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要  約
黒人と自人,さ らに日本人においてもレーベル病患者のミトコンドリア DNAに おいて,11778番目の塩基の
点突然変異が報告 されており,こ の部位は制限酵素 SfaNIの認識部位である。今回,臨床的に典型的なレーベ
ル病とされる日本人男性患者と保因者である母のミトコンドリアDNAに おいて,SfaNIに よるDNA診断
を施行した。 ミトコンドリア DNAの 11778番 目の塩基を中心に255塩基対の DNA断片を polymerase chain
reaction(PCR)法 により増幅 した。正常者のミトコンドリア DNA断片は SfaNIに より切断されたが,患
者と保因者のミトコンドリア DNA断 片はSfaNIに より切断されず,ShNIの 認識配列内に突然変異が生 じ
ていた。SfaNIに よるレーベル病の DNA診断が欧米人とは遺伝的背景の異なる日本人においても有効で,さ
らにその保因者の同定も可能であることが示唆された。 (日 眼会誌 94:683-687,1990)
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Abstract
The point mutaion at nt11778 in mitochondrial DNA is highly associated with Leber's hereditary

optic neuropathy and eliminates a restriction enzyme SfaNI site in American blacks and Caucasians.
DNA diagnosis was applied to a male Japanese patient with this disorder and his mother as a carrier.
The mitochondrial DNA fragments (255bp) including this mutation were amplified by polymerase
chain reaction. SfaNI digested the DNA fragments of normal Japanese subjects, but did not digest
those of the patient or the carrier, The mutation within the SfaNI site is also associated with Japanese
sufrering foor this disorder. (Acta Soc Ophthalmol Jpn g4: 688-687, 1990)
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I緒  言
レーベル病は両眼性に急激な視力障害をきたし,視

神経萎縮にいたる重要な遺伝性の視神経疾患である。

その本態は,乳頭周囲の拡張性微細血管症 (telan‐

giectatic microangiopathy)に よる神経障害とされて

いる1)2)。 遺伝に関しては,男性患者の子孫には発症し

ないことや,保 因者の女性が産んだ娘はほ とん ど

(100%と いってもよい)が保因者となることで,従来
のメンデル形式の遺伝はあてはまらず,細胞質遺伝が

考えられていた
3)。 1980年に ミトコンドリアは母性遺

伝することが明らかとなり
4), レーベル病は ミトコン

ドリアによる遺伝が考えられた
5).

また,以前よリレーベル病の発症に慢性のシアン中

毒が重要な因子と考えられていたが
6)7),シ アンの解毒

に作用する thiosulfat‐ sulhr‐ thanSferaSeの 酵素活性

の減少がレーベル病では報告されている
8)。 この酵素

はミトコンドリアのマトリックスに存在するが,酸化

的 リン酸化反応に関する NADH dehydrogenaseを 修

飾することが報告されている
9)。 これらのことより,

レーベル病はミトコンドリア異常の可能性が示唆され

ていた 10)。 最近,Wanaceら のグループは11)12)黒 人およ

び白人 の レーベル病患者 の ミトコン ドリア DNA

(mtDNA)において, NADH dehydrogenase subunit
4(ND4)遺伝子に点突然変異を生じていることをつき

とめ,さ らに制限酵素 SfaNIに より遺伝子診断ができ

ることを報告した。日本人においてもYonedaら
13)も

,

同様の報告をしている。今回,臨床的に典型的なレー

ベル病 とされる日本人の患者とその母親について同様

の検索を行ったのでここに報告する.

II 対象および方法

今回の検索では,以前に報告 した28歳の男性患者と
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保因者であるその母を対象とした (図 1)2)14).正 常人

の対照として,日 本人の男性と韓国人の女性を用いた.

1)ミ トコンドリア DNAの抽出 (Hirt法 15))

1.ヘパ リン採血した血液5mlよ り自血球成分を分

離,洗浄し,-80℃ で凍結保存した ,

2.burer(10mM Tris‐ HClipH 8.0, 10mM

EDTA)に 自血球を懸濁し,SDS(最終濃度0.5%)を

加え撹拌後,NaCl(最終濃度lM)を入れゆっくりまぜ ,

氷中に一晩おいた。

3。 14,000rpmに て30分間遠心 し (4°C),核 DNA

(沈殿)と ミトコンドリアDNA(上清)を分離した .
上清をとり,SDS(最終濃度0.5%)を加え撹拌後, プ

ロテイナーゼ K(最終濃度100mg/ml)を 加え50℃ で 1

時間保温した。

4.等 量のフェノールで10分間混和後,15,000rpm

で 3分間遠心し,水層をとる。同様の操作を等量のフェ

ノール iク ロロホルム(1:1), さらに等量のクロロ
ロホルムで繰 り返し蛋白質を除いた。

5.水層に 2倍量の10%エ タノール (-20℃で保存)

を加え,-70℃で30分間おいた。

6.10,000rpmに て10分間遠心し(4°C),DNAを沈

殿させ,エ タノールを除いた。 もう一度70%エ タノー
ルを加え,10,000rpmにて 5分間遠心し(4℃ ),DNA
を沈殿させエタノールを除いた。その後,真空乾燥し

た。TE bu“er(10mM Tris‐HClipH 7.5,lmM
EDTA)60μ lに溶かし, RNase(lmg/ml)lμ lを加え,

混在する RNAを分解し,-20℃ で保存した。
2)Polymerase chain reaCtion法 (PCR法 )16)に よ

るDNA増 幅
1.フ ライマー合成

制限酵素 SfaNIが作用する部位を中心に255塩基対

(上流に100塩基対,下流に155塩基対)の領域を増幅す

るために, 2種類のオリゴヌクレオチドプライマーを

ノ

図1 レーベル病の家系図,男性患者 (矢印)お よび母 (保因者)よ り採血した。



合成 した.プ ライマーの合成 はDNA自 動合成器
CYCLONE(Biosearch社 )にて行った。 プライマー
の塩基配列は,AndersOnら 17)が決定した正常人のミ
トコン ドリアDNAの 塩基配列に基づいた。プライ
マー 1は 11690か ら11709で プライマー2は 11944か ら
11925と した。すなわち, プライマー 1(5'primer)は

5'GGCGCAGTCATTCTCATAAT3', プライマー 2
(3'primer)は 5'AAGTAGGAGAGTGATATTTG3'
である。

2.PCR法 は,増 幅装置 と して DNA Thermal
Cycler(Perkin EImer Cetus社 )を用いて行った。以
下のよ うな反応液50μ lを 調製 し,エ ッペ ン ドル フ
チューブに入れる。増幅装置に入れる前に,反応中の
蒸発を防ぐためにミネラルオイルを 1滴入れる。反応

液50μ l中 には,mtDNA lμ l, プライマー1お よび 2各
200ng, dNTPs各 0.2mM, Tth DNA polymerase

(Toyobo社 )1単 位,10mM Tris‐ HCl(pH 8.9 at
25℃ ),1.5mM MgCl,80mM KCl,500μg/ml BSA,
0.1%コ ール酸ナ トリウム,0.1%TritOn x_100を 含む.

255 bp――)
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図 2                     図 3
図2 PCR法 により増幅した DNAの うち,各 lμ lを 5%ポ リアクリルアミドグル電
気泳動で分析した,すべての検体で255bpの ND 4遺伝子断片のが認められた。
レーン 1お よび 2は正常者, レーン3は レーベル病の男性, レーン4はその母 (保
因者)由来の mtDNAを用いた。
図3 255bpの DNA断片の制限酵素 SfaNIに よる反応,正常者 2名 (レ ーン 1, 2)
の DNA断 片は切断され,100bpと 155bpの二本のバンドが認められた.レ ーベル病
の男性 (レ ーン3)お よびその母 (保因者)(レ ーン4)の 255bpの DNA断 片は切
断されなかった。サイズマーカーとしてφX174 DNAの Hae III断 片を用いた.

方法は,a。 94℃ で 4分間 (DNAの変性),b.94℃
で30秒間 (DNAの 変性),c.50℃ で2分間 (ア ニーリ
ング),d。 72℃ で 2分間 (DNA polymeraseに よる
DNA鎖 の伸長)と し,b‐dのサイクルを30回繰 り返す .
最後に,e。 72°Cで 7分間反応させ,終了とした .
3)制限酵素 SfaNIに よる切断
SfaNIは GCATC(5/9)を 認識し,切断する制限酵
素である。PCR法にて増幅した 4検体の DNAの う
ち,lμ lに 制限酵素反応液および0.23単 位 の SfaNI

(New England B101abs社 )を加え,37℃ で 1時間反
応させた。 5%ポ リアクリルアミドグル電気泳動 (50
Vで90分)に よりDNA断 片を分離した後,臭化エチ
ジウム染色を行い,紫外線ランプ照射下でポラロイド
667フ ィルムを用いて撮影した。

III 結  果
4検体のすべてに,PCR法 による255塩基対の ND
4遺伝子断片の増幅が認められた(図 2).図 3におい
て,正常者 2名 (レ ーン 1, 2)の DNA断片は制限酵
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素 SfaNIに より切断され,100塩基対と155塩基対の二

本のバンドが認められた。レーベル病の男性 (レ ーン

3)およびその母 (保因者)(レ ーン4)の 255塩基対

の DNA断片は SfaNIに より切断されず,SfaNIの認

識配列内に突然変異が生じていることを示した。

IV 考  按

今 まで,レ ーベル病患者の自血球 お よび筋肉の

mtDNAに ついて制限酵素を用いて構造解析を行った

結果では,mtDNAの異常 (大きな欠失等)は認められ

な かった13).wanaceら 口)は レーベ ル 病 患 者 の

mtDNAの 塩基配列を決定し,正常人の mtDNAの塩

基配列と比較することにより, 8カ 所においてアミノ

酸の変化を伴う塩基置換を見つけた。mtDNAの塩基

配列の特徴の 1つ として多くの多型が存在することが

知られている。したがって,あ る塩基が置換していた

場合,それがレーベル病に関連した突然変異なのか多

型であるのかが問題 となる。前者の場合,その置換が

1)進化上よく保存された(すなわち,他の哺乳類にも

共通に存在する)ア ミノ酸を変化させること,2)レ ー

ベル病患者および保因者に高頻度に認められること,

3)正常人集団では認められないこと,な どの条件を満

たす必要がある。Wanaceらは 8カ 所の塩基置換のう

ち,11778番 目のグアニンがアデニンに変化した置換の

みが上記の諸条件を満たし, レーベル病に関連する突

然変異であることを解明した(図 4)。 この突然変異に

よって mtDNA産生物である電子伝達系酵素複合体 I

のサブユニット4(ND4)の 340番 目のアミノ酸である

アルギニンがヒスチジンに変化している。又,最近レー

ベル患者の血小板において,複合体 I(NADH―CoQ還

元酵素)の活性の低下が報告されている
18)。
図 4に示し

た様に,SfaNIは GCATCを認識して切断する制限酵

素であるが,レ ーベル病で11778番 目の塩基に変異があ

れば,SfaNIで切断されないため遺伝子診断を容易に

行なうことができる.

今回,自人,黒人のレーベル病患者 とは遺伝的背景

の異なる日本人のレーベル病患者について検討した

が,SfaNIで切断されないという同様の結果を得た。

一方,対照として用いた正常人 2名 (日 本人 1名 ,韓

国人 1名 )は SfaNIで切断された.Wallaceら
n)が10

名の正常アジア人 (中国人 9名 , 日本人 1名 )につい

て検討した結果でも,すべて SfaNIで切断されている

ので,こ の SfaNI認識部位内の塩基置換はアジア人に

固有の多型によるものではなく, レーベル病に関連す

日眼会誌、 94巻  7号

SfαNl

認識部位       切断部位
スリ(340)        ↓

正常  AGT C巨 三三二I互I ATA ATC CTC

I(点突然変異)
″j3↓

レーベル病
I   CAC

(11778)

図4 レーベル病のミトコンドリアDNAに おける点
突然変異.11778番 目のグアニン(G)がアデニン(A)

に変化しており,それによリアルギニンに対するコ

ドン (340)が ヒスチジンのコドンに変異している。

制限酵素 SfaNIは GCATCを認識して切断する制
限酸素であるが,レ ーベル病で11778番 目の塩基に変

異があれば,SfaNIで切断されないため DNA診断
が可能になる。

る突然変異によるものと考えられた。 この日本人患者
における SfaNI認識部位内の変異が,Wanaceら の報

告した突然変異と全 く同一のアミノ酸置換をもたらす

ものであるか否かは塩基配列を決定しなければならな

いが,少なくとも,SfaNIを用いた遺伝子診断が日本

人レーベル病患者についても有効であることが示唆さ

れた。

一方,Wanaceら n)は ミトコン ドリア病とされる

infantne bilateral striatal necrosis(IBSN)に レー

ベル病を合併した症例では,SfaNIにより切断され正

常人と同じパターンであったことを報告した。しかし

ながら,IBSNに レーベル病を合併した症例は,臨床的

に乳頭周囲の拡張性微細血管症 (telangiectatiC mi‐

crOangiopathy)を 認めず11)19),視 神経症がレーベル病

であるのか疑間である.IBSNに 合併した症例に関し

てはレーベル病の亜型であるのか今後検討が必要であ

る。

Wanaceらは,他にもSfaNIで切断されたレーベル

病患者を報告しているので,今後も多くの症例にて検

討する必要であると思われるが,11778番 目の塩基の変

異はレーベル病特有
H)12)と 考えられ,臨床的にはレー

ベル病と考えられる症例に遭遇することが時にある

が,家族歴が不明瞭のことが多いので,SfaNIに よる

遺伝子診断は有用である。しかしながら,こ の変異は

保因者,無症状者にも認められ, また患者に性差が認

められるので,発症に関しては他の因子も関与してい

ることが考えられる。
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