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The　 development　 of　novel　 quantification　 assay　 for　mitochondrial　 DNA　 heteroplasmy

　　　　　 aimed　 at　preimplantation　 genetic　 diagnosis　 of　Leigh　 encephalopathy

　　　　　　　(ミ トコン ドリア病のヘテロプラスミー解析による着床前遺伝子診断法の開発

　　　　　　　　　　　　　　　　　　～Leigh脳 症の新 たな変異比率解析)

田　島 博　人

内容の要旨

　 ミトコン ドリアDNA(mtDNA)は 一細胞あた り10～20万 コピーが

存在するが・mtDNAのT8993G点 変異型Leigh脳 症 では正常型と変異

型のmtDNAが 共存(ヘ テロプラスミー)し て遺伝し、一定の変異比

率を超えると発症する。mtDNA変 異保因者母体では、ポ トルネック

現魚によりヘテロプラスミー比率が極端に変化した卵子が生じて児

に疾患が発症するとされるが、これまで本疾屈 に対する蔚床前遺伝

子診断(PGD)は 実施に至っていない。本研究はこのPGDの 輿施に

あたり、単一細胞か らの単回PCRに よる正確なヘテロブラスミー比

率測定系を確立し、mtDNAの 分 配に関しても新たな知見 を褐ること

を目的とした。

　 mtDNA点 変異τ8993Gを 標 的にリアルタイムPCRの 股計を行い.割

球毎のmtDNA量 の相違に対応するため、蛍光量比を計算 して変異率

とした。正常および変異の配列を持つ2租 類のプラスミドDNAを 作

成し各比串を測定することで標準曲線を得たのち、それを用いて以

下の測定を行った。まず既知の変異検体として4種 類のDNA(28,

46,62,98%)。 次に体細胞分裂に伴う細胞毎のヘテロプラスミー比

串の分配変化を確認するために、リンパ球抽出DNAが46%の 変異率

を示す保因者のリンパ球単一細胞。さらに体外受精移植不適切初期

分割胚の単一割球を測定し、変異の有無および変異の割球毎の分配

に関して検討した。

　 正常VIC蛍 光および変異FAM蛍 光 の相関係数がO,9697ro.9745を 示

す標準曲練が得られ、各測定値は極めて低い標準偏差を示 した(≦

O、05)。4種 類の変異DNAの 測定値は一5%～+6%の 誤差範囲に全

て集約した。46%保 因者のリンパ球単一細胞の測定値は11～70%の

広範囲に分布したが、その平均値は44.3%と46%に 近似 した。20個

の初期分割胚のうち5個 にそれぞれ異なる変異比率のT8993G点 変 異

が検出された(4～22%)。 同一胚由来の割球はすべて2～11%の 限

られた分散範囲内の変異比率に集約 した。また同一一人物由来であっ

ても、胚ごとにヘテロプラスミーの程度は異なることが示された。

　末梢血リンパ球では、体細胞分裂に伴いヘテロプラスミー比率が

大きく変動していることが示された。割球には一部にT8993G点 変 異

が存在することが判明し、その解析によって胚発生過程でのボトル

ネック現象の存在 と、単一割球の変毘率が胚全体の変異率を示 して

いることを支持する結果が得られた。またLeigh脳 症のPGDを 実施す

る際には,測 定誤差、検体毎のmのNA凪 の相違、細胞分裂に伴 う変

化などの要索を考慮してカットオフ髄を保因者母体の変異率か ら10

～15%差 し引いて設定することが実用的であると考えられる。

　本手法は、Leigl)脳症に対する現在最も優れたPGDの 手法と考えら

れ、今後の臨床実施にっながる技術と結鵠される。

鎗文審査の要旨

　本研究では、リアルタイムPCR法 のalletic　discrimination　assayによ
り単一割球のmtDNAか らヘテ ロブラスミーの変異串を測定すること

で.　Lcigh脳 症 のpreimplantation　genetic　diagnosisを可能とする新たな

技術を確立した。T8993G点 変異については、体細胞分裂に伴う平均

変異率や分布の変化がないことが示され、一つの割球の変異率はそ

の胚全体の変異串を示すことが明らかとなり,こ れらの事実はLeigh

脳 症に対するPGDの 信頼性を裏付ける結果となった。更に胚発生過

程では変異率の増加が認められ.卵 子 形成時 のポ トルネック現象

(も しくは何らかの変異を増大させる機構の存在)を 支持する結果

を褐た.

　 密査ではまず、表現型正常の保因者女性から極めて高い変異率の
患児が続けて出生する事実がポ トルネック理脆のみで脱明され得る

かに関して質問があった。これまで報告されてきたLeigh脳 症家系の

検肘で も、世代を経る毎に変異が集積する傾向が認め られている

が、広 く知られるポ トルネック現象以外にその傾向を説明できる理

詮は現在のところないこと、また保因者の胚について本変異を調べ

た唯一の報告でも極端に変異率が分かれることが示されていること

を回答 した。

　次に変異率とLeigh脳 症 の発症の関連についての確認があった。90
～95%以 上でLeigh脳 症・80%以 上 で級徐進行型Lcigh脳 症、60%以

上でLeigh脳 症の軽症型であるNARPを 発症することが一般的に知ら

れてお り・今回は極めて重篇なLcigh脳 症 を対象とするPGDの 研究で

あることを硫認した。

　得られた標準曲線の直譲回帰性のズ レについて指摘があった。特
に10%未 潮 と90%超 で直線回帰か ら外れる傾向が認められたが、蛍

光強度を計算 して変異率に変換 していること、本測定のように使用

した鳩合はリアルタイムPCR機 器の特性として生 じうること、実用

域では相関係数0.98の 検量線が禍 られてお り、測定自体 に問題は生

じないことを回答 した。

　また、爽際のPGDを 行 う際の問題点として一部に変異を昭める胚
の扱いについて質問があった。様々な誤差を引き起 こす要素を考題

して10～15%差 し引いた値 にカッ トオフ値を設定する(例 えば保因

者が46%で あれば30～35%以 下 の胚 を戻す)こ とを示した。結果と

して次世代に保因者を生み出す可能性は存在するが、PGDは 保 因者

の診断はせず、それ らの胚を差別 しないことを原則 としているこ

と、クライアント夫婁への胚の情報提供は施行し十分なインフォー

ム ドコンセントを得た上で最終的に胚移植するかの決定は両親に帰

することを回答した。また核DNA変 異 の疾思とは大きく異なる疾患

を対象としているため従来の保因者の概念が単純には成立 しないこ

とも述べた。

　以上、本研究は今後実際のPGDの 施行に伴い、判明してくる保因
者の胚や新生児の変異率、長期的な迫跡鯛査など今後も慎重に検討

を重ね、それらの情報を発表 ・提供していくべき重要な研究であ

り、世に先駆けてミ トコンドリア病のPGDを 突 施するという有意義

な臨床研究であると評価された。
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