺伝子上に 2つの変異が確認
された遺伝し A について、複合ヘテロ変異か
どうかを確定できたのは、次世代シークエン
サーでの結果であった。図３に示す通り、そ
れぞれのリードに、どちらかの変異が同定さ
れた。 
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遺伝子名 機能 変異 SNP登録

遺伝子A　 mtDNAコピー数調節?
①　c.T2G:  p.M1R なし

②　c.C5T:  p.A2V なし

①  ②  

５‘３‘

ともに、SNP登録の
ない変異であった

図３　患者1の原因遺伝子の有力候補  

個々のリードに、片方の
変異が存在することから、
複合ヘテロ変異と確定

 
 
 この遺伝子 A の２ヶ所の変異について、ゲ
ノム DNA と cDNA を用いたサンガー法で変異
確認を行ったところ、確かに 2 つの変異がヘ
テロで接合性に検出された。また、ｃDNA シ
ークエンスの結果から、ｍRNA には質的変化
はなく、新たなスプライシング異常などを起
こしているものではないことが確認できた。 
 

〈核ゲノムシーケンス〉

c.T2G  c.C5T  

図４　サンガー法で変異の確認  
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 さらに、タンパクレベルでの確認実験とし
て、発現低下している患者由来細胞に正常な
配列をもつ発現ベクターを導入して、発現が
回復することを確認した。また、遺伝子Aの
活性を測定する系を確立し、活性低下が回復
することも確認できた。 
 

 
 
 以上から、遺伝子Aの遺伝子変異は患者1
の病因であると判定した。 
 
４．遺伝子Bの病因確定作業 
 患者2で見いだされた遺伝子Bが病因かど
うかの確定作業は現在も継続中である。 
 
D.考察 
 ミトコンドリアミオパチーの病因としてすで
に報告されている核DNAコードの遺伝子は200近
くに昇っている。遺伝子型と表現型の関係は極め
て複雑で、臨床症状から調べる遺伝子を選ぶこと
は困難であるのがミトコンドリア病の特徴であ
る。このような点を考慮すると、多種類のミトコ
ンドリアミオパチー原因核遺伝子を次世代シー
クエンサーで網羅的に解析することは理にかな
っており、すでに欧米でもその戦略での原因遺伝
子探索が進められている。 
  今年度はミトコンドリア関連タンパク質を
コードする約800個の遺伝子をHaloplex®を用い
たキャプチャー解析の方法で昨年見いだされた2
例のうち、その1例の病因確定作業を中心に研究
を進めた。 
 患者１の原因遺伝子候補は、次世代シークエン
スの結果から複合ヘテロ接合性とわかり、現在標
準的に用いられているサンガー法にて変異を確
認した。さらに、タンパクレベルでの病因性の確
認のためにレスキュー実験（表現型回復実験）を
行い、タンパク量と酵素活性の両者で機能回復を
認め、病因と確定した。 
 網羅的遺伝子解析を行う前提として、生化学的
検査等を用いた詳細な機能解析を行って原因遺
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伝子の確定できるように、臨床試料を用意してお
くことが必要である。まだ最初の一例ではあるが、
本研究では機能回復実験が可能な患者試料を確
保していることが重要であり、その意味で培養細
胞を含めた神経・筋疾患患者約1200例（そのうち、
ミトコンドリア病患者症例は約300例）の試料が
登録されている国立精神・神経医療研究センター
の筋レポジトリーの持つ意味は大きい。 
 この点は、今後エキソーム解析やホールゲノム
解析が次世代シークエンサーを用いて行われる
ように手法が進化しても、遺伝学的手法だけで病
因の確定が困難になることは十分予想できる。し
たがって、ミトコンドリア機能解析を行う系を確
立・運用しておくことが不可欠であり、特に疾患
の臨床診断に応用する際には、さらにその重要性
が増すと考えられる。 
 また別のキーとなる問題は、網羅的な解析を行
う方法として、エキソーム解析を行うか、本研究
で用いた有力な遺伝子群をキャプチャーして解
析を行うかの選択である。ミトコンドリア病はそ
のほとんどがミトコンドリアに関連するタンパ
ク質に原因があると予想され、すでに1500個ほど
のミトコンドリア関連タンパク質のデータベー
スが構築されている。この点を考慮すると、キャ
プチャー解析を行うことは、次世代シークエンサ
ーから出されるデータを効率的に解析し、病因遺
伝子を同定できると考えられる。また、エキソー
ム解析を行った場合には、偶発的所見についての
取り扱いを考慮することが不可欠になる。 
 
E.結論 
 本研究はこれまで病因変異の不明であっ
たミトコンドリアミオパチー患者の核 DNA
コードの原因遺伝子の同定を行うものであ
り、約 800 の遺伝子をターゲットしたキャプ
チャー解析の有用性を示した。今後は機能解
析（機能回復実験）が可能な試料をもつ患者
を中心に症例を重ねてその研究的意義を高
めつつ、臨床の現場にどのように応用させる
かについての研究も行うことが肝要と考え
る。 
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