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要

11778変異陰性のレーベル視神経症の 1家系におい

て,19歳男性の酵素複合体 I(NADH dehydrogenase,

ND)の ミトコンドリア遺伝子領域の全塩基配列を決定

した結果,NDl遺伝子領域の 3460番塩基であるグアニ
ンからアデニンヘの点突然変異がみられた.一方,60人

の正常日本人にはこの変異はみられなかった。さらに,

この家系には,酵素複合体 IVの 7444番塩基の変異もみ

られた。この変異により翻訳終了コドンが変化し,さ ら

にアミノ酸が 3個多 くなる.本症例の最終視力は右眼

0.02,左眼 0.04と不良であった。30人の両眼性視神経萎
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約

縮患者において 3460変異をスクリーニングした結果,14

歳男子の 1例にヘテロプラスミーとして変異がみられ,

発症約 2年半後に視力は右眼 1.2,左眼 0.7に回復した。

7444変異はみられなかった。2例の最終視力結果の違い

は, ミトコンドリアにおけるエネルギー産生能の障害の

程度の差を反映 していると考えられた。 (日 眼会誌

99:728-734, 1995)

キーワード:レーベル視神経症,ミ トコンドリア DNA,

3460変異,7444変異,視力回復
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Abstract
We have identified a point mutation at nucleotide carrying the 7444 mutation. He lost his sight at age

position 3460 in the NDI gene of complex I in a 14 but it recovered to 1.2 OD and 0.7 OS about two

Japanese pedigree with Leber's hereditary optic years and half after the onset. The difference in

neuropathy by sequencing the ND genes in mito- final visual acuity between these two patients may

chondrial DNA. None of the 60 healthy Japanese reflect the degree of reduction in mitochondrial

had the 3460 mutation. The proband and his mother energy production. (J Jpn Ophthalmol Soc 99 : 728

also had the 7444 mutation in the COI gene of -734, 1995)

complex IV and became nearly blind at age 19 with
visual acuities of 0.02 OD and 0.04 OS We screened 30 Key words : Leber's hereditary optic neuropathy,

patients with bilateral optic atrophy for the 3460 Mitochondrial DNA, 3460 mutation'

mutation, and identified one male patient who had 7444 mutation, Visual recovery

the 3460 mutation in heteroplasmic fashion without
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I緒  言
レーベル視神経症は,主に 10～20代の男性において,
両眼性に急性または亜急性の視力低下で発症し,数か月
の後に視神経萎縮に至る予後不良な遺伝性の視神経疾患

である1)。 中心暗点を来すため,多 くの症例で最終視力は

0.1以下となる。遺伝形式は母性遺伝であり2),ミ トコン

ドリアDNA(mtDNA)の遺伝形式3)と _致することか
ら,1988年 Ⅵranaceら 4)は mtDNAの 11778番 目の塩基
であるグアニン (G)か らアデニン (A)への点突然変異
がレーベル視神経症の発症に強 く関連することを報告し

た。この点突然変異は電子伝達系酵素複合体 I(NADH
dehydrogenase,ND)のサブユニット4(ND4)遺伝子
領域内の塩基置換であり,それに伴いコードされたアミ
ノ酸 (コ ドン340)は アルギニンからヒスチジンに変化

している。その後,世界中でレーベル視神経症患者にお
いてこの点突然変異が検索され,レーベル視神経症の
40～90%の症例に11778変異がみられた5)。 現在までに
レーベル視神経症の発症と強 く関連する,いわゆる一義
的変異 (ま たは primary mutatiOn)5)6)と して 11778変異

の他に3460変異7)8),4160変 異9),15257変異 1°)11),14484

変異12)が明らかになり,ま た最近では9438変異13),9804

変異13),そ して 14459変異14)が報告されている。ただ,

15257変 異に関 しては一義的変異かどうか異論 もあ

る15)。 Johnsら 13)は ,約 73%の レーベル視神経症患者は
電子伝達系酵素複合体 I内の遺伝子変異をもち,約 7%
に電子伝達系酵素複合体 III(ubiquinone:cytochrome c

oXidoreductase)内 のcytochrome b(Cttb)遺伝子内の

15257変異,約 4%に電子伝達系酵素複合体 IV(cyto‐
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ChrOme C OXidase,CO)内 の COIII遺伝子内の 9438変

異,9804変異をもつと報告している。

今回我々は,臨床経過および家族歴からレーベル視神
経症と診断した 20家系のうち,11778変異がみられな
かった 3家系のうち 1家系においてミトコンドリア遺伝

子の ND領域の全塩基配列決定を行つた。その結果 ,
3460変異を認めたので,本症例の臨床経過とmtDNAの
解析結果を報告する。さらに,原因不明の両眼性の視神
経炎で発症し視神経萎縮に至った 30人をスクリーニン

グした結果, 1人にこの変異がみられた.

II実 験 方 法

1.症  例
症例 1:19歳,男性.
主 訴 :両眼の視力低下.
初 診 :昭和 63年 6月 27日 .
既往歴 :特記すべきことなし。

家族歴 :従兄弟 2人,叔父が視神経萎縮と診断されて
いる (図 1).

図 1 症例 1の家系図.
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図 2 症例 1の眼底所見 (急性期).
乳頭の発赤腫脹,拡張性微細血管は著明ではない。

ヽ
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現病歴 :4月末頃から両眼の視力低下に気付き,その

後徐々に進行し, 5月 頃から視野の中心部に斑状のもの

が大きくなってきたため,慶應義塾大学病院眼科を受診

した。

初診時所見および経過 :右眼視力は0.04(0.06× 一

2.OD=cyl-0.5 DA 60° ),左 眼視力は0.05(0.08× 一

2.OD=-0.25 DA 145° ),対光反射は正常であった。眼

位,眼球運動に異常はみられなかった。眼底所見は,視

神経乳頭の色調は軽度発赤を示し,耳側はやや蒼自で

あった。輸郭も明瞭であった。乳頭上および網膜血管に

も異常はみられなかった (図 2)。 螢光眼底造影検査では

特に異常所見は認められなかった。Goldmann定量視野

検査で両眼に中心暗点を認めた。電気生理学的検査はキ

セノン閃光刺激による視覚誘発電位 (VEP)では潜時は

正常範囲内であったが,振幅は低値を示した。眼底所見

は典型的ではないが,家族歴よリンーベル視神経症が疑

われたのでミトコンドリアDNAの 11778変異の有無を

検査したが,陰性であった。視力はその後徐々に低下し,

平成 4年 4月 には右眼視力は 0.02(矯正不能),左眼視力

は0.04(矯正不能)で,両眼の中心暗点と視神経萎縮を

認めた。心電図,脳波検査には異常所見はみられなかっ

た。母親,姉 も診察したが,視力,眼底所見に異常はみ

られなかった。

症例 2114歳 ,男子。
主 訴 :両眼の視力低下 .
初 診 :平成 3年 7月 4日 .
既往歴 :特記すべきことなし.

家族歴 :特記すべきことなし。

現病歴 :平成 3年 1月 頃から右眼の視力低下に気付

き,近医眼科を受診した。その後 2月頃から左眼の視力

も徐々に低下したため,両眼の視神経炎の疑いで副腎皮

質ステロイド薬の点滴および内服治療を受けたが,視力

の改善がみられなかったため,産業医科大学病院眼科を

紹介された。

初診時所見および経過 :右眼視力は0.02(矯正不能),
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左眼視力は0.02(矯正不能)であった。眼位,眼球運動に

異常はみられなかった。眼底所見では,視神経乳頭は軽

度発赤していたが,耳側はやや蒼自であった。乳頭周囲

の微細血管症は明らかではなかった。Goldmann定量視

野検査で両眼に中心暗点を認めた。電気生理学的検査は

キセノン閃光刺激によるVEPでは潜時はほぼ正常範囲

内であったが,振幅低値を示した。平成 3年 9月 ,慶應

義塾大学眼科でミトコンドリアのDNA診断をしたが,
11778変異は陰性であった。その後,中心暗点は徐々に拡

大し,視力も平成 4年 1月 には両眼とも0.01と 低下した

が,同年 3月頃から両眼とも徐々に回復傾向がみられた。

同年 7月 には両眼 とも (0.1),平成 5年 1月 には右眼

(0.5),左 眼 (0.3),同 年 6月 に は右 眼 (1.0),左

眼 (0,7)と な り,平成 6年 8月 まで右眼視力は 0.8

(1.2× -0.5D),左眼視力は0.7(矯正不能)と変化はな

い。平成 6年 8月 の Goldmann視野検査では比較中心暗

点が残り (図 3),視神経乳頭には視神経萎縮を認める。

母親,妹は診察したが異常所見はみられなかった。また,

間診による家系調査では高度の視力障害者はいなかっ

た。

2.分子生物学的解析

1)電子伝達系酵素複合体 I(ND)領域のクローニン

グと塩基配列決定

症例 1の発端者およびその母親から本研究のための同

意を得た後,ヘパリン採血 (10 ml)し ,Hirt氏法により

mtDNAを抽出した 16)。

表 1の プライマーを用いてpolymeraSe Chain reaC‐

tion(PCR)法で ND領域を6か所に分けて増幅した。
PCR産物は,ND4領 域以外は図 4に示した各制限酵素
で切断後,M13フ ァージベクターにサブクローニングし

た。M13ベクターのクローニングサイトとして,S2α I,

Bα夕π HI_s徽協‐I, 4`θ I,4θθ I_Bα夕π HI,4θε I‐ Eθθ RI,

Bα%HIEθο RIの 6種類を用いた。ND4領域は 2つ に

分け (iと ii),そ れぞれ M13フ ァージベクターの S“α

Iサイトにサブクローニングした。塩基配列決定法は,1

‖11]Ⅲ lIl111 1994年 8月 24日  !lllよ‖I」 19941年 8月 24日

RL

図3 症例 2の Goldmann視野 (視力回復後).
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表 1

3460変異のレーベル視神経症・緋田他

電子伝達系酵素複合体 I領域を増幅するために用いた polymerase chain reactiOnプ ライマー
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遺伝子 プライマー配列 塩基番号 PCR産物

NDl

ND2

ND3-4L

ND4(i)

ND4(ii)

ND5-6

CAGTCAGAGGTTCAATTCCT
*CGGGATCC‐ TAACTCTTTTATCAGACATA
GGTTATACCCTTCCCGTACT
*CGGGATCC‐ TGTATTTAACCTAAATTTCT
*CGGGATCC‐ GACAACATTCAAAAAAGAGTA
GGAAAGTCATGTCAGTGGTA
ACGTACATAACCTAAACCTA
GTAGGCAGATGGACCTTGTT
ACGCCTCACACTCATTCTCA
TCAGATTCACAATCTGATGT
・CGGGATCC‐GTGCAACTCCAAATAAAAGT
TGGTTGTAGTCCGTGCGAGA

3,275-3,294

4,287-4,268

4,449-4,468

5,531-5,512

10,038-10,057

10,813-10,794

10,735-10,754

11,591-11,572

11,491-11,510

12,177-12,158

12,316-12,335

14,696-14,677

1,021 bp

l,091

784

865

695

2,389

Ｄ

　

　

　

　

Ｄ

Ｎ

　

　

　

　

Ｎ

gc′
|

fcO RI

1 01 3bp

383bp

ル′ρa ll

167

′‐′pa ll ″pa ll

262 135 396
1083

290

ra91

142 255 378

ND5-6 Eco Rl Hpall Hpall Bamql

2381
324 724 348    546     439

図 4 ND領 域を PCR法で増幅 した制限酵素地図
(症例 1)。

地図で示した制限酵素で切断後,M13フ ァージベク
ターにサブクローニングした。数字は DNA断片の
長さ (bp:塩基対)を示す。

本鎖 DNAを 精製し,Dye Primer Cycle Sequencing Kit
(ABI社 )を用いて,全自動 DNAシ ークエンサー (373
A ABI社)で塩基配列を決定した。
2)3460変 異 (NDl領域)の スクリーニング
3460番塩基の置換 (G→ A)に より,制限酵素 Rα HI

認識部位が消失するので,PCR産 物を Bsα HIで消化
し,こ の塩基置換に関して正常人 60人および原因不明の

両眼性視神経萎縮症患者 30人 において検索 した。プラ

イマーとして, 5/―CACACCCACCCAAGAACAGGG‐ 3′

(3206～ 3226)と 5′
―GAGATTGTTTGGGCTACTG―

CT‐ 3′ (3728～ 3708)を 用いた。PCR産物は 523 bpで,正
常人では Bsα HI消化にて 253 bpと 270 bpに 三分され
る。

3)5178変 異 (ND2領域)の スクリーニング
5178番塩基の置換 (C→ A)に より制限酵素 4″ I認

識部位が消失するので,こ の塩基置換に関して正常人 60

人の ND2領 域の PCR産物をスクリーニングした。
4)11696変異 (ND4領域)の スクリーニング
11696番塩基の置換 (G→ A)に より,認識部位の変化

*:ク ローニングサイトを作るために8塩基を付けてある
太字,下線部分は制限酵素 Bα″ Hlの認識部分

を来す制限酵素がなかったため,anele specmc OligOnu_

cleotideプ ローブを用いて正常人 60人 の ND4領 域の
PCR産物をスクリーニングした (ASO法 )17)。 変異検出
のためのプライマーは 5′‐GGCGCAATCATTCTCAT―
AAT‐ 3′ (11690-11709,下 線部が 11696番 塩基置換を示

す)。

5)7444変異 (COI領域)18),15812変 異 (Cytb領域 )10)
のスクリーニング

ND領域以外の 2つの二義的変異 (ま たは secondary
mutation)5)6)で ある COI遺伝子領域の 7444番塩基の置

換 (制限酵素 χbα Iサイト消失)と ,Cytb遺伝子領域の
15812番塩基の置換 (制限酵素 Rw Iサ イ ト消失)につ
いて PCR法および制限酵素消化法により検索 した。用
いたプライマーは 7444変異では,5′‐TTTGAGAAGC‐
CTTCGCTTCG‐ 3′ (7318～7327)と ,5′―CGGGAGTAC_
TACTCGATTGT‐ 3′ (8020～ 8001),15812変 異 で は
5′‐CTAAGCCAATCACTTTATTG-3′ (15704～ 15723)
と 5′‐TATTTTGTTTTCAATTAGGG-3′ (15874～ 15855)
である。

III 結  果

1.NDl領 域の 3460変異
症例 1の ND領域の全塩基配列を決定した結果,15か
所の塩基置換 とそれに伴い 5か所のアミノ酸置換がみら

れた (表 2)。 そのうち,本症例においては一義的変異6)で

ある 3460番の塩基置換 (G→ A)がみられたが (図 5),
15個のクローンすべてが G→ Aであった。また,症例 1
の発端者の母親にも3460変異がみられた (図 6)。

3460変異により制限酵素 ふαI―II認識部位が消失する

ので,こ れを利用して正常人 60人 の mtDNAを検査 し
たが変異はみられなかった。また,他の 11778番塩基変
異陰性のレーベル視神経症 2家系と両眼性視神経萎縮患

者 30人 において も3460変異をスクリーニングした結

果,後者において 1人 に 3460変異がヘテロプラスミーと

してみられた (症例 2,図 6).PCR産物の塩基配列を決

ND3-4L



NDl

NI)2

ND3
ND4

ND5

ND6

3,423

3,460

3,894

4,769

4,883

5,099

5,178

10,398

10,873

11,335

11,696

11,719

12,705

13,702

14,668

39

52

196

100

138

210

237

114

38

192

313

320

123

456

2

732

表 2 症例 1の電子伝達系酵素複合体 I(ND)内に見つ
かった塩基置換とアミノ酸の変化

遺伝子 塩基番号 塩基置換 コドン番号  アミノ酸の変化

日眼会誌 99巻  6号

定したが,10個のクローンのうち 7個のクローンに 3460

番の塩基置換 (G→ A)がみられ,3個 には塩基置換が

みられなかった。

2.ND2領域の 5178変異
制限酵素

“

滋 I)法で正常人 60人をスクリーニング

した結果,正常人 2人にこの変異がみられた。

3.ND4領域の 11696変異
ASO法で正常人 60人をスクリーニングした結果,正

常人 2人にこの変異がみられた。

4.COI領域の 7444変異
症例 1の発端者および母親において X"Iサ イトが
消失し変異がみられた。PCR産物の塩基配列決定法によ

り,7444番塩基がグアニンからアデニンに変化してい

た。Rsα Iサ イトは正常であり,15812変異はみられな

かった。一方,症例 2に おいては7444変異,15812変 異

はみられなかった。

IV 考  按

mtDNAは人種や,個体間での多型性が著しく,一塩基

置換が認められた場合,病因との関連を証明することは

困難であった。この問題に対してWanaceら
4)のグルー

プは,塩基置換のうち,以下の条件を満たす変異が病因

の可能性が高いという仮説を立てた。すなわち,① 塩基

置換により生じるアミノ酸の変化は,異なる動物種族間

で保存性の高いアミノ酸に変化を生じること,② 同一疾

患の患者に共通してみられること,③ 正常人には認めら

れないことである。この方法論により,レーベル視神経

症の発症 と強 く関連する11778変 異
4),3460変 異7)8),

14484変異12),そ して最近では9438変異
13),9804変異13),

14459変異14)が明らかになった。

3460変異は,1991年 ,Houponenら 7)は フィンランド

人 2家系の NDl領域の全塩基配列を解析し,上述した

方法によリレーベル視神経症と関連する 3460番塩基の

‐■―-523bp
‐C~~270bp,253bp

Val変化なし

Ala→ Thr

Thr変化なし

Met変化なし

Pro変化なし

Ile変化なし

Leu→ Met
′
「
hr―→.Ala

Pro変化なし

Asn変化なし

Val‐→Ile

Gly変化なし

Ile変化なし

Gly→ Arg

Met変化なし

図 5 3460番塩基におけるGからAへの変異 (症例 1)。
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張性微細血管症,乳頭の発赤などの所見に乏しかった。
同様の報告がイタリア人 1家系において報告20)さ れてい

る。また,アメリカ合衆国の 3460変異の症例でもレーベ

ル視神経症に典型的な乳頭周囲の拡張性微細血管症
25)は

9例中 3例にしかみられない26)。 したがって,3460変異

のレーベル視神経症では 11778変異に比べ,急性期に特
徴的な眼底所見に乏しい症例が多いと思われた。この場

合,家族歴がないと眼底所見からはレーベル視神経症の

診断は困難である。

さらに,3460変異の特徴は 11778変異に比べ,視力回

復率が比較的高いことと,家族内で 2人以上の発症患者
をもつ家系の割合が多いこと (すなわち,家族歴を示す

症例が多い),大量のタバコやアルコールの摂取といった

環境因子の影響を受けやすいことが報告26)さ れている。

症例 1お よび 2で は環境因子は間診上は見出せなかっ

た。3460変異のレーベル視神経症患者の視力回復率は,

アメリカ合衆国では 11778変異の 4%27)に 対して 22%

(5/23人 )26),イ ギリスでは29%(2/7人 )28)と 報告されて
いる。症例 2は視力回復を示したが,本邦では他に 1例
3460変異のレーベル視神経症患者の報告があり,視力は

軽度回復している (右眼は 0.3,左眼は 0_1)29)。 症例 2で

は,発症時の年齢が 14歳 と比較的若かったこと,3460変

異がヘテロプラスミーであったこと,症例 1でみられた
レーベル視神経症発症に中等度に関与するといわれる他

のmtDNA変異 (7444変異)18)の 合併がみられなかった
ことが症例 1と は異なっており,それが最終視力結果の

差と関連していることも考えられた。
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