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脳卒中様発作 を伴 っ た ミ ト コ ン ドリ ア 脳筋症

お よび 乳 児致 死 型 心 筋症 に お ける

ミ ト コ ン ドリ ア D N A 点変異

金沢 大学 医学部内科学第二 講座 は 任 二竹 田 亮祐教授う

井 野 秀

く平成 3 年 8 月20 日受付つ
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脳卒 中様 発 作 を伴 う ミ ト コ ン ド リ ア 脳 筋症 くm itくX h o n d ri al m y o p a th y ，
e n C e p h al o p a th y ，

1 a c ti c

a cid o si s
，

皿 d s tr o k e
－1ik e e pis t xl e s

，
M E L A Sl は心筋症 を伴う こと が 多く ， 心 不 全は代謝性ア シ ド ー シ ス

と とも に その 死因と して重要 で あ る ． 近年 M E L A S に お い て ミ ト コ ン ド リ ア電子伝達系酵 素複合体 I

くN A D H －

u b i q u in o n e o x id o r e d u c t a s el の 欠 損 が 報 告 さ れ
，

ミ ト コ ン ド リ ア D N A くm it ch o n d ri al

d e o x y ri b o n u cl ei c a cid
，

m t D N A l の 突然 変異 が そ の 原因 と し て求 め ら れ た ． 心 筋症 を 伴 う 典 型 的 な

M E L A S の 2 症例 ，
およ び そ の 最 重症 型 と さ れ る 乳児致 死 型心 筋症 くfa t al in f a n til e c a rdi o m y o p a th y ，

F IC M J の ミ ト コ ン ド リ ア D N A 全塩基配列 を ， 蛍光色素 に よ る D N A 自動解析装置 を用 い
，
直接塩基配

列決定法 に て 決定 した ． 典型的な M E L A S の 2 症例 に 共通 して ，
ロ イ シ ン tR N A 遺伝子 上 の塩基番号

3
，
24 3 に A か ら G へ の塩 基転位型変異 が認 め られ た ． さ ら に FI C M で は

，
ロ イ シ ン t R N A 遺伝子 上 の

塩基番号3 ， 2 5 4 に C か ら T へ
，

イ ソ ロ イ シ ン t R N A 遺伝子 上 の 塩基 番号4
．
3 1 7 に A か ら G へ

，
お よ

び トリ プ ト フ ァ ン t R N A 遺伝子上 の塩 基番号5
，
5 5 4 に C か ら T へ の 変異が 見い だ され た ． こ れ ら の 変

異の う ち
，

ロ イ シ ン t R N A 遺 伝子 上 の塩 基番号3 ，2 4 3 の A 塩基 お よ びイ ソ ロ イ シ ン tR N A 遺伝子上 の

塩基番号4
，
31 7 の A 塩基は ヒ ト

，
ウ シ

，
ラ ッ トで保存 され て お り ， 特 に 前者で は マ ウ ス

，
ニ ワ ト リ

．
カ

エ ル
， ウ ニ

，
お よ びシ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ま で保存 され て い た ． し たが っ て t R N A 分子 が 機能 する た め に 重

要な部位と 考え ら れ
，

こ れ らの 変異に よ る t R N A 分子 の 変化が
，

ミ ト コ ン ドリ ア蛋白の合成障害に よ る

生体エ ネル ギ ー 産生低下 を引き起 こ す 可能性が 考 え られ た ．
ロ イ シ ン t R N A 遺伝子 上 の 塩基番号3 ，

2 4 3

で の A か ら G へ の 塩基転位塾変異 に よ り制限酵素 4 かH の 認識部位 が新た に 形成さ れ る ． 制 限酵素

A p a I に よ る消化 で は
， 他 の典型 的 な M E L A S 2 例 に も同 じ変異 が認 め られ た が

，
ミ ト コ ン ドリ ア脳 筋

症の他の 臨床 疾患 単位 で あ る慢 性進 行 生外眼 筋麻輝 くch r o n i c p r o g r e s si v e e x t e r n al o ph th a h o pl e gi a ，

C P E O 1 2 例 ， 福 原痛 くm y o cl o n u s e p n e p s y wi th r a g g e d－r e d fib e r s
，
M E R R F I l 例で は こ の 変異は認 め ら

れ ず
， 本症 に 特異 的で あ っ た ． 心 筋症 を伴う M E L A S に 共通 して

，
m t D N A の ロ イ シ ン t R N A の変異

を認 め
，

ま た FI C M に お い て m t D N A の 3 つ の t R N A に変異 を認 めた こ と よ り
．

心 筋症 の
一

因と し て

m t D N A に お け る t R N A の 変異 が 示 唆さ れ た ．

K e y w o r d s mi t c xIh o n d ri al D N A
，

n u Cle otid e s e q u e n c e
，

m it o ch o n d ri al

e n c e p h al o m y o p at h y ，
C ar di o m y o p at h y

A b b r e viati o n s こ C P E O ， C h r o n ic p r og re s siv e e x t e rn al o p ht h al m o pl e gi a ニ d d N T P ，

d u e o x y ri b o n u cle o sid e t rip h o s p h at e ニ d N T P
，

d e o x y ri b o n u cle o sid e t ri ph o s p h at e 三 d A T P
，

d e o x y ad e n osid e t ri p h o sp h at e i d d A T P
，
did e o x y ad e n o s in e t ri p h o s p h at e i d d C T P

，
did e o x y c y tidi －

ne trip h o s p h at e 三 d d G T P
，

d id e o x y g u a n os in e t rip h o s p h at e ニ d d T T P
，

did e o x y t h ym id in e
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ミ トコ ン ド リ ア D N A くm it o c h o n d ri al d e o x y ri b o n u
－

Cl ei c a cid
，

m t D N A l は
，
1 6

，
5 6 9 塩基対 よ りな る 環状二

重 鎖 D N A で あ り ， ミ ト コ ン ド リ ア 電子 伝達系酵素の

13 偶の サ ブ ユ ニ
ッ ト ， 2 2 種 の t R N A

， お よ び 2 個 の

r R N A を コ
ー

ド して い る
U

． ミ ト コ ン ド リ ア電 子 伝達

系は 5 種の 酵素く複合体 エー Vl よ り形成 され
，

その う ち

複合体工工を除く 4 種 の 複合体が 核 の D N A に コ ー ドさ

れ た サ ブ ユ ニ ッ トと m t D N A に コ ー ド さ れ た サ ブ ユ

ニ ッ トで 構成 され て お り
， 核の D N A と m t D N A の 二

重支配 を受 け て い る ．

ミ ト コ ン ド リ ア脳筋症 は ，
ミ ト コ ン ドリ ア の エ ネ ル

ギ
ー 代謝異常 に 伴う ， 筋萎縮 ． 筋力 低下 な どの 筋症

状 ，
お よ び知能低下 ． 難聴 ． 視 力低下 ． 運動失調な ど

の 中枢神経症状 を呈す る 疾患群 で あ る
2I

． そ の
一

つ の

臨床疾患単位 と して 脳卒中様発作 を伴う ミ ト コ ン ドリ

ア脳 筋症 くm it o こh o n d ri al m y o p ath y ，
e n C e ph al o p ath y ，

l a c ti c a cid o si s ，
a n d st r o k e －1ik e e pi s od e s

，
M E L A SI が

あ る
鋤

． 本症は 低身長 ， 知能低下 ， 嘔 吐 ， あ る い は 半

盲 ． 皮質盲な どの視覚異常 を伴 っ た脳卒 中様発作 を主

症状 と し ，
こ れ ら に 加 え て 高乳酸血症 ， 発作 に 伴 っ た

頭部 コ ン ピ ュ
ー タ ー 断層写真上 で の低 吸収域 の 出現 ，

生検骨格筋の 組織化学 に お け る ミ ト コ ン ド リ ア の 異常

所 見に よ り診断さ れ る ． 本症 は 心筋症を伴う こ と が 多

く
4l

，
心不全 は代謝性ア シ ド

ー シ ス と と も に そ の 死因

と して 重要 で あ る ． 近年 M E L A S に お い て ミ ト コ ン

ド リ ア 電子 伝達 系酵素 複合 体 I くN A D H ．

u b iq u in o n e

o xid o r e d u c t a s el の サ ブ ユ ニ ッ ト の 欠 損 が 報 告 さ れ

た
梱

． その 後複合体 1 だ け で な く
， 複合体工工

，
工Y

，
V

のサ ブ ユ ニ ッ ト に も軽 度 な が ら 欠 損が 見 い だ さ れ た

が
， 核の D N A の み で コ

ー

ド され た複合体 H は正 常範

囲で あ っ た
7I

． さ ら に 本症 で は 母 系遺伝 の 報 告 が あ

り
細 川

，
m t D N A は母系遺伝 をす る の で

101
m t D N A の 変

異に そ の 原因が 求め られ た ． しか し
，
M E L A S の患者

の m t D N A に は大き な 欠失は 認め ら れ ヂ11

，
小さ な 欠

失 な い し 点 変 異 が 原 因 と 推 定 さ れ た ． そ の た め

M E L A S の 患者の m t D N A の 全塩基配列 を決 定す る必

要が あ っ た ．

従来の シ ー

ク エ ン ス 法 は ， ラ ジオ アイ ソ ト
ー プ を用

い る こ と ，
プラ ス ミ ド ， ある い は フ ァ

ー ジ へ の ク ロ ー

ニ ン グ を要す る こ と な ど よ り ， 長い D N A の 全塩基配

列決定 に は 数カ月 の 期間 を要 し た
1引

， こ れ ら の 欠点 を

克服す るた め
， 蛍 光法 を 用 い た 全自動 D N A 解 析装

野

置
13 ト 15I

と
， 複 製 酵 素 連 鎖 反 応 くp ol ym e r a S e C h a h

r e a c ti o n ，
P C Rl

l 醐
を用 い た直接塩基配列決定法 を組み

合 わ せ た シ ス テ ム を開発 し m t D N A 全塩基 配列の 迅速

な決 定を行 う こ と を 可能 と し た 一 こ の シ ス テ ム を用

い
， 典型 的な M E L A S 2 例 と その 重症 型 と考 えられ

る 乳児致死 型 心筋症 1 例 の m t D N A 全塩基配列を決定

した ．

対象お よ び方 法

I
． 症 例

患者 1 くP ll ニ1 8 才女性 ． 頭痛 ， 嘔 吐 を主訴 として入

院 し た ． 頭部 コ ン ピ ュ
ー タ ー 断層写真 で 頭頂後頭葉に

低吸収域 を認 め た ． 低 身長 ， 知能低下 ， 痙攣発作， 筋

力低下 ， 繰 り返 す嘔吐
， 片麻痺

， 半音
，
乳酸ア シ ド

ー

シ ス を呈 し
，
糖尿病くイ ン ス リ ン20 単位ノ別 ，

お よ び肥

大型 心筋症 を伴 っ て い たく図 1 ト 20 才で 心 不 全 のため

Fi g ． 1 ．
T w o

－d i m m e n sio n al e c h o c a rd i o g r a m of

P a ti e n t l ． T o p ， A pi c al f o u r
－

C h a m b e r vie w ．

ob t ai n e d in e n d －d i a st ol e く1 ef tI an d in e n d －

S y Stle

恒gh tl d e m o n d s t r a t e d r e d u c e d m y c xI a rdi d

c o n t r a c tility ． B o tt o m
，

L ef t p a n el sh o w ed

an O th e r a pi c al f o u r
－

C h a m b e r vi e w ． S h o rt ．
a x is

v i e w くri gh tl r e v e al e d th at th e th ic kn e s s of th e

le ft v e n tri c ul a r f r e e w al1 w a s 1 9 m m an d m ild

p e ri c a rd i al eff u si o n ．

t ri p h o s p h a t e 三 F I C M
，

f a t al in f a n t n e c a rd i m y o p a t h y i M E L A S
，

m it o c h o n d ri al m y o p athy ，

e n c e p h al o p at h y ， 1 a c tic zMIid o sis
，

an d s t r o k e －1ik e e p is c d e s i M E R R F
，

m y C KIl o n u s e p n e p s y W ith

r a g g ed － r e d fib e r s ニ m tD N A ， mi t c xIh o n d ri al D N A i P C R
， p Ol ym e r a S e C h a in r e a ct io n
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T a b l e l ． E n z y m ic a citi vi ti e s of th e r e s pir at o r y c h ai n i n th e h e a rt

m it o c h o n d ri a of P ati e n t l a n d i n t h e s k el e t al m u s cl e mi t o c h o n d ri a くつf

P a ti e n t 2

P a ti e n t l P a ti e n t 2 C o n tr o I R a n g e

N A D H －

C yt O C h r o m e 4 5

c r e d u c t a s e

S u c ci n a t e－C yt O C h r o m e 1 7 1 9

c r e d u c t a s e

C y t o c h r o m e 1 4 6 5

c o xi d a s e

1 4 2 4 9 士17 4 8 2 士 63 7

1 0 0 0 8 8 9 士507 3 4 3 士17 6 7

70 8 1 5 5 4 士75 3 6 0 1 士28 7 3

A c ti vi ti e s a r e e x p r e s s e d i n n m o V mi nノm g of mi t o c h o n d rial p r o t ein ．

＋
V al u e s a r e m e a n 士S ． D ．

T a bl e 2 ． E n z y m e a c ti viti e s i n h e a rt mi t o c h o
－

n d ri a of P a tie n t 3

E n z y m e P a ti e n t く期 C o n t r ol
＋

くnl R a n g e

C o m pl e x 工 2 1 3 く31つ 69 0 士26 7 く3つ 48 2
－

9 9 4

C o m pl e x 正 1 8 6 6 く30 9う 60 4 士 98 く3つ 53 7
－

7 1 6

C o m pl e x 皿 1 1 1 9 く15 4つ 72 8 士22 3 く幻 487 － 9 3 1

C o m pl e x 阿 1 9 7 く33つ 59 3 士12 2 く釘 458
－

6 9 7

C o m pl e x V l O 6 く80つ 13 3 士 42 く3つ 99
－

1 7 9

A c tiv iti e s a r e e x p r e s s e d i n n m oV m i nJ
l

m g of

m ito c h o n d ri al p r o t ei n ．

韓
V al u e s a r e m e a n 士S ． D ．

死亡した ．

患者2 くP 2ンこ13 才男性 ． 低 身長 ， 知能低下 ， 痙撃発

作， 筋力低下 ， 繰り返 す 嘔 吐
， 片麻痺 ， 皮質盲 ， 乳酸

アシ ド
ー

シ ス を呈 し
，

肥大型心筋症 を伴 っ て い た ． 1 5

才で 突然死し た ．

両症例と も に 筋生検 で 虫食 い 状 赤染 線維 くr a g g ed －

re d fib e rJ を認め た ． 神経 ． 筋疾患お よ び 心疾 患の 家

族歴は とも に 認め ら れ な か っ た ． また 骨格筋よ り単離

したミ ト コ ン ド リ ア の N A D H －

u b iq u in o n e o x id o r e d u
－

Ct a S e 活性は患者 1
，

2 と も に 低下 して い た く表 1 ト

患者3 くP 31 ニ 1 才男児 ． 全身衰弱の た め入 院 ． 患児

には兄弟は な く ． 両親 に 血 族結婚も 見 られ な か っ た ．

胸部エ
ッ ク ス 線写真 で は 著明な心 拡大 を認 め た ． 髄 液

検査施行中に 心 停止 を引き起 こ し たが
．

1 0 分後 に 蘇生

した ■ 貧血， 代謝性ア シ ド
ー シ ス

， gl u t a m i c o x al o a c
－

e tic tr a n s am i n a s e くG O Tl ，
1 a ct at e d e h y d r o g e n a s e

tL D f D ，
C r e a t in e p h o s p h o k in a s e くC P Kl 値の 上 昇 を認め

た ． 心電図で は散発性の 心 室性期外収縮が 見 られ た ．

繰り返す痙攣発作と と も に 徐脈化が 進行 し
， 第 7 病 日

に 死亡し た ． 剖検 で は 心 重量 145 g くコ ン ト ロ ー ル

42 gl で左心室は著明 な肥大と 拡張を呈 した ． 炎症細胞

の浸潤は見られ な か っ た が
， 個 々 の 心筋細胞 は腫大 し
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て い た ． 心 筋 よ り単離し た ミ ト コ ン ド リア に お い て複

合体 王
，
I V の 活性の 著明 な低下

，
複合体V の 活性 の 軽

度の 低下が 見 られ た 俵 2 1 ．

工工 ． 方 法

1 ． 原理 く図 21

P C R 法 で
一 次増幅さ れ た D N A を鋳型 と して ， 5

，

端側に M 1 3 m p1 8 の ユ ニ バ ー サ ル 配列く5
，

－ T G T A A A

A C G A C G G C C A G T －3り を も っ た3 8 塩 基の プ ラ イ

マ ー と
， 適度 に 間隔 をあ け た20塩 基の プライ マ ー と で

非対象 P C R
lの

を行 ない
，
3

，

端側に M 1 3 m p 1 8 の ユ ニ

バ
ー

サ ル 配列 と相補的な配列 をも つ 一 本鎖 D N A を得

る ． 得 られ た
一 本鎖 D N A を鋳型 と して ，

M 1 3 m p 1 8 の

ユ ニ バ ー サ ル 配列の 5
，

端側 に 4 種 の蛍光色素を付 け

た 各色 素プ ライ マ ー

を用 い
，
S 皿 g e r ら の ジ デ オ キ ン

反応
191

を P C R 法で行 なう ． つ ま り A の 色 素 プ ラ イ

マ ー を伸張さ せ た場合 ，
did e o x y ad e n o s in e t ri p h o s p h

－

a t e くdd A T Pl で停止 した D N A 鎖が合成さ れ る ． 他 の

C ， G ，
T の 場合 も 同様 で ある ． 反応の 終了 した 4 種 の

反 応液は 一

つ に 集め られ
，

塩 基配列決定溶ア ク リ ル ア

ミ ドゲ ル の 1 レ
ー ン で泳動さ れ る ． D N A 鎖 の 長 さ に

応 じて泳動さ れ た バ ン ド は 自 動解析装置 で 検 出さ れ

る ．

2 ． プ ライ マ
ー 作製

約300 塩基対の 間隔で m t D N A の L 鎖 ，
H 鎖そ れ ぞ

れ に特 異的 な配列 をも つ 20 塩基 の プ ライ マ ー

くL プ ラ

イ マ
ー

，
H プ ラ イ マ

ー

1 を各60 種 ず つ 作製し た ． L プ

ラ イ マ
ー

は1 0 種 の 使 用 し た ．
プ ラ イ マ

ー

は 39 0 B 型

D N A 合 成 装 置 くA p pli e d B i o s ys t e m s
，

F o s t e r C ity ，

U S A l で作製 し ，
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド精製カ ー

ト リ ッ

ジくA p pli e d B i o s y s t e m sl を用 い て精製 し ． プラ イ マ ー

に は次 の 命名法 を用 い た ． Lくnl プ ライ マ ー は塩基番号

1C b ＋1 ら 10 n 十2 0 ま で の L 鎖の 塩基配列 をも つ 20 塩

基 の プ ライ マ
ー

をさ す ． Hくnl プ ライ マ
ー

は 塩基番 号

10 n ＋2 0 か ら 1 0 n ＋1 ま での E 鎖 の塩 基配 列 を も つ
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2 0 塩基の プラ イ マ
ー

を さ す ． さ ら に 各 L プ ライ マ ー の

5
，

端例の M 1 3 m p 1 8 の ユ ニ バ ー

サ ル 配列 を つ け た38

塩基 の プ ライ マ
ー

を60 種作製 し
，

F Lくnン プ ライ マ
ー

と

した ．

3 ．

一 次増幅

患者 1 の 骨格筋 ， 患者 2 お よ び 患者3 の 心筋組織か

ら t o t al D N A を抽 出し た
20l

． 下記の プ ラ イ マ ー 対を用

い
，
隣 り合 う フ ラ グ メ ン トが

一

部重な り 合う よ う に
，

か つ m t D N A 全長を カ バ ー

す る よ う に 1 0 の フ ラ グ メ ン

ト を P C R 法 に て 増 幅 し た ． P C R は
，

t O t al D N A

l O n g ，
I ． プ ラ イ マ ー 5 0 p m ol

，
H プ ラ イ マ

ー 5 0 p m ol
，

d e o x y ri b o n u cl e o sid e t ri p h o s ph a t e くd N T PI 各 20 0

J L M
，

7 b q D N A p ol y m e r a s e くP r o m e g a
，

M a di s o n
，

U S A 1 1 ． 2 5 単位 ，
1 0 m M T ri s

． H C l くp H 9 ． O I ，
5 0 m M

K C l
，
1 ． 5 m M M g C1 2 ，

お よ び0 ． 0 1 ％ゼ ラ チ ン を含む全

量50 FL l で 行 な っ た ． 反応 は D N A T h e r m al C y cl e r

Fl u o r e s c e n c e
－ b a s e d dir e c t s e q u e n c l n g

U niv e 帽 a l

Pri m e r

哩
r

A s y m m et ri c P C R

Si n 9te － St r a n d D N A

P C R s e q u e n ci n g

Dy e p rl m e r

丑
Djd e o xy t e r r ni n atio n

C ．．一
竺

－．川 1．．
．．

G 町 ．．．．．
T

町

丑
A ut o m at e d D N A s e q u e n c e a n aEy s i s

F i g ． 2 ． T h e p ri n ci pl e of fl u o r e s c e n c e
．b a s e d di r e c t

S e q u e n C in g ． A s y m m e t ri c P C R w a s c o n d u c t ed

u s in g P C R －

am p lifie d d o u b l e
－

S tT a n d D N A f r a g m －

e n t
，

F L p ri m e r w h ic h c o n t a in e d M 1 3 m p1 8

u ni v e r s al p r m e r
，

an d H p ri m e r ． 1 0 c y cl e s of

P C R ．d id e o x y t e r m i n ati o n r e a c ti o n w e r e p e rf o
－

r m e d u s in g a s y m m e t ri c P C R －

am plifi ed s in gl e
－

S t r an d D N A
，
d y e p ri m e r

，
an d d e o x yl did e o x y

n u cl e oti d e m i x t u r e ．

野

くP e r k in E lm e r C e tu s
，
N o r w alk

，
U S A I を用 い

， 熱変性

94
0

C 1 5 秒間 ，
プ ライ マ

ー 伸張72
0

C 6 0 秒 間を 1 サイク ル

と して30 サ イ ク ル 繰 り返 した ． 用 い た プ ライ マ ー 対は

次 の と お り で あ る ． L 1 6 4 1 ． B 1 3 6
，

L 61 － H 3 3 9
，
L 2 31 ．

H 4 5 4
，

L 3 72 － H 5 5 9
，

L 4 8 8 q H 70 2
，

L 6 8 0 － H 9 2 9
， L 853 ．

H 1 3 3 8
，
L 1 2 5 0 一 皿5 3 4

，
L 1 4 8 2 － H 1 61 9

，
L 1 59 4 － H 6 0 ．

反応終了 後 ， 3 M 酢酸ナ トリ ウム くp H 7 ． 41 5 声l およ

び10 0 ％エ タ ノ ー ル 1 0 0 メ1 を加 え
， －70

0

C に3 0 分間放

置 し た ． 1 3
，
0 0 0 g l O 分 間の 遠心の 後 ， 上 清 を除き

， 沈殿

の D N A を70 ％ エ タ ノ ー ル で リ ン ス し ， 真空チ ェ ン

バ ー 内で 乾燥 させ た ． 得 られ た ペ レ ッ ト を 6 〆1 の蒸

留水 で 溶解 し た ．

5 ． 背光色素 シ
ー

ク エ ン ス 反応

反 応 に は 7 b q シ
ー

ク エ ン ス キ ッ ト くA pplied

B i o s y s t e m sl を 用 い た ． キ ッ ト に は T b q D N A

p ol ym e r a S e
，

5 X シ ー ク エ ン ス バ ッ フ ァ
ー

く50 m

T ri s
－ H C l

， p H 8 ． 5
，
5 0 m M M g C l2，

2 5 0 m M N a C ll ，
4 種

の色 素プ ラ イ マ ー くF A M
，
R O X

， J O E
，
T A M R A l およ

び d N T P J d id e o x y ri b o n u cl e o sid e t ri p h o s p h a t e

くdd N T Pl 混合液が 含 まれ て い る ． 蛍光色素が光 に脆弱

な た め ， 以 下の 反 応 は す べ て 遮光 し た 状態 で 行な っ

た ． 調整 した
一 本 鎖 D N A を鋳型 と して ， 色素プライ

マ ー

を用 い て シ ー ク エ ン ス 反応 を行 な っ た ． D id e o x y
－

a d e n o s in e t ri p h o s ph a t e くd d A T P l を含 む シ ー ク エ ン ス

反応で は
，

一

本鎖 D N A 溶液1 JL l
，
A くJ o el 色素プライ

マ
ー 0 ． 2 p m ol

，
d o x y a d e n o s in e t ri p h o s p h a t e くd A T Pll

d d A T P 混合液 1 p l
，

シ ー

ク エ ン ス バ ッ フ ァ
ー 1 JLl

，

7 b q D N A p ol ym e r a S e l ． 2 5 単位 を含 む 全量7 ． 75 jL l で

P C R 反応 を行な っ た ． 反応 は熱変性90
0

C 1 5 秒 間，
ア

ニ ー リ ン グ およ び プ ライ マ ー 伸張70
0

C 6 0秒 間を10 回線

り返 し た ． D id e o x y c ytid in e t ri p h o s p h at e くdd C T Pl を

含 む 反 応 も 同 様 に 行 な っ た ． Did e o x y g u an O S in e

t ri ph o s p h a t e くdd G T Pl ，
did e o x yth ym id in e tri p h o sp h

－

a t e くd d T T PI を 含む 反応 で は す べ て 倍量 で 反 応を行

な っ た ． 4 種 の反 応液 は P C R 終了 後 ，
3 M 酢酸ナトリ

ウ ム 5 メ1
，

10 0 ％ エ タ ノ ー ル1 2 0 ル1 を含 む チ ュ
ー ブに

集 め
，

反 応 を停止 さ せ た ． 一2 0
0

C で1 0 分間放置後．

1 3
，
0 0 0 g l O 分間の 遠心 を行 な い

， 上 清を 除き ， 沈殿を

70 ％ エ タ ノ ー ル で リ ン ス の 後 ， 真空 チ ェ ン バ ー で乾燥

さ せ た ． 試 料を90
0

C
，

2 分 間加熱変性さ せ た後，
6 ％

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 泳動 し
，
1 0 時間 に 渡 っ て 37 3 A

自動 D N A 解析装置くA p pli e d B i o s y s t e m sl に より蛍光

の検 出 を行 な っ た ， 検 出さ れ た蛍光 は 同社 ソ フ トウエ

ア プ ロ グラ ム に よ り 分析さ れ塩基配列 の デ
ー タ に変換

さ れ た ． 得 ら れ た 塩 基 配 列 を G E N E T Y X V e r ．6 －00

くS o ft w a r e D e v el o p m e n t
， 東 荊 を 用 い

，
既報の ヒト



ミ ト コ ン ドリ ア脳筋症 に お ける m t D N A 点変 異

m tD N A の 全塩基配列
1I

との ホ モ ロ ジ ー 検索 を 行 な っ

た ． ま た コ ン ト ロ
ー ル と し て正 常 ヒ ト組織 よ り抽出 し

た m t D N A を用 い た ．

患者3 に 対 して 心 臓超音波断層撮影 を施行 し た ．

患者1 ，
2 の 各組織 よ り ミ ト コ ン ド リ ア を単離 し

2 り

，

N A D H － C ytC XI h r o m e c r ed u c t a s e
2 2I

， S u C C in at e
－

C yt O Ch r
－

o m e c r e d u c t a s e
2 2，

，
お よ び c yt く氾h r o m e c o xid a s e

2 3，
の

活性を測定し た ． ま た 患者3 の 組織 よ り単離 した ミ ト

コ ン ドリア に て複合体 I
－

V の 活性
封 卜 咽 2刀

を 測定 し

た ．
コ ン トロ

ー ル と して 正常 ヒ ト組織 を用 い た ．

成 績

症例3 に お ける N D 4 領域の 解析 の 結果の 1 例 を示

したく図3I ． L 8 5 3
，
m 3 3 8 の プ ライ マ ー 対で 一 次増幅 し

た約 5kb の 二 本鎖 D N A を鋳 型 と し
，

F L l l O 8 0 ． 5

p m ol
，
H l 1 8 9 5 0 p m ol の プライ マ

ー 対 で 非対称 P C R を

行っ て
一

本鎖 D N A を得た ， 次に こ の
一

本鎖 D N A を

鋳型とし て P C R 塩基配列決定 を行い
， 得ら れ た デ

ー

タは F L プライ マ
ー

の ほ ぼ 3
，

端 ，
つ ま り 塩基番 号

11
，
1 0 0 か ら約45 0 塩基 が ホ モ ロ ジ ー 検 索 に 耐 え う る

デ ー タ で あ っ た ． 4 5 0 塩基 を越 える デ
ー

タ は ア ク リ ル

アミ ドゲル の 分離能 を越 えて い る た め
，

プ ロ グラ ム に
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よる 判読 は不 適切と なり 肉眼 に よ る確認が必 要で あ っ

た 一 他の プ ライ マ ー 対で も非対称 P C R の プラ イ マ
ー

間隔 を500 塩基 また は800 塩 基 あけ る こ と に よ り
，
3 5 0

か ら4 50 塩基 の 解析結果 を得る こ とが で き た ． F L プ ラ

イ マ ー 約30 0 塩基 ごと に 作 られ て い る た め
，
連続 し た

2 つ の F L プ ライ マ
ー

で得ら れ る結果が50 か ら15 0 塩

基の 重 な り を持 つ こ と に な り
，
得 られ た結果の 倍額性

を高め る こ と が で き た ． 1 回 の 泳動に よ り
，
24 偶の 試

料の 泳動が 可能で あ るた め
，
3 回 の泳動 で m t D N A 全

周 の 解析が 可能で あ り
，

迅 速 な 変異 の 検 出法 で あ っ

た ．

翻訳領域に お い て 患者1
，

2
，

3 共通 に ア ミ ノ 酸置

換 をも た ら さ な い14 個の 変異が 見ら れ たが
，

これ らの

変異は い ずれ も コ ン ト ロ ー ル に も 認め られ た ． さ らに

患者 1 に 2 個 く塩基番号 9
，
7 5 5

，
1 4

，
6 6 軋 患者 2 に 8 個

く5 ，
1 0 8

，
7

，
6 0 0

，
9

，
3 77

，
9

，
5 7 5

， 1 3
，
56 3

，
1 4

，
1 73

，
1 4

，
20 0

，

1 4
，
5 6 91

，
患者 3 に 9 個 く塩基番号4

，
2 0 0

，
7

，
6 6 9

，
8

，
5 錮

，

1 0
，
3 97

，
1 1

，
9 0 2 ， 1 2

，
8 1 0

，
1 3

，
9 8 4

，
1 5

，
5 62

，
1 5

，6 2 2J の そ れ ぞ

れ に ア ミ ノ酸置換 をも た らさ な い 特異的な変異が 見ら

れ
，

患者 1 と患者 3 に共通の 変異 が1 個見 ら れ た く塩

基番号 4
，
8 8封 ． ま た ア ミ ノ 酸残基 の 置換 をも た ら す変

異と し て10 偶の 共通 な変異が 見られ く表 3J ，
そ の う ち

Fig ． 3 ． O n e of th e r e s u lt s of a u t o m a t e d D N A s e q u e n c e a n aly si s ． A s ym m e tri c P C R w a s c o n d u c t e d u s in g
F L l l O 8

，
m 1 8 9

， a n d a p p r o 裏 m a t el y 5k b p d o u bl e
－

S tr an d D N A am plifi e d wi th L 8 5 3 a n d H 1 3 3 8 ． T h e s e

d at a sh o w e d a b o u t 4 5 0 s e q u e n c e f r o m n u cle o tid e n u m b e r l l
，
1 9 0 ．

一一

N
，，

d e n o te s th e u n d e t e r m in ed b a s e ．



8 8 8

の 塩 基番号1 0
，
3 9 8 に お け る A か ら G へ の 変 異 は

N D3 の ス レ オ ニ ン をア ラ ニ ン に 変化 さ せ て い た ． こ の

アラ ニ ン は ヒ ト
1－

以 外の ウ シ
遡I

，
ラ ッ ト

ねI
，

マ ウ ス
罰J

で

保存さ れ てし1 る も の で あ り ，
コ ン ト ロ

ー

ル に お い て も

ア ラ ニ ン で あ っ た こ と よ り その 意義 は否定的で あ る ．

一

方患者 1 で N D l 領域 く塩 基番号 3
，
3 91 I に

，
ま た患

者2 で 州別 領域 傾 基番号 1 1
，
5 5 31 に

，
上 記哺乳類で

保存さ れ て い る ア ミ ノ 酸残基 の 置換 をも た ら す 変異を

認め ，
こ れ らの 変 異は コ ン ト ロ

ー

ル で は 認 め ら れ な

か っ た の で
， 有意義な変異で あ る可 能性が あ る ． 非翻

訳領域 で は く表 4 1 ．
M E L A S 2 症例 Pl

，
P 2 に 共通し て

塩基番号3
，
2 4 3 の t R N A

L e u

くU U Rl 遺伝子 上 の dih yd r o －

u ri d in e くDfr Ul ル ー プ に A か ら G へ の 塩 基 転位型突

然変異見 い だ さ れ た く図 4
， 図 5 I ． この 変異 は他の 2

例の M E L A S 患者 に お い て も検 出さ れ た が
，

7 例 の

正 常 者 お よ び 福 原 痛 くm y c c l o n u s e p u e p s y w ith

r a g g e d ィ e d fib e r s ，
M E R R F J l 例 と慢性進行性外眼 筋

麻痔 くCh r o n i c p r o g r e s si v e e x t e m al o p h th al m o pl e gi a
，

C P E OI 2 例 の m t D N A の 塩 基配 列の 分析 で は この 変

異は 認め られ な か っ た ．

患者3 くP3 い こお い て
，

ア ミ ノ 酸変異を 伴う 変異 と

して C O 2 遺伝 子 の 塩 基番号7
，
6 7 3 に A か ら G へ

野

C 舛占遺伝子 の 塩基 番号14
，
9 2 7 に A か ら G へ の 塩基転

位型 変異 を認 め ら れ た － これ ら に 対す る ア ミ ノ酸は哺

乳額で 保存さ れ て い る の で
，

これ らの 変異 は有意義で

あ る 可能 性が あ る ． 非翻 訳 領 域 に お い て ロ イ シ ン

t R N A 遺伝子 上 の 塩基番号3
，
25 4 に G か ら T へ

， イ ソ

ロ イ シ ン t R N A 遺 伝子 上 の塩 基 番号3
，
2 5 4 に G か ら

T へ
， イ ソ ロ イ シ ン t R N A 遺伝子 上 の 塩 基 番号4

，
317

に A か ら G へ く図 6
， 図 り ，

お よ び ト リプ トフ ァ

ン t R N A 遺伝子 上 の 塩 基番 号5
，
5 5 4 に C か ら T へ の

変異 を認 めた ． こ れ ら の う ちイ ソ ロ イ シ ン t R N A 遺伝

子 の 変異 は
，

マ ウ ス 以 外の 哺乳類 で保存 され た塩基の

変異 で あ っ た ．

一 方 ロ イ シ ン
，

お よ び ト リ プ トフ ァ ン

t R N A 遺伝子 の 変異 は
， 哺乳類で 保存 され て い ない塩

基 の 変異で あ っ た ．
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ミ ト コ ン ドリ ア 脳筋症 に お ける m t D N A 点変異

症例に 共通な変異 に 注目 し た － M E L A S 2 症例 全塩基

配列を決定 した と こ ろ ，
こ の 2 症例 に 共 通し て 認め ら

れ ，
かつ コ ン トロ

ー ル に 見 られ な か っ た 変異 は ロ イ シ

ン tR N A くU U RJ 遺 伝子 上 の 塩基番号3
，
2 4 3 で の A か ら

G へ の 塩基転位型 変異 の み で あ っ た
31 月2－

． こ の A 塩基

はと 卜，
ウ シ

，

マ ウ ス
，

ラ ッ トの 他，
ニ ワ トリ

犯，

，
カ エ

ル
粥

，
ウ ニ

醐

，
お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ

3 刀

ま で保 存 さ

れて お り く図 8 I ，

こ の A 塩 基 は ロ イ シ ン t R N A

くU U RI 分子 の 機能 の 重 要な部位と 想 定 さ れ ．
こ の A

塩基の G 塩基 へ の 変異 が ロ イ シ ン t R N A くU U Rl 分子

の機能に 大き く影響 を及 ぼ す こ と が 考 えら れ た ．

さ らに 大腸菌に お い て
，

t R N A 遺伝子 の D H U ル ー

プおよ び T 甘 C ル ー プ の 4 塩 基 に よ っ て 構成 さ れ る

L ．

v ari ab le p o c k et
，，

が t R N A そ れ ぞ れ に 特 異 的 な

N o r m al t R N A
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a m in o a c yl
－t R N A s ym th e t a s e の 特異性認識部位と な っ

て お り ， その 4 塩基 の 変異が特異性 を損 なう と 報告さ

れ た
鎚 I

． 塩基 の 種 間保存の 問題 だ け で な くD 汀U ル ー プ

あ る い は T 甘 C ル ー プ の 変異 に よる a m in o a c yl
．t R N A．

s y n th e t a s e の 特異性の 変化が
，

tR N A 分子の 機能 に 影

響を与 え て い る可能性も あ る ．

ロ イ シ ン t R N A くU U Rl 遺伝子 上 の 塩基番号3
，
2 4 3 で

の A か ら G へ の 塩基 転位型 変異 に よ り 制 限 酵 素

4 卯H の 認識 部位 が 新 た に 形 成 さ れ る ．
ロ イ シ ン

t R N A くU U Rl 遺 伝子 の 点変異お よ び 制 限酵素 A p a I

の 本来 の 認識部位 を含む 塩基番号2
，
8 8 1 か ら4

，
5 6 0 まで

を P C R 法に て 増幅 し
，
制限酵素 4 如H に よ る消化 を

行 っ た ． 塩 基番号4 ，4 2 7 の 制限酵素 Ap 戊工 の 本来 の 認

識部位 で の 切 断が 完 全 に 行 わ れ た に も か か わ ら ず ，
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1
，
5 5 1 b p の 断 片 は 消 失 せ ず

，
不 完 全 切 断 さ れ た

1
，
1 8 5 b p ，

3 6 6b p の 断片と混在 し て い た ． こ の こ と よ り

変異 ロ イ シ ン t R N A くU U Rl は野 生 型と 変異 型 が 混 在

す る ヘ テ ロ プ ラ ス ミ
ー

の 状態 で 存在す る こ と が わ か っ

た く図9 う． 患 者 1
，

2 の 各 臓 器 よ り 抽 出 し た m t D －

N A の制限酵素 4 舛 工 に よ る消化 で は
，

い ずれ の 臓器

で も ロ イ シ ン t R N A くU U RJ 遺伝子 は
，

ヘ テ ロ プ ラ ス

ミ ー

の状態で 存在 した ． 再生能力 の な い 神経 ． 筋組織

に お け る変異 m t D N A の 占め る割合 と 同等ま た は そ れ

以上 の変異 m t D N A が肝臓 ， 腎臓 ， 膵臓 に み ら れ た ．

F ig ． 9 ． Di g e sti 皿 wi th r e st ri c ti o n e n d o n u cl e a s e

A p a I o f P C R －

am p lifi e d m t D N A fr a g m e n t of

v a ri o u s ti s 凱1 e S O f P ati e n t s l an d 2 ． m t D N A

f r a g m e n t s e n c o m p a s s n g n u cl e o tid e p o siti o n s

2
，
8 8 1 t o 4

，
5 6 0 w e r e a m plifi e d ，

an d di g e st e d wi th

r e s tri c ti o n e n d o n u cl e a s e A p a I ． 1 2 9 b p a n d

l
，55 1 b p f r a g m e n t s w e r e g e n e r a t e d b y cl e a v a g e

a t n u cl e o tid e p o siti o n 4
，
4 2 7 0f th e n o r m al A p a I

r e c o g niti o n sit e ． 1
，
1 5 8 b p a n d 3 6 6 b p f r a g m e n t s

w e r e g e n e r a t e d b y cl e a v a g e a t n u c l e otid e

p o siti o n 3
，
2 4 5 w h e n A －t O

－ G t r a n siti o n c xI C u r r e d

a t 3
，
2 43 ． E v e n t h o u gh s u ffi ci e n t A p a I w a s

p r e s e n t a n d o v e mi gh t d i g e s ti o n w a s p e rf o r m e d
，

1
，
5 5 1 b p f r a g m e n t c o u ld n ot b e d 垣e s t e d c o m pl

－

e t el y ． T h e m u t a t e d m t D N A in M E L A S
，

th e r ef o r e
，

C O e X is t e d wi th w ild t y p e m t D N A
，

th e s t at e of h e t e r o pl a s m y ． P l
，

P a ti e n tlニ P 2
，

P a ti e n t2 ．

野

に もか か わ ら ずそれ らの 臓器が 不全状態 に 至 らない の

は ， 変異 m t D N A の 占 め る割合 と臓器 ごと の 発症の闘

値 と の 関連 が 示唆 さ れ た ．

ま た
， 患者 2 の ア ラ ニ ン t R N A の T 甘C ル ー

プ に

C か ら T へ の 塩 基 転位塑 変異が あ り
，

こ の C 塩基は

晴乳類 で 保存さ れ て い た ． M E L A S 症候群 に こ の変異

をも つ サ ブ グ ル ー プ が あ る の か今後 の検 索が必要であ

ろう ．

一 方 ，
こ の 2 症例で それ ぞ れ に 特異的 で

，
かつ 種間

保存 の 高 い ア ミ ノ 酸 の 置換 を もた らす 変異が m 領域

に 認 め ら れ た ． し か し
，

コ ン ト ロ
ー ル 2 例 で は このよ

う な変異 は認 め ら れ な か っ た ． 種 間保存 の 高い アミノ

酸の置換 を も た ら す 変異 は ，
M E L A S に お ける酵素活

性の 低 下に な ん ら か の 関わ り を持 ち
， 置換 され たアミ

ノ 酸残基の 種類 に よ っ て は機 能的な変 化を も たらす可

能性が あ る と考 え られ る ．

複合体 I の 欠損症の 最重症型と して 乳児致死 型に分

類 さ れ る
一

群 が あ る ． 思 春 期 で 発 症 す る 典型 的な

M E L A S と異 な り ， ほ とん どが 1 才未満で 死亡する ．

患者 3 に お い て C O 2 領 域 く塩基 番号 7
，
67 3I お よ び

C ytみ 領 域く塩基番号 14
，
9 2 71 で の 種 間保存の 高い アミ

ノ 酸 の 置換 を も た ら す変 異が 見い だ さ れ た ． また非翻

訳領 域で は t R N A 遺伝 子 上 に 3 つ の 変 異が 見い ださ

れ た ． そ の う ちの
一 つ は 哺乳 類で保存 さ れ て い た

39I
，

典型 的な M E L A S と は異 な る変異で あ るが
，
t R N A 遺

伝子 に 変異 を持 っ て い る こ と よ り
，
心筋症の

一 因とな

る可能性 が示 唆 さ れ た ． M E R R F に お い て も リ ジン

t R N A 遺伝子 の 変異が 見 い だ さ れ てい る こ と
40I4 1I

，
また

C P E O あ る い は K e a m s
－S a y r e s y n d r o m e くKS Sl に お

け る m t D N A の 欠失
4 2ト 44，

に お い て も ， 欠失領域 におけ

る t R N A 遺伝 子 の 欠損 が病 因で あ る と す る 考え方も

あ り
，

ミ ト コ ン ド リ ア脳 筋症 の 三 大 臨床疾 患単位が

t R N A 遺伝子 の 欠失な い し変異に 基づ い て い る ことも

考 え られ る ． 点変異 に と も な う t R N A 分子 の 変化が
，

い か な る機序 に よ り発症 に 結 び つ く か は今後の 課題で

あ る ．

本研究 に お い て
，
蛍光法 を用 い た16

，
5 6 9 塩基対の全

ミ ト コ ン ド リ ア遺伝子 の 塩基配列決定 シ ス テム を確立

した ．
こ の シ ス テ ム を用 い る こ と に よ り

一

回の 電気泳

動の 際に 24 個 の 試料 を泳 動で き
，

1 試 料 あ た り350 か

ら4 5 0 塩基対 を読む こ と が で き る た め
，

3 回の 泳動で

全長 を読 む こ と が で き
，
数日 で 1 症例 の m tD N A の変

異 の 解析 を完了す る こ とが 可能で あ っ た ． また ，

ヘ テ

ロ プ ラ ス ミ
ー

で あ っ た に も か か わ らず ， 直接塩基決定

法 を用 い たた め
，

ク ロ
ー ニ ン グ に よ る シ

ー

ク エ ン スを

行 っ た際 の 変異 の 見逃 し を防 ぐ こ とが でき た 一 しかし



ミ ト コ ン ド リ ア脳筋症 に お け る m t D N A 点変異

変異 m t D N A の 少 な い 血液試料の よ う な 場合 ， 変異塩

基の シ グナル が 低 く検 出不能 と な る こ と が 予 想 さ れ

る ．

結 論

蛍光色素を用 い た自動解析装置 に よ り m t D N A 全長

16
，
56 9 塩基の 塩基 配列 を決 定 し た ． 典 型 的 な M E し

AS 2 症例 に 共通 し て
，

m t D N A の ロ イ シ ン t R N A

く口U Rユ遺伝子 に変 異を 認 め た ． さ ら に 症例 ごと に 特異

的に種間保存の 高い ア ミ ノ 酸残基の 置換 をと も な う変

異が N D 領域 に 見 られ た 一 同様 に FI C M で も ．
C O 2

，

C y tb 遺伝子 の 点突然変 異の他 に
，

ロ イ シ ン t R N A 遺

伝子上の 塩基番号3
，
2 5 4 に G か ら T へ

，
イ ソ ロ イ シ ン

tR N A 遺伝子上 の 塩基番号4
，
31 7 に A か ら G へ

，
お よ

びトリ プ トフ ァ ン t R N A 遺伝子 上 の 塩基番号5 ，5 5 4 に

C か ら T へ の 変異が見 い だ され た ．
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T h e r m u s a q u a ti c u s D N A p ol ym e r a S e an d d ir e ct

S e q u e n C l n g Of p ol ym e r a S e C h a in r e a c ti o n
－

a m pl Ui e d

D N A ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，
8 5

，
9 4 3 6 － 9 4 4 0

く19 8 即．

1 8I G y11 e n s t e rL ， U ． B ． 鹿 E rli c h
，
H ． A ． 二 G e n e r at －

i o n of s in gl e
－

St r a n d e d D N A b y th e p ol ym e r a S e C h ai n

r e a c ti o n an d it s a p pli c a ti o n t o di r e c t s e q u e n cin g of

th e H L A J二Q A l o c u s ． P r o c ．
N a tl ．

A c a d
． S ci ． U S A

，

8 5
，
7 6 5 2 －7 6 5 6 く19 8即 ．

19I S 乱れ g e r
，
F ．

，
N i c kl e n ， S ． 鹿 C o u l s o n

，
A ． R ． こ

D N A s e q u e n c n g w ith c h a in t e r m in a t in g in h ib it o r s ．

P rc xI ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，
7 4

，
5 4 6 3 － 5 4 6 7 く19 7 71 ．

2 0ナ D r o ui n
，
J ． こ Cl o n in g of h u m an mi tc c h o n d ri al

D N A in E s c h e ri c hi a c oli ． J ． M ol ． B i ol ．
，
1 4 0 ， 1 5 － 3 4

く19 8 01 ．

2 1I B o o k el m a n
，
H ．

，
T rijb el s ， J ． M ． F ．

，
S e n g e r s ，

R ． C ． A ． 及 J a n s s e n
，
A ． J ． M ． ニ M e a s u r e m e n t of

c ytt x h r o m e s in h u m a n s k el e t al m u s cl e m it o c h o n d ri ．

a
，
i s o l at ed f r o m f r e s h a n d f r o z e n s t o r e d m u s cl e

S p e Ci m e n s ． B i o c h e m ． M e d ．
，
1 9

，
3 6 6 － 37 3 く19 7 8J ．

2 2I S o t t o c a s a
，

G ． L ．， K u yl e n s ti e rn a
，

B ．
，
E rn S t ．

e r
，

L ． 鹿 B e r g st r a n d
，

A ． I A n el e c t r o n
－ t r an S p O rt

S y S t e m a S S O Ci at e d w ith th e o u t e r m e m b r a n e of li v e r

mi t 肛 h o n d ri a ． A b iくX Ih e mi c al a n d m o r p h ol o gi c al

St u d y ． J ． C e n B i ol ．
，
3 2

，
41 5 ．4 3 8 く19 6 71 ．

2 3I C o o p e r st ei n
，
S ．

J ． 皮 L a 2i a r O W
，
A ． ニ A m ic r o

－

S p e C t r O p h ot o m et ri c m e th c xl f o r th e d e t e r m in ati o n of

C y tC XI h r o m e o x id a s e ． J ． B i ol ． C h e m ．
，

1 8 9
，

66 5 － 6 7 0

く19 5 い．

2 4I H a t e fi
，
Y ． 鹿 R i e s k e ， J ． S ． ニ P r e p ar a ti o n a n d

p r o p e rti e s o f D P N H ．

c o e n z ym e Q r e d u c t a s e くC o m pl e x

野

I of th e r e s pir at o r y c h a 叫 ■ M e th d s E n z ym 01 ．
， 10

，

2 3 5 － 2 3 9 く196 71 ．

2 5I H a t e 軋 Y ． 鹿 S ti g g all
，
D

． I J
．
ニ P r e p a r a ti o n a n d

p r o p e rti e s o f s u c c in a t e こ u b iq u in o n e o xid o r e d u c ta s e

くC o m pl e x IIl ． M e th o d s E n z ym 01 ．
，
5 3

，
2 l －2 7 く19 7 81 ．

2 6I S h i m o m u r a
，

Y ．
，

N i s h ik i m i
，

M ■ 鹿 O z a w a
，

T ． ニ I s ol a ti o n a n d r e c o n stit u ti o n of th e i r o n
－

S u lf e r

p r o t e in in u bi q u in 01 ．

c ytくX h r o m e c o xid o r e d u c t as e

C O m pl e x ． J ．
B i ol ． C h e m －

，
25 9

，
1 4 05 9 －1 4 0 6 3 く19 8 41 ．

2 7I A d a m
，

H ． こ A d e n o s in e ．5
，

－ di p h o s p h a t e a n d

a d e n o s in e
－ 5

，

－ m O n O p h o s ph a t e － I n 且 U ． B e r g m ey e r

くe d ．1 ，
M eth o d s of E n z ym i c A n al y si s

，
2 n d ed

． p573
－

5 7 7
，
A c a d e m i c P r e s s

，
N e w Y o rk

，
1 9 6 5 ．

2 8I A n d e r s o n
，
S ． ， d e B ru ij n

，
M ． H ．

，
C o d s o n

，
A

．

R ．
，
E p e r o n

，
工． C ．

，
S a n g e r

，
F ． 鹿 Y o u n g ，

I ． G ． ニ

C o m pl e t e s e q u e n c e o f b o v in e m it o c h o n d ri al D N A ．

C o n s e rv ed f e a tu r e s of th e m a m m al i a n m it o c h o n d ri ai

g e n o m e ． J ． M ol ． B i ol ．
，
1 5 6

，
6 8 3 －7 1 7 く1 98 2I ．

2 9I Bi b b
，

M ． J ．
，
V a n E tt e n

，
R ． A ．

，
W ri g h t

，
C ．

T ．
，

W a lb e r g ，
M ． W ．

鹿 C l a yt o n
，
D ． A ． ニ S e q u e n c e

a n d g e n e o r g a n i z a ti o n o f m o u s e m it o c h o n d ri al D N A ．

C ell
，
2 6

，
1 6 7 －1 80 く19 8 い．

3 0I G a d al e t a
，

G ．
，

P e p e
，

G ．
，

D e C a r Ldi a ， G ．
，

Q u a gli a ri ell o
，
C ．

，
S bi s a

，
E ． 鹿 S a c c o n e

，
C ． 三 T h e

C O m pl et e n u cl e o tid e s e q u e n c e o f th e Ytl tt u S n O r V qg l
．

C u S m it c xIh o n d ri al g e n o m e こ C r y p ti c si g n al s r e v e ale d

b y c o m p a r a ti v e a n al a y si s b e t w e e n v e rt e b r a te s ． J ．

M ol ． E v ol
リ
2 8

，
4 9 7 －5 1 6 く19 8 91 ．

3 1I I n o
，
H ．

，
T a n a k a

，
M ．

，
0 lm 0

，
K ．

，
H a tt o ri

，
K ．

，

I k e b e
，

S ． ， S a n o
，

T ．
，

O z a w a
，

T ．
，

I c b iki
，

T ．
，

K o b a y a s h i
，
M ． 鹿 W a d a

，
Y ． ニ M itc xI h o n d ri al 1 e u c in e

t R N A m u t a ti o n in a m it o c h o n d ri al e n c h e p h al o m y o ．

p a th y ． L a n c e t
，
3 37

，
2 3 4 －2 3 5 く1 9 9 11 ．

3 21 T a m a k a
，
M ．

，
I n o

，
H ． ， O b n o

，
E ．

，
O h b a y a s hi

，

T ．
，
I k e b e

，
S

り
S a n o

，
T

． ，
I e b ik i

，
T ．

，
E ob a y a s hi

，

M ．
，

W a d a
，

Y ． 及 O z a w a ，
T

．
ニ M it o c h o n d ri al D N A

m u t a ti o n s in m it o c h o n d ri al m y o p ath y ，
e n C e ph al op a

－

th y ，
1 a cti c a cid o sis

，
an d s tr o k e

－1i k e e pis od e s

くM E L A S l ． B i o c h e m ． B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ■
，
174

，

8 6 1－86 8 く19 9 リ．

3 3I D e sj a r d i n s
，
P ． 及 M o r ai s

，
R ． こ S e q u e n c e a n d

g e n e o r g an i z a tio n o f th e c hi c k e n m itc xI h o n dri al

g e n o m e ．
A n o v el g e n e o rd e r in hi gh e r v e r te b r ate s ．

J ． M ol ．
Bi ol ． ，

2 1 2
，
5 9 9 －6 3 4 く19 9 0J ．

瑚 R o e
，

B ． A
り

M a
，

D ． P ．
，

W il s o m
，

R ． 軋 鹿

W o n g ，
J ． F ． H ． こ T h e c o m pl e t e n u cl e o tid e s e q u e n C e
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of th e 彪 n pP u s h l e V ね mi tt x h o n d ri al g e n o m e ． J ．

B iol ． C h e m ．
，
2 60

，
9 7 5 9 － 9 7 7 4 く19 8 5J ．

瑚 C a n t a t o r e
，

P ．

，
R o b e rti

，
M ．

，
R ai n a ldi

， G ．
，

G a d al e t a
，

M － W ．
鹿 S a c c o n e

，
C ． こ T h e c o m pl e t e

n u cle o tid e s e q u e n c e
， g e n e O r g an i z a ti o n

，
a n d g e n e ti c

c c d e of th e m it o c h o n d ri al g e n o m e o f P a m c e n t r o t u s

li vid u s ． J ． Bi ol ． C h e m ．
，
2 6 4 ， 1 0 9 6 5 ．1 0 9 7 5 く19 8 91 ．

瑚 J a c o b s
，
H ． T ．

，
E lli o tt

，
D ． J ．

，
V e e r a b h a d r a

－

c h a r y a
，

B ． M ． 鹿 F a r q u h a r s o n
，

A ． ニ N u cl e o tid e

s e q u e n c e a n d g e n e o r g an i z ati o n o f s e a u r c h in

mi tcx Ih o n d ri al D N A ． J ．

，

M ol ． B iol ．
，

2 0 2
，

1 8 5 － 2 1 7

く198 81 ．

叩 Cl a r y ，
D ． 0 ． 鹿 W oI s t e n h o l m e

，
D

． R ． ニ T h e

d r o s o p hil a m it o ch o n d ri al g e n o m e ． J ． M ol ．
E v ol ． 2 2 ，

25 2 ．27 1 く19 8引．

卿 M c C l ai n
，

W ． H ． 良 F o s s ， K ． ニ C h a n g in g th e

a c c e p t o r id e n tit y of a t r an Sf e r R N A b y al t e r in g

n u cl e otid e s in a
り

v a ri ab l e p o ck e t
，，

． S c ie n c e 2 4 1
，

18 04 －1 80 7 く1 9 8即．

39J T a n a k a
，
M －

，
I n o

，
H ．

，
O h n o

，
K ．

，
H a t t o ri

，
K

．
，

S a t o
，

W －
，

O z a w
．

a
，

T ．
，

T a m a k a
，

T ． 鹿 I t o y a m a
，

S ． ニ M it o c h o n d ri al m u t a ti o n in f a t al in f an til e

C a rdi o m y o p a th y ． L an C e t
，
3 3 6

，
1 4 5 2 く19 9 0I ．

叫 ．馳 0 蝕 e r
，
J ． M ．

，
L o t t

，
M ． T ．

，
L e z z a

，
A ． M ．

S ■

，
S eib el

，
P ．

，
B a lli n g e r

，
S ． W ． 皮 W all a c e

， D ．

C ． ニ M yc xIl o n i c e pil e p s y a n d r a g g e d －

r e d fib e r di s e a s e

89 5

くM E R R F J i s a s s c xIi a t e d w ith a mi t o c h o n d ri al D N A

t R N A
L 汚

m u t ati o n ． C e n
，
6 1

，
93 1 － 9 3 7 く19 9 01 ．

4 リ Y o n e d a
，

札
，

T a n n o
，
S ．

，
H o r ai

，
S

．
，

0 ヱa W a
，

T ．
，
M i y a t a k e

，
T ． 鹿 T s uji ，

S ． ニ A c o m m o n m it o c
－

h o n d ri al D N A m u t a ti o n in th e t － R N A
L 鰐

of p a ti e n ts

W ith m y o c l o n u s e p n e p s y a s s o ci at ed wi th r a g g e d － r e d

fib e r s ． B ic xI h e m ． h t ．
，
2 7

，
78 9 － 79 6 く19 9 01 ．

4 2I M o r a e s
，

C ． T ．
，

D i M a u r o
，

S ．
，

Z e vi a n i ， M ．
，

L o m b e s
，
A ．

，
S h a n s k e

，
S ．

，
M i r a n d a

，
A ． F ．

，
N a k a s e

，

H ．
，

B o n ill a
，

E ．
，

W e r n e c k
，

L ． C ．
，
S e r vid ei

，
S ．

，

N o n a k a
，
I ．

，
K o g a

，
Y ．

I S pi r o
，

A ．
，

B r o w n ell
，

E ．

W
． 1 S c h m id t

，
B ．

，
S c h o tl a n d

I D ． L ．
，
Z u p a n c

，
M ．

，

D e V i v o
，
D ． C － I S c h o n

，
E ． A ． 鹿 R o w l a n d

，
L ． P ． こ

M it o c h o n d ri al D N A d el e tio n s in p r o g r e s si v e e x t e rn al

O Ph th a h o pl e gi a a n d K e a rn S
－S a y r e s y n d r o m e ． N ．

E n gl ． J ． M e d ．
，
3 2 0

，
1 29 3 －1 29 9 く19 8 91 ．

4 31 H ol t
，
I ． J ．

，
H a rd i n g ，

A ． E ． 息 M o r g a n
－

H u g h e s
， J ．

A
． ニ D el e ti o n s o f m u s cl e mi tく光 h o n d ri al

D N A in p ati e n t s w ith mi t o c h o n d ri al m y o p ath i e s ．

N at u r e ． 3 3 1
，
7 1 7 －7 1 9 く19 8 8l ．

4 4I O z a w a
，
T

リ
Y o n e d a

，
M

．
，
T a n a k a

，
軋

，
O h n o

，

K －

，
S a t o

，
W ．

，
S u 21 u k i

，
H ．

，
N i s h ik i m i

，
M ．

，

Y a m a
T
Tt O t O

，
M ．

，
N o n a k a

，
I ． 鹿 H o r a i

， S ． こ M at e r
－

n al i n h e ri t a n c e of d e l et e d m itc c h o n d ri al D N A in a

f am il y w ith mi t c c h o n d ri al m y o p ath y ． B ic xIh e m ．

B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
1 5 4

，
12 4 0 －1 2 4 7 口9 8 軋

M it o c h o n d ri a I D N A P oi n t M u t a ti o n s i n P a ti e n t s wi t h M it o c h o n d r i a l M y o p at h y I

E n c e p h aI o p at h y ，
L a c tic A cid o sis ， a n d St r o k e －1ik e E p is o d es I a n d F at a l h fh n til e C a r di o m y o p a th y

H id e k a z u I n o
，

D ep ar t m e n t of h te m al M edi ci n e く町 S c h o ol o f M e di ci n e
，
K an a Z a W a U ni v e r si ty ，

K an a Za W a 9 2 0 J ． J u z e n M ed S o c ．
，
1 0 0 ， 8 83 － 8 96 く19 9 1J

K ey w o r d s m it o c h o n d ri al D N A
，

n u Cl e o ti d e s e q u e n c e
，

m i t o c h o nd ri al e n c e p h al o m y o p a th y ，

C a rd i m y op a th y

A b st r a くニt

M it o c h o nd ri al m y o p a th y ，
e n C e p h al o p a th y ，

l a cti c a ci d o si s
，

an d st r o k e －1ik e e p
i s o d es くM E L A SJ i s

Ofte n ass o ci at ed w i th c ar di o m y o p a th y ，
an d h e ar t f ai l u r e a s w ell a s l a c d c aci d o si s i s a rn aJ O r C a u S e O f

d e a th － C o m pl e x I くN A D H － u b i q ui n o n e o x i d o r e d u c ta s el w a s r e c e n tl y r ep o rte d to b e d ef e c ti v e i n

M E L A S
，

an d m u tati o n s o f m it o c h o n d ri al D N A くm tD N AJ w er e s o u gh t a s th e c a u s e ． I n th i s st ud y ，
th e

e ntir e se q u e n c e s o f m t D N A of t w o p atie n ts w i th ty p I C al M E L A S an d c a ri d o m y o p a th y ，
an d o n e

pati e n t w i th f atal i n f an ti l e c ar di o m y op a th y くn C M I w er e d et e r m i n e d u si ng th e a u t o rn a te d n u or e s －

Ce n Ce － b a s ed d ir e c t s eq u e n cl n g m e th od － An A － tO G tr an Siti o n at n u c l e o ti d e p osi ti o n 3
，
2 4 3 i n th e
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le u ci n e t R N A g e n e w a s c o m m o n b et w e e n t w o ty pi c al M E L A S p atie n ts ．
U n iq u e m u tati o n s i n F 7C M

i n cl u d e d G － t O － T tr an SV e rSi o n at 3
，
2 5 4 i n th e l e u ci n e 侃N A g e n e

，
A － t O － G tr an Si ti o n a t 4

，
3 1 7 i n th e

is ol e u cin e t R N A g e n e
，
a n d C － t O － T tr an Sid o n at 5

，
5 5 4 i n th e tr y pt op h an tR N A g e n e －

A m o n g th e se

m ut ati o n s
，
A a t 3

，
2 4 3 i n 血e l e u cin e tR N A g e n e an d A a t 4

，
3 1 7 i n th e i s ol e u ci n e tR N A g e n e ar e C O n －

s e rv e d in th e m an
，
C O W a n d r at ． A at 3

，
2 4 3 i n th e l e u ci n e t R N A g e n e i s fu r th e r c o n s er v ed i n th e

m o u s e c hi c k e n
，
X e n p p u s

，
S e a u r C h in

，
an d D Tt，S P P hila ．

m e s e sit e s ar e
，
th er ef or e

，
i m p o r ta n t f or th e

fu n cti o n of th e t R N A m ol e c ul e
，
a n d th e se m u ta ti o n s m a y al t er th e s e c o n d ar y st ru Ct ur e O f th e t R N A

m ol e c ul e a n d r ed u c e e n e rg y p r o d u c ti o n d u e to d e fi ci e n c y o f m it o c h o n d ri al p r ot ei n － T h e A － tO － G 仕an －

si d o n at 3
，
2 4 3 i n th e l e u ci n c e 択N A g e n e c r e at es a n e w r ec o g n ltl O n S eq u e n C e Of r e 貯i c d o n e nd o n u －

cl e a s e A p aI －
D i g e sti o n w i th 4 p aI r e v e al e d th e s a m e m u t ati o n in an 0 th e r t w o p ati e n ts wi th ty pi c al

M E L A S
，
b ut n ot i n t w o p ati e nt s w i th c h o r o ni c p r og r e ssiv e op h th a 血 O pl eg i a くC P E OJ or in o n e p ati e nt

wi th m y o cl o n u s epil e p sy w i th r a g g ed － r e d h b e r s くM E R R Fl ． n e c o m m o n m u t ati o n i n th e l e u ci n e

t R N A g e n e i n tw o ty p l C al p a ti e nts w i th M E L A S an d c ardi o m y op a th y ，
an d th r e e u n l q u e m u tati o n s i n

th e tR N A g e n e s i n o n e p ati e n t wi th F I C M s u g g e ste d th a t m u t ad o n s i n th e m it o c h o n d ri al t R N A g e n e

a r e r e sp o n si bl e fb r th e p a th og e n esi s o f th e c ardi o m y o p a th y ．


