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研究成果の概要（和文）：　ミトコンドリア病の病因遺伝子はミトコンドリアDNAコードと核DNAコードの遺伝子に大別
され、核DNAの病因遺伝子は100を超えその数は今も増え続けている。これら既報の核DNAの病因遺伝子及び遺伝子機能
等から予測される候補遺伝子の計776遺伝子を選抜しカスタムシーケンスキャプチャキットを構築した。これを用いて
ミトコンドリア病患者ゲノムに対し変異解析を行い、複数の患者で未報及び既報の病因遺伝子変異を見出した。このう
ちミトコンドリアのβ酸化酵素ECHS1 (short chain enoyl coenzyme A hydratase)の遺伝子に変異を持つ患者について
詳細な解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial disease can be due to pathogenic mutations in mitochondrial DNA 
(mtDNA) or nuclear DNA coding for mitochondrial components. Over 100 nuclear genes have been identified 
that cause mitochondrial disease. We selected 776 nuclear-encoded mitochondrial genes that include known 
genes causing mitochondrial disease and candidate genes expected to be involved in critical mitochondrial 
functions and we constructed custom exome capture kit against 776 genes. To identify the responsible 
mutations in nuclear DNA, targeted exome sequencing was performed against genomic DNAs from the patients 
who have no pathogenic mutations in mtDNA. We identified mutations considered to be possibly 
disease-causing based in reported responsible genes and candidate responsible genes. Among these 
patients, we performed detailed analysis of a boy with short chain enoyl coenzyme A hydratase (ECHS1) 
deficiency.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ミトコンドリア病は主に遺伝子の変異によ
り引き起こされるエネルギー代謝障害であ
る。ミトコンドリア病の病因遺伝子はミトコ
ンドリア DNA (mtDNA) コードと核 DNA
コードの遺伝子に大別され、患者の 40%程度
はmtDNAの変異が病因であると推定されて
いる。 
 mtDNA はわずか 16kbp の環状 DNA であ
るため、全周シーケンスによる遺伝子検査が
比較的容易であり、既に幾つかの医療機関等
で行われている。現在までに mtDNA の点変
異だけで 500 個所を超える報告があり、その
変異情報は MITOMAP と呼ばれる mtDNA
ゲノムデータベースで公開されミトコンド
リア病遺伝子診断の指標等に用いられてい
る。 
 ミトコンドリアで働くタンパク質は 1000
種類以上あるとされ、ほとんどは核ゲノムに
コードされている。この内、ミトコンドリア
病の病因として報告されている遺伝子数は
100 を超えており現在なお増え続けている。
しかし、これら核ゲノムにコードされている
病因遺伝子の遺伝子検査は技術的・コスト的
に困難である。またミトコンドリア病の特徴
として同一遺伝子の変異であっても変異部
位の違い等により比較的軽度な症状から重
度な症状まで多種多様であることから、臨床
情報から病因遺伝子を推定することも困難
である。 
 次世代シーケンサーの登場によりヒトゲ
ノムの解析は飛躍的に進み、多くの遺伝病で
新たな病因遺伝子が明らかになるなど画期
的な成果を生み出している。現在行われてい
る遺伝病の病因遺伝子の探索には主に全ゲ
ノム解析やエキソーム解析が用いられてい
る。これらの方法は病因遺伝子を特定する確
率は高いものの、一人あたりの解析費用が高
額であることや解析作業に１週間以上必要
であるなど現状においては多数の患者検体
を処理するには不向きである。   
 また多くの遺伝病と異なり、ミトコンドリ
ア病は病因となりうる遺伝子の数が非常に
多いのが特徴であり、mtDNA の全周シーケ
ンスで病因遺伝子が検出できなかった場合
には病因遺伝子を特定する簡便で有効な方
法が存在しない 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は既報のミトコンドリア病の病因遺
伝子及び遺伝子機能等から推測されるミトコ
ンドリア病の病因候補遺伝子を次世代シーク
エンサーによる遺伝子解析の対象として限定
することで必要な費用や時間を削減し、病因

遺伝子の効率的な同定を行うことを目的とす
る。具体的な目標を以下に示す。 
 
(1)既報の核ゲノムコードの病因遺伝子に加
え遺伝子機能等から予測される新たな病因候
補遺伝子を選抜し、これに対応したミトコン
ドリア病シークエンスキャプチャキットを構
築する。 
 
(2) mtDNAにミトコンドリア病の変異を持
たないことから核ゲノムの変異が病因と疑わ
れるミトコンドリア病患者細胞を用いてミト
コンドリア病シークエンスキャプチャキット
と次世代シークエンサーによる変異解析を行
う。 
 
(3)検出された変異の病因性の確認のため、患
者細胞を用いたレスキュー実験を行い病因遺
伝子の確定を行う。また、必要に応じて詳細
な解析を行いミトコンドリア病に対する新た
な知見を得る。 
 
(4)得られた情報はミトコンドリア病遺伝子
診断に役立てる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 解析対象とする核ゲノム変異が病因と推
測されるミトコンドリア病患者の選抜 
 本研究はミトコンドリア病患者から採取した筋
肉・皮膚由来細胞を用いて行う。これら患者由
来細胞に対して mtDNA の全周シークエンスを
行い、mtDNA に病的変異を持たない患者由来
細胞、すなわち核ゲノムの変異がミトコンドリア病
の病因である可能性が高い患者由来細胞を用
いて網羅的病因遺伝子検索を行った（図１）。 

 
(2)ミトコンドリア病の網羅的病因遺伝子検
索 
 ミトコンドリア病の病因遺伝子と病因候補
遺伝子の合計776遺伝子を対象としたシーケ
ンスキャプチャキットの作製を行う。解析対
象とした777遺伝子の選抜は以下に示すよう
に行った。 
①既報のミトコンドリア病の病因遺伝子 
 論文などにより報告されたミトコンドリ
ア病の病因遺伝子を解析対象に加えた。 
②既報の病因遺伝子と類似する機能を持つ
と推測される遺伝子 
 核ゲノムにコードされているミトコンド
リア病の病因遺伝子は機能面から以下のよ
うに大別される。「mtDNA 複製・維持関連因



子」「mtDNA 転写関連因子」「ミトコンドリ
アの RNA 修飾酵素」「ミトコンドリア翻訳因
子」「呼吸鎖酵素サブユニット」「呼吸鎖酵素
のアッセンブリー因子」「タンパク質分解・
修飾酵素」「その他」（図２）。これらのうち
呼吸鎖酵素を構成するサブユニットは 76 遺
伝子中 30 遺伝子以上がすでに病因として報
告されていたが（図３）、残りの遺伝子につ
いても変異により呼吸鎖酵素の活性低下が
起きると予測されることから病因候補遺伝
子に加えた。またミトコンドリアリボソーム
のサブユニットも病因遺伝子として報告が
複数あることから、残りのサブユニットも病
因候補遺伝子に加えた。以下同様に mtDNA
複製・維持関連遺伝子やミトコンドリアRNA
修飾酵素等を全て病因候補遺伝子とした。 

 
③酵母のミトコンドリア関連遺伝子と類似
する機能を持つと推測される遺伝子 
 酵母もミトコンドリアをもつ生物であり、
これまで酵母のミトコンドリア関連遺伝子
との相同性等から多くのヒトのミトコンド
リア関連遺伝子が同定されてきた。酵母のミ
トコンドリア関連因子と相同性を持ち、ミト
コ ン ド リ ア 移 行 予 測 ソ フ ト ウ ェ ア
(MITOPROT)解析によりミトコンドリア局在
の可能性が高いヒトの相同遺伝子を病因候
補遺伝子に加えた。 
 
(3)レスキュー実験による病因遺伝子の確定 

網羅的病因遺伝子検索により検出された
変異が病因であるかを確認するため、患者由
来細胞を用いて表現型の確認を行う。表現型
が確認された後にレスキュー実験を行う。具
体的には患者由来細胞を不死化した後に野
生型遺伝子を導入し表現型の回復を試みる
ことで、病因遺伝子の確定を行った。 
 
４．研究成果 
 
 核ゲノムの異常が病因である可能性が高い
（mtDNAに遺伝子変異を持たない）ミトコン

ドリア病患者ゲノムに対し、上述のカスタム
シーケンスキャプチャキットと次世代シーク
エンサーを用いてミトコンドリア病病因（候
補）遺伝子に限定した変異解析を行った。 
 患者細胞４例の変異解析の結果、既知のミ
トコンドリア病の病因遺伝子変異やこれまで
ミトコンドリア病の病因遺伝子として報告の
ない遺伝子に変異を見出した。さらに、これ
らの遺伝子変異を持つ患者細胞についてさら
なる解析を行った。これらのうち、ECHS1遺
伝子にヘテロ劣性変異を持つLeigh 症候群患
者一例の詳細について以下に示した。 
 ECHS1 (short chain enoyl coenzyme A 
hydratase) はミトコンドリアのβ酸化におけ
る4段階反応の2段階目を触媒する酵素である。
患者は筋緊張低下、代謝性アシドーシス及び
精神運動発達退行を示しさらに呼吸鎖複合体
I、III、IVの複数の活性低下が認められた（図
４）。患者がmtDNAに病的変異を持たなかっ
たことから、核DNAコードの原因遺伝子を検
索した。ミトコンドリア関連の776遺伝子をキ
ャプチャし、次世代シーケンサーを用いたタ
ーゲットリシーケンスを行ったところ、
ECHS1にc.2T>G; p.M1R とc.5C>T; p.A2V
の変異をコンパウンドヘテロ接合で同定した
（図５）。患者の骨格筋、培養細胞を用いた
イムノブロットにおいてはECHS1タンパク
質の発現がほとんど認められず、ECHS1活性
はコントロールの約10％に低下していること
が判った（図６）。 



 野生型ECHS1と患者と同じ変異をそれぞ
れ持つECHS1をHeLa細胞に発現させたとこ
ろ、野生型ECHS1の発現は確認されたが、変
異型ECHS1の発現はほとんど検出されなか
った。不死化した患者細胞に野生型のECHS1
を発現させると、ECHS1の活性が回復し、ま
た呼吸鎖の活性低下もほぼ回復した（図７）。
よってこれらの変異がこの患者のミトコンド
リア病の原因であることが明らかになった。 

 脂肪酸代謝異常を検出する血中アシルカル
ニチン分析においては患者に大きな異常は認
められなかったが尿中有機酸分析においてグ
リオキシル酸等の蓄積が観察された。グリオ
キシル酸は呼吸鎖やピルビン酸脱水素酵素複
合体の活性を阻害することが知られており、
その影響により呼吸鎖の活性低下が起こって
いる可能性が考えられる。 
 これまでに ECHS1 以外の β酸化酵素の欠
損症によるLeigh症候群の報告はほとんどな
く、ECHS1 欠損が未解明のメカニズムで呼
吸鎖欠損を引き起こしLeigh症候群を呈した
可能性が考えられる。 
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