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レーベル病の遺伝子診断の試み

文乃
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要  約
Wanaceら により, レーベル病に特異性が高いミトコンドリアDNA(mtDNA)の 11778番塩基対の点突然
変異が発見されてから,レーベル病にこの点突然変異が高頻度に認められることが次々と報告されている。私

達は pOlymerase chain reaction法 によるレーベル病の診断の有用性についてすでに報告 したが,本稿では,

検討 した 4症例共 1こ 11778番塩基対の点突然変異を持ち, うち 1症例はこの DNA診 断によってレーベル病と

診断することができた。また他の視神経疾患および正常者ではこの点突然変異は見られず,DNA診 断は本疾
患に有用であることを示した。しかし,有効な治療法のない現在,男性患者に対 しては,突然変異が子孫に伝

わることはないということができるが, この突然変異をほぼ100%子孫に伝える女性保因者および女性患者に

如何に対応するかという問題が残る等,今 までの結果をまとめ,DNA診 断が臨床に与える意義,問題点をあ
げ,本疾患の原因について考察を加えた。 (日 眼会誌 95:715-720,1991)
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Abstract
The high frequency of mitochondrial DNA mutation at the nucleotide position (nt) 11,778 was

reported in cases of Leber's hereditary optic neuropathy (LHON) after the first report by Wallace et

al.. We already reported that it provided a simple diagnostic test by means of PCR (polymerase chain

reaction). We analyzed 3 definite cases of LHON, detected nt 11,778 mutation and determined the

diagnosis of LHON in a case. No nt 11,778 mutation was found in patients with the other optic nerve

diseases and in normal controls. This shows the usefulness of molecular diagnosis in LHON. Problems

of genetic counselling for patients and female carriers and the possibilities to clarify the cause of
LHON were discussed. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95: 715-720, 1991)
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I はじめに

レーベル病は急激な視力低下で発症し,時期の差は
あっても両眼の視神経萎縮へと進行する遺伝性視神経

疾患である。Theodor Leberl)が 5家系18症例を遺伝

性の視神経疾患として報告してからすでに100年以上

たつが,その病気の本体はいまだ不明である。遺伝形
式は,多 くの研究者による家系資料の集積により,母
親を介する細胞質遺伝が考えられている2)～ 4)。 遺伝子

の本体は DNAで ,真核生物では核に存在するが,細胞
質中の ミトコンドリアにも少量存在する。このミトロ

ンドリア DNA(mtDNA)は 細胞質遺伝をすることか
ら6)0)レ ーベル病におけるmtDNAの異常が推測され
た.最近,分子生物学の進歩によって遺伝子そのもの
の解析が可能となった。mtDNAも その全構造が決定
され7)ミ トコンドリアミオパチー,Kearns‐Sayre症候

群などもその mtDNAの異常が報告された8)～ 10)。

1988年 ,Wanaceら により, レーベル病に特異性が
高いと考えられるmtDNAの 11778番塩基対の点突然
変異が発見された●)12)。 そしてここ数年の間に私たち

も含めて日本でもいくつかのグループがこの点突然変

異を確認し13)～口),コ _ロ ッパでもいくつかのグループ

が検討し約半数のレーベル病患者にこの点突然変異が

認められることがわかっているが,遺伝的異質性も指
摘されている18)～20).
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私たちは PCR法によるレーベル病の診断の有用性
についてすでに報告してきたが14)～ 16),本稿は今までの

結果をまとめ,DNA診断が臨床の場に与える意義,間
題点をあげ,過去の文献を検討し本疾患の原因につい
て考察する。

II DNA診断の実際
1.症例

今回検討した家系 1か ら4ま でを図 1に示す。 この
うち,症例 1(家系 1,ⅡI-2)についてはすでに報
告してあるが14)15), さらに両親についての解析も加え

た。症例 2(家系 2,HI-1)は ,27歳 男性で,母方
のいとこ (HI-5)が 12歳ごろ急激な両眼の視力低下
をきたし,視神経症と診断されており,臨床所見につ
いてはすでに根本らが報告している21).症例 3(家系
3,Ⅲ-4)は ,兄 (HI-3),母の兄 2名 (II-4,
II-5)が,視神経萎縮のため視力不良である。症例
4(家系 4,III-2)は 家系内発生がなく,球後視神
経炎の診断のもとにステロイド全身投与を行ったが,

視力改善のないまま転院し,経過観察されている17歳
の症例である。さらに,球後視神経炎 2例 ,多発性硬
化症 2例 ,乳頭小嵩症候群 2例 と正常対照者 4例につ
いて解析を行った。

2.方法 (詳細は文献15を参照されたい.)
1)mtDNAの 抽出 (Hirt法)22)(Hirt法を用いなく
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表 1 家系調査が行われた症例

臨床診断名

球後視神経炎

多発性硬化症

乳頭小嵩症候群

表2 その他の視神経疾患 (全て孤発例)

最終診断

正   常
保 因 者
レーベル病

レーベル病

保 因 者
レーベル病

レーベル病
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球後視神経炎
* レーベル病

家族歴からはレーベル病と診断できなかったが今回の結果でレーベル病と診断した症例
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図2 (文献16の図を引用).症例 1の患者,兄,妹 ,

両親と正常者について,0は PCRで増幅して得ら
れたDNA断片,Sは 0を s2NIで切断したもの
をそれぞれ 2%ア ガロースグルに流した。患者およ

び兄と正常な妹,母では切断されず,正常者と患者
の父は切断された。

てもDNA抽出機で得た DNAを 用いて同様に行 うこ
とができる。)ヘパ リン採血した10～ 20mlの 末槍血か

ら白血球のみを分離し,mtDNAを精製する.
2)PCR法による DNAの増幅23)24)

約100ngの DNAと 2種類のプライマーとTaqポ
リメラーゼを用いて94℃ 1分,55℃ 30秒 ,72℃ 1分 30

秒のサイクルを30サ イクル行って増幅する。増幅には

Perkin Elmer Cetusの DNA増幅システムを用いた。
3)制限酵素による11778番塩基対の検討

増幅した DNAを精製し,02 NIと M"IIIを用い
て酵素反応を行 い,2%ア ガロースグルに流 して

DNA断片の大きさを確認する。本研究では11660塩基
対から11919塩基対までを増幅したので正常では Sy″

NIの認識部位である塩基配列 GCATCを 認識 して,
DNAは 128と 132塩基対の二つに切断されるが,11778
番塩基対がグアニンからアデニンに変わっていると

,レ NIに よって切断されないため DNAの大きさは
増幅した260塩基対のまま変化がないことになる。一方

Zαι IIIの有用性はすでに報告されているが
25),突然

変異が生じたことによりGTNACと いう認識部位が
生じ,逆に正常者は切断されず,突然変異を生じた

Leber病で切断されることになる。

3.結果

図 20%ι IIIによるグルの写真は省略した)と表 1

に示すように, レーベル病の家系 1では,患者 2人 と

その妹,お よび母にこの点突然変異がみられたが,父

親は正常のパターンであった.症例 2, 3についても

同様の点突然変異がみられた.ま た,家系内発生がな
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く,球後視神経炎の診断のもとにステロイド全身投与
を行ったが視力改善のなかった症例 4にもこの点突然

変異がみつかった。上記以外の球後視神経炎,多発性
硬化症,乳頭小寓症候群と正常者では, この点突然変
異はみられなかった。

III レーベル病の DNA診断の得失

本症の詳細な家系分析により,男性患者の子孫に患

者はなく (Lossen法則),camerの 女性の娘は97%

(100%)carrierに なる(北島法則)26)こ とが示され, こ

のことから細胞質遺伝が疑われた.遺伝子の本態とさ
れるDNAは主として核に存在するが,細胞質の ミト
コンドリアにも16569塩基対からなるmtDNAが 存在
し,全 DNAの 1～ 2%を 占めている。mtDNAは 13種
のmRNA, 2種 の rRNA,22種の tRNAを コー ドし
ているが mtDNA自 らが指令 しているのはrRNAと
tRNAだけで他の残 りの因子は核 DNAに依存してい
る。13種の mRNAか ら翻訳される蛋白質すべては単
独では機能できず,酵素複合体 (複合体 I,IH,IVと
ATP合成酵素)と して機能する。
mtDNAの全塩基配列はすでに決定され,polymor‐
phismが 多いことが知られており,完全に細胞質遺伝
をする。Wanaceらは,1988年,NADH脱 水素酵素の
サブユニット4遺伝子の点突然変異(コ ドン340,11778

番塩基対の変異によるアルギニンからヒスチジンヘの

転換)と , レーベル病が強い相関をしていることを示
したn)。 その後,日 本,コ ーロッパでもこの11778番 の

点突然変異 (Wanaceの点突然変異)が追試され,正
常ではこの点突然変異はみられず, レーベル病の約半

数あまりにみられることが明らかになった。

井街は,聞 き書きに頼った家系調査は正確さに欠け
ること, レーベル病は単発した場合診断できないこと

を指摘している
4)。

今回症例 4の ように単発した場合

や詳細な家族歴が得られない場合, この点突然変異の

検討が診断に有用であると考 える。PCR法 による
Wanaceの点突然変異の検査は,血液10ml以下で行え
ることや,制限酵素の利用で比較的簡単にわかるとい

う利点がある。問題点としては, この点突然変異と発

症の関係が不明なこと, レーベル病の家系すべてにみ

られるわけではないこと,点突然変異があっても必ず
しも発症しないことが挙げられる。このように解決し

なければならない課題はあるが,蛍光眼底造影で急性
期の microangiopathyを証明することと異なり,どの

時点でも行えるという特徴を持つ。それは,急性期を
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すぎた症例のみならず,症状がない保因者の診断にも
応用され うる。例えば,幼少期に検査し, この点突然
変異が認められれば,一般の集団よリレーベル病の発
症の可能性がかなり高いと言える.ま たこの点突然変

異をもつ男性は,こ のmtDNAの 異常を次世代へ伝え
ないが,女性にこの点突然変異がみつかった場合は,
子へはぼ100%遺伝されることになる。従ってこのよう

な新しい情報を医師が得られるようになったというこ

とは, レーベル病の有効な治療法がない現在,こ の情

報を患者に伝えるか否かという問題になる。これは,

病気の種類,予後,個々の患者のバックグラウンドな
どにも影響される。私たちは,本邦において現時点で
は,保因者に対しての相談は個々に応じた対応が必要
であると考えているが,今後心理学的アプローチや ,
社会学的側面など多方面からの検討をしなくてはなら

ないだろう。

IV LHON研 究の行方
この点突然変異の研究が今後どのように発展するか

考えてみる。遺伝性疾患の最も一般的な解明方法は,

フェニルケトン尿症のように27)ま ず疾患の原因が代謝

異常であり,その原因となる酵素異常が発見され,そ
の酵素蛋白に対応する遺伝子,mRNAの 異常を検討
してゆくという方法である。 これに対してまず遺伝子
の異常からそれに対応する蛋白質の異常を検討すると

い う方法 (revesed genetics)が ある。この例が

Duchenne型 筋ジス トロフィーであり28),X染 色体短

腕の欠失をもった症例を参考にしてしらみつぶしに検

討した結果,ま ず原因遺伝子が明らかにされた.そ し

てこの遺伝子に対応する蛋自質が筋肉がすべる時に重

要である事がわかった。

レーベル病の場合, この点突然変異が原因と考える

と,NADH脱 水素酵素のサブユニット4が関わる電
子伝達系の複合体 Iが注 目される。Uemuraら 29)は

レーベル病患者の骨格筋におけるNADH脱 水素酵素
活性の低下はみられなかったとしている。一方,複合
体 Iの 欠乏例に視神経萎縮を認めたとい う報告があ

る。。)。 また Parker Jrら 31)は レーベル病 の NADH
―coenzyme Q reductase活 性 (複合体 Iの特異的定

量)を測定し,その低下を指摘し,複合体 Iを構成する

7個のサブユニット(NDl,2,3,4,4L,5,6)の 異
常によるものではないかと考察している。しかし,複
合体 Iの異常は完全欠損ではなく,ま た,複合体 Iの低

下がなぜ本症状をひきおこすのかは不明である.レ ー
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ベル病にはその原因 としてシアン中毒を指摘する意見

もあ り
31)02),ま た これ は核 DNAに コー ドされ る

rhodaneseの 酵素活性の低下であるとい う報告があ

る33).(そ れを否定する報告 もある
34)。 )こ れ らの報告

や,レ ーベル病家系内に同じmtDNAを 持ちながら発

症 しない場合があること,発症は男性に多いことなど

を考慮するとmtDNAの 点突然変異のみでは説明が

難 しく, この疾患の研究を複雑にさせている。そして

今まで否定的であった heteroplasmy(正 常な DNAと

変異をもつ DNA分 子が共存する状態)が レーベル病
において存在す るとい う報告があ り

35), この意味につ

いては今後検討 される必要があるだろ う。またこの点

突然変異をはじめ とする遺伝子の異常に,何 らかの誘

因がひき金 となって発症することも考えられる。一方 ,

小沢ら
36)に よると ミトコン ドリア遺伝病の研究の急速

な進歩により従来の疾患分類の変革が迫 られていると

い う。レーベル病 も例外でないのかもしれない。また ,

mtDNAは ミトコン ドリア外で免疫 ,分化,癌化などの

多用な生命現象 に関わ りあ うことが知 られて きてい

る37)“).従って単純にこの点突然変異の産物による複

合体 Iの低下 とは異なる現象が発症に関与 している可

能性もある.
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