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研究成果の概要（和文）：慢性進行性外眼筋麻痺(CPEO)は眼瞼下垂と外眼筋麻痺を特徴とする疾患群である。確
定診断には筋肉の生検により病理学的に行われているが、侵襲が大きく外来診療の中で行うことは容易ではな
い。一方、CPEOはミトコンドリアDNA(mtDNA)の欠失を伴うことが多い事から、本研究ではCPEOが疑われる症例か
ら口腔粘膜や唾液や白血球の検体を得て、mtDNAの欠失の有無を検討する簡易診断を検討した。結果、15例の
CPEO検体から6例のmtDNAの欠失を認めた。また、眼球突出を主訴とするCPEOの2症例について詳細に臨床像を調
査して眼球突出がCPEOの1症状である可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Chronic progressive external ophthalmoplegia (CPEO) is a mitochondrial 
disease characterized by slowly progressive ptosis and limitations in ocular motility. Although 
pathological examination by muscle biopsy is performed for definitive diagnosis, it is difficult to 
perform the examination because a biopsy is highly invasive during outpatient treatment. On the 
other hand, some patients with CPEO have the deletion mutation of mitochondrial DNA (mtDNA). In this
 study, we performed the genetic test for mtDNA deletion mutation using samples of oral, saliva, or 
white blood cells of suspected CPEO. As a result, deletion mutations were detected in 6 out of 15 
patients with CPEO. In addition, we examined in detail the clinical features of 2 patients of CPEO 
with chief complaint of the proptosis. It is possibility that proptosis is one of the features of 
CPEO.

研究分野：眼科

キーワード： 慢性進行性外眼筋麻痺

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
斜視手術は外眼筋の手術治療により良好な成績を修めているが、慢性進行性外眼筋麻痺(CPEO)のように手術治療
でも予後不良の疾患を含んでいる。確定診断は筋肉の生検により病理学的に行われているが、侵襲が大きい。一
方、ミトコンドリアDNA(mtDNA)の欠失を伴うことが多い事から、本研究ではCPEOが疑われる症例から侵襲の少な
い組織(口腔粘膜、唾液、血液)の検体を得て、mtDNA欠失の有無を検討する簡易診断を実施し、複数症例から
mtDNAの欠失を同定して確定診断を行った。本研究は診断に苦慮している眼科医の助けになるばかりでなく、全
身合併症の早期診断も可能となり患者のQOL向上につながる事が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

慢性進行性外眼筋麻痺(Chronic Progressive External Ophthalmoplegia：以下、CPEO)は進行

性の眼瞼下垂と眼球運動制限を特徴とするミトコンドリア病である。確定診断は筋生検にて

Gomori-trichrome 染色で ragged-red fibers を確認することにより行われる。CPEO は、ミトコ

ンドリア DNA(以下、mtDNA)の欠失がみられることも知られており[1,2]、mtDNA の遺伝子変異は

正常型 mtDNA と変異型 mtDNA が混在するヘテロプラスミーであり、その量比は組織により異な

る。生検筋を材料とした CPEO の遺伝子診断は過去に多数報告があるが、侵襲が高く、外来診療

の一環としては行うことができないため、低侵襲な方法が望まれている。筋と比較して低侵襲な

方法として末梢血による検査が過去に多く行われているが、変異型 mtDNA の割合が低い傾向に

あり、陽性となりにくい[1-3]。筋や末梢血の他、口腔粘膜、尿細管上皮、毛根等を材料とした

ミトコンドリア遺伝子診断の有用性が報告されており[4]、筋よりは変異型 mtDNA の割合は低い

ものの筋で陽性である症例では陽性を呈したと報告されている[3-6]。侵襲性と検出率の両者に

おいて血液由来検体を用いた mtDNA 遺伝子診断よりも口腔粘膜由来検体を用いた mtDNA 遺伝子

診断の方がより有用性が高いと考えて、我々は CPEO の疑われる 3例の内転障害と眼瞼下垂を伴

う外斜視患者に対して口腔粘膜からの CPEO の遺伝子診断を検討した。結果、最も予後が悪かっ

た症例から口腔粘膜由来の mtDNA に約 5 kb の欠失を検出し CPEO の診断に至った[7]。口腔粘膜

は筋、尿細管上皮、毛根と比較して低侵襲かつ日常外来で簡便に採取することができ、口腔粘膜

由来検体の mtDNA 遺伝子診断は CPEO の確定診断に有用であると考え、症例数を増やして更なる

検討を行った。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は CPEO 患者（疑いも含む）を大規模に収集して、口腔粘膜のみではなく血液、外眼筋

等の検体を提供頂き、mtDNA の欠失の有無による mtDNA 遺伝子検査を検討する。本研究成果は、

眼球運動制限と眼瞼下垂があり CPEO が疑われるが、筋生検が施行できない症例に対して事前に

遺伝子検査を行うことにより全身合併症の検索や予後の予測に役立てることができ、また斜視

手術前に施行可能であることから術後経過を推測するうえでも有用と考えた。 

 

 

３．研究の方法 

（1）検体収集 

当院にて斜視手術を希望した内転障害と眼瞼下垂を伴う斜視患者を対象とする。全ての検体

は浜松医科大学の倫理規定に基づき遺伝子検査について十分な説明を行い、インフォームドコ

ンセントを得る（承認番号；14-040）。明らかに CPEO の疑われる症例のみでなく、眼瞼下垂が比

較的軽度な症例も含めて検討した。また、それぞれの症例に詳細な問診と眼科的検査も行う。 

 

（2）検体精製 

患者より提供頂いた検体と DNA 精製法は下記の通り。 

血液は 14ml 採取し、QIAamp DNA Blood Midi Kit(QIAGEN 社)を用いて DNA 精製を行った。口腔

粘膜は、患者の両頬を綿棒で擦過して Buccal Cell DNA Extraction Kit (TrimGen 社)を用いて

遺伝子診断用に検体を調製した。また、口腔粘膜細胞の DNA の収量と精製度を上げる為に 2018

年度以降は唾液中に存在する口腔粘膜細胞由来 DNA を検討する事に変更した。採取した唾液は



Oragene-DNA OG-500 (DNA Genotek 社)を用いて DNA 精製を行った。 

 

(3) mtDNA の欠失検出 

各患者の DNA 約 20ng を Ploymerase chain reaction (以下 PCR)法に用いた。mtDNA の塩基配

列は Genbank のアクセッション番号 NC_012920 を参照した。本研究で検討した mtDNA の欠失領

域は m.4621-m.16449 領域とした。この領域は Hwang らの 2例の他にも mtDNA の欠失が多く報告

されている領域である[8]。m.4621-m.16449 領域を増幅するプライマーは下記の通り。Forward 

プライマー: 5`- GTTCCACAGAAGCTGCCATCAAGT -3’（m.4621-m.4644）Reverse プライマー: 5`- 

GAGGAGAGTAGCACTCTTGTGCG -3’(m.16427-m.16449)。PCR 反応は、Tks Gflex DNA Polymerase kit

（Takara）を使用した。Forward 及び Reverse プライマー各 0.3M、添付バッファー5l、酵素

0.2 unit を含む全量 10l で行った。反応は PCR Thermal Cycler Dice TP600 (TAKATA) を用い

た。反応条件は [94℃-1 分、（98℃-10 秒、68℃-6 分；30 cycle）]で行った。 

 

(4) 表現型の検討 

変異が明らかになった症例について、細隙灯顕微鏡検査、眼底検査の他、眼位、眼球運動、立体

視について詳細な検査を行った。 

 
 
４．研究成果 

本研究により CPEO 患者（疑いも含む）を新たに 15 症例収集して mtDNA の遺伝子検査を実施

した。インフォームドコンセントの上、同意が得られた 9 症例から血液と口腔粘膜（または唾

液）検体の両方を提供頂いた。4症例においては口腔粘膜細胞のみ提供頂いた。1症例からは血

液、唾液、斜視手術から得られた筋検体を提供頂いた。本研究の開始当初は口腔粘膜由来検体は

両頬を綿棒で擦過して遺伝子検査用の検体に調整して mtDNA の遺伝子検査をしていたが、得ら

れた調整検体の精製度が低く DNA の収量も少なかった事から、PCR 増幅が悪い為に遺伝子検査結

果の再現性が悪かった。正確なCPEOの遺伝子診断を行うためには精製度の高い口腔粘膜由来DNA

を均一量得ることは非常に重要であると考えて 2018 年以降は唾液を採取して唾液中に含まれて

いる口腔粘膜由来 DNA を用いて検討する方法に変更した。結果、4症例から mtDNA 欠失を検出し

た。mtDNA 欠失が得られた検体種は唾液 2例、口腔粘膜 1例、筋 1例であり、欠失を検出できた

4症例の血液由来検体からは mtDNA 欠失は検出できなかった。唾液または口腔粘膜由来検体を用

いた mtDNA 遺伝子検査は CPEO の確定診断に有用である事が症例を増やす事で改めて明らかにな

った。特に唾液由来検体を用いた検査を実施以降、mtDNA 欠失の検出率が上がった（唾液由来 DNA

を用いた 3症例中 2症例から mtDNA 欠失を検出している）事から唾液由来検体を用いた mtDNA 遺

伝子検査は CPEO の診断に有用であった。本研究成果は CPEO の診断に苦慮している眼科医の助

けになるばかりでなく、全身合併症の早期診断も可能となり患者の QOL 向上につながる事が期

待できる。今後は、過去に頬を擦過して口腔粘膜由来検体で遺伝子検査を行い mtDNA 欠失が検出

されなかった患者に対しても再度唾液由来の検体で検査を行う事を検討している。また、本研究

で検討した mtDNA 欠失領域以外の欠失や点変異等が存在する可能性も考えられる事から確定診

断には更なる検討も必要である。 

また、本研究で mtDNA を検出した眼瞼下垂・眼球運動制限と共に眼球突出を主訴とする CPEO

の 2症例について更に詳細に臨床像を調査した。症例詳細は下記の通り。症例 A、12歳女児。10

歳頃より左眼瞼下垂が目立ってきたため、他院眼窩形成外科を受診した。左眼球突出、非特異的

な眼球運動制限のため、甲状腺眼症と重症筋無力症（MG）が疑われ精密検査をうけたが、診断が



つかず当院紹介となった。初診時の視力は両眼ともに 1.5 (n.c)、左眼瞼下垂、左眼球突出を認

め、眼球運動制限は右眼が上転（-1）、内転（-1）、左眼が上転（-1）、下転（-2）、内転（-2）で

あった。症例 B、15 歳男児。12 歳頃より両眼瞼下垂、眼球突出が出現した。甲状腺眼症が疑わ

れ小児科を受診したが原因不明であった。眼球運動制限が出現したため、当院へ紹介された。初

診時の視力は両眼ともに 1.5 (n.c)、両眼瞼下垂、両眼球突出（ヘルテル：右 22mm、左 19mm）

および全方向に眼球運動制限を認めた。CPEO に眼球突出を認めた報告はこれまで国内では 1 例

のみで一般的には認識されていない。本研究により眼球突出は CPEO の 1症状である可能性を示

唆した[9,10]。 
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