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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア異常症の疑われる患者の診断を確定するために、Blue Native 電気泳動(BN-
PAGE)を用いた呼吸鎖複合体の解析や、ミトコンドリアDNAを含む遺伝子解析を行った。ミトコンドリアDNAの新規変異
や、POLGなどの核遺伝子異常を見出し、呼吸鎖複合体の解析を診断に活かすことができた。また、m.3243A>Gなどの既
知のミトコンドリアDNA異常も多数見出し、その症状と遺伝子異常の関係も明らかにした。さらに、FOXRED1遺伝子異常
をもつ患者の呼吸鎖複合体の集合 (アセンブリー) の解析により、FOXRED1が複合体Iの形成に不可欠な因子であること
を示した。

研究成果の概要（英文）：To make a precise and correct diagnosis of mitochondrial disorders, we performed 
Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis (BN-PAGE) using mitochondria derived from patients 
combined with analyses of DNA including mitochondrial DNA (mtDNA). We identified novel mtDNA mutations 
such as m.9155A>G mutation and nuclear DNA mutations such as POLG mutations in patients with 
mitochondrial respiratory chain disorders. As for common mtDNA mutations, such as the m.3243A>G mutation, 
we analyzed the impacts of the mutations on clinical features. We also investigated mitochondrial 
respiratory chain complex assembly process in the patient carrying FOXRED1 (FAD-dependent oxidoreductase 
domain-containing protein 1) mutations using BN-PAGE and our study revealed that FOXRED1 is a crucial 
component in the productive assembly of complex I. In conclusion, a combination of BN-PAGE and DNA 
analyses is useful and powerful to make prompt diagnoses of patients with mitochondrial disorders.

研究分野： 小児神経学

キーワード： ミトコンドリア異常症　呼吸鎖複合体　ミトコンドリアDNA　アセンブリーファクター　Blue Native電
気泳動　遺伝　先天代謝異常
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１．研究開始当初の背景 

（１）ミトコンドリア異常症は、先天代謝異

常症のなかで最も頻度の高い疾患群であり、

小児科領域の患者が多い難病の一つである。

従来生検筋を用いた病理診断やミトコンド

リアDNAの遺伝子検査などによって患者の診

断確定が行われてきたが、今なおミトコンド

リア異常症の約半数においては病因診断が

なされていない。このことは、正確な診断に

立脚した治療法の開発や、的確な遺伝カウン

セリングを行ううえで大きな妨げとなって

いる。 

（２）ミトコンドリア異常症の診断が困難で

ある理由の一つに、ミトコンドリア DNA には

遺伝子多型が多いこと、核 DNA の影響を考慮

する必要があることなどから、新規のミトコ

ンドリア DNA 変異を見出しても、その病因性

を証明するのは容易ではないことが挙げら

れる。 

（３）ミトコンドリア異常症の原因の中核は

呼吸鎖の機能異常であるが、呼吸鎖はミトコ

ンドリア DNAと核 DNAの二重支配を受けてい

る。そのため、ミトコンドリア DNA のみなら

ず核DNAにコードされる呼吸鎖酵素構成タン

パクの遺伝子異常の探索が不可欠であるが、

タンパク数が多いため全患者に対して原因

遺伝子を同定するのは容易でない。また、成

熟した複合体を完成させるまでの集合(アセ

ンブリー)プロセスは複雑で、これに関与す

る因子 (アセンブリーファクター) の異常

が疾患原因になっている可能性があり、さら

に診断を困難なものにしている。 

（４）Blue Native 電気泳動(BN-PAGE) では、

呼吸鎖複合体を分解することなく泳動し、呼

吸鎖複合体のアセンブリーを解析すること

ができる。BN-PAGE を用いた複合体の量的・

質的評価により、ミトコンドリア異常症疑い

の患者における呼吸鎖異常の証明に役立て

ることが可能である。さらに、アセンブリー

プ ロ セスの 解 析が、 呼 吸鎖複 合 体 の

biogenesis や、関連因子の機能の解明、ミト

コンドリア患者の病態の理解につながると

期待される。 

 
２．研究の目的 

病因不明のミトコンドリア異常症患者の

発症原因を解明することを第一の目的とす

る。BN-PAGE を用いたミトコンドリアの解析

で、呼吸鎖異常が明らかとなった患者を選択

し、その病因遺伝子の探索を行い、遺伝子診

断に至った患者については、臨床情報をもと

に遺伝子異常と表現型の関係についても明

らかにする。さらに、患者由来の細胞を使用

した呼吸鎖複合体のアセンブリープロセス

の解析により、関与する因子を同定して呼吸

鎖の biogenesis への理解を深め、今後の患

者診断に役立つ知見を得ることを目標とす

る。 

 

３．研究の方法 

（１）臨床情報の詳細な検討及び病理学的検

査を経てミトコンドリア異常症が強く疑わ

れる症例に対し、抽出したミトコンドリアを

用いた BN-PAGE で呼吸鎖の評価を行い、その

量の低下や質的異常をもつ呼吸鎖異常症患

者を見出す。 

（２）呼吸鎖異常症と診断した患者について

ミトコンドリアDNAの全塩基配列決定を行う。

新規塩基置換が見出された患者については、

患者細胞を脱核し、ミトコンドリア DNA を失

った細胞と融合させた細胞（サイブリッド） 

を作製する。患者の初代培養細胞や筋肉のみ

ならず、サイブリッドでも呼吸鎖酵素活性が

低下していることを示し、新規のミトコンド

リア DNA 変異の病因性を証明する。 

（３）病因性が明らかなミトコンドリア DNA

変異を有する患者につき、臨床症状・経過を

詳細に検討し、未診断の他患者の診断に役立

つ情報を整理する。 

（４）細胞質の翻訳を抗生物質により停止さ

せて細胞を 35S メチオニンで標識し、ミトコ



ンドリアの翻訳産物のみ放射ラベルする(パ

ルスラベル法)ことにより、患者細胞におけ

る複合体のアセンブリー異常のメカニズム

を明らかにする。 

（５）ミトコンドリア DNA に変異がなく、核

DNA の異常が病因である可能性が高い患者由

来の細胞あるいは生検検体を用いて呼吸鎖

のアセンブリーの異常を検討する。アセンブ

リーに異常のある患者については、その過程

に関与する核遺伝子の解析を行うとともに、

網羅的遺伝子解析による未知のアセンブリ

ー因子の発見も目指す。 

 

４．研究成果 

１）既知のミトコンドリア DNA 変異を有する

患者の解析 

過去に報告のあるミトコンドリアDNA変異

を見出した患者の臨床症状などを解析した。

最も多く見出されるミトコンドリア DNA の

3243 番目の塩基変異（m.3243A>G）の解析で

は、308 例の患者の 7割が MELAS 

(mitochondrial, myopathy, encephalopathy, 

lactic acidosis, and stroke-like 

episodes）と診断されていたが、難聴を伴う

糖尿病など他の病型を呈した症例もあった。

筋生検ではほぼ全例にミトコンドリア異常

を示唆する所見を得た。低年齢発症例や筋病

理異常が強い例ほど変異率が高い傾向を認

め、3243 変異率が臨床症状に大きく影響する

ことが示唆された。筋肉と血液の変異率には

相関を認めず、DNA 検査においては、筋肉を

用いた病理学的検査と併せて総合的に診断

することが望ましいことを示し、臨床上重要

な情報を提供した。 

２）ミトコンドリア異常症疑い患者の未診断

例の診断確定 

BN-PAGE に引き続くイムノブロット解析に

より、患者由来細胞の呼吸鎖複合体の量と大

きさの異常を検討した結果、複数の未診断患

者において呼吸鎖異常症が明らかとなり、生

化学的診断に至った。さらに、引き続く遺伝

学的検討によって、遺伝子診断に至ることが

できた。例えば、複数の呼吸鎖の量的低下が

証明できた患者においては、ミトコンドリア

DNA 解析で多重欠失が明らかとなったことか

ら、ミトコンドリア DNA のポリメラーゼ異常

(POLG 遺伝子異常) を検出することができた。

POLG 関連疾患は本邦では極めてまれとされ

るが、効率的な診断システムによって明らか

にされうる未診断例が多く存在することを

示唆するものと考える。 

また、病的意義づけの不明な新規ミトコン

ドリア DNA 変異についても、サイブリッドを

作製や生化学的検討を行って病因性を検討

した。例えば、複合体 Vのサブユニット内の

未報告の点変異（m.9155A>G）を複数の患者

で発見し、生化学的評価にて複合体 Vの異常

を証明し、重度腎障害を来たす特異な病型の

原因となる可能性を示した。 

３）呼吸鎖複合体のアセンブリーの解析 

 ミトコンドリア DNA 異常がなく、核遺伝子

異常によると思われる患者細胞の解析を行

った。核性因子である FOXRED1 の遺伝子異常

を有する患者細胞につき、BN-PAGE とパルス

ラベル法を用いて呼吸鎖複合体の形成がア

センブリー過程の途中で障害されることを

示した。これにより、機能が不明であった

FOXRED1 が呼吸鎖複合体 Iのアセンブリーフ

ァクターの一つであることが明らかとなっ

た。 
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