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論文内容要旨

                (目 的)

  ミ トコンドリ ア (mit.) ミオパチーはその臨床的多様性とともに組織化学的, 生化学的および

 免疫生化学的異質性が認められる。 これは, その最 も主な原因となっているmi t. 電子伝達系 酵

 素が核およびmit. の DNAにより合成される subunit の複合体であり, その分子遺伝学 的異常の

 多様性を反映するものであると考え られている。 著者は, 本症患者からの生検筋において, mit.

 電子伝達系酵素の1つである, チトクローム。酸化酵素 (CCO) を電顕的に検討し、 各細胞内

 の個々のmjt. レベルでその酵素活性の障害の状況を検討 し, 本症の病態発生機序について考察し

 た。

                (対象及び方法)

  対象:乳児致死型1名, MERRF (ragged red fiberを伴うミオクローヌスてんかん) 1名,

 MELAS (高乳酸血症, 卒中様発作を伴うmlt. 脳筋症) 2名の計4名のmit。 脳筋症 患者および

 本症が否定された対照の生検筋について検討した。 組織化学:凍結切片にて, H&E, mod卜

 fied Gomori-trichrome および一連の組織化学染色を行った。 免疫組織化学:mit、 電子伝達系

 酵素 Complex 一皿 およびCCOのポリクローナル抗体にて凍結切片を Avldin -Biotin Complex

 法にて染色 した。 電顕組織化学:生検筋は小片を 20 分間, 2% glutaraldehyde にて 固定 後,

 Seligman の方法に準 じて4℃ over night にて染色 した。 未固定凍結切片についても行い, 同様

 に固定後, 37 ℃3hrs にて同様の染色を し, 電顕用に包埋 した。 生化学:生検筋は 0.2M suc-

 rose, 0.13M NaC1, 1mM Tris-HC1 (ph 7.4) 中でホモジナイ ズ し, 1例は 600g遠心後上

 清にて, 他はmit. 分画を得てmit. 電子伝達系酵素のComplex-1, 1-n, 1一皿1, CCOの各酵

 素活性を測定 した。

                (結 果)

  組織化学: ragged-red fiber は症例1を除き3例に認められた。 CCO 染色では, 症例1で

 は全体に反応は弱く, 高倍でみると活性陽性の線維と陰性の線維がモザィ ク状に混在 していた。

 症例2では同様にモザイ ク状に活性陰性線維が分布 しているが長軸方向の切片では, 1本の線維

 内で陽性から陰性に segmental に輩化 しているのが認められた。 症例 3・ 4は陰性線維 が散在
 する partial deficiency を示 した。 これらはいずれも segmental に1本の線維内で陽性から陰

 性に変化 した。 免疫組織化学:症例 3, 4では CCO 陰性線維に一致 して Complex-1, CCO とも
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 に染色性が低下していた。 症例 1, 2では, CCO活性陰性線維に一致 してCCO の抗原性の低下

 を示した。 しか し, 症例1では組織全体の染色性の低下が顕著だった。 電顕組織化学:対照では,

 検討 した筋線維及び間質細胞の全てのmit. が染色されており, mi t. 間における染色性の異質性

 は認められなかった。 症例1では, 筋線維全体のmit. が陽性のものと陰性のものがあり, 長軸方

 向の切片でも segmental な変化は認められず, 細胞間モザイ クをなしていた。 症例 2, 3, 4で

 は長軸切片にて, mit. が陽性から陰性に segmenta1 に変化 しているのが認められた。 その境界

 では反応の弱いmit. が散在 していた。 陰性部に隣接する毛細血管細胞のmit. には活性は認められ,

 またこれら陰性 と陽性のmit. には形態的相違は認められなかった。 症例 3, 4では, 少数 の筋線

 維内において陰性の筋線維内に活性陽性の mit. が散在 している像が認め られた。 間質の活性は全

 例に認められた。 生化学 =生検筋のmit. 電子伝達系 酵素活性はいずれも複数の酵素活性力 低下 し

 ていた。

                 (結論および考察)

  最近ミトコンドリアミオパチーにおいて, mit. DNAの異常が相次いで報告されており, 欠失

 をもった mit. DNAと正常なmit. DNAが患者組織で共存 していることが解 ってきてい る。 これ

 ら2つの mi亡. DNA が細胞間, 細胞内あるいはmi む』内においてどの様に共存 してい るのかは不明

 である。 今回検討 した4例で共通 していることは 1) 生化学およ び組織化学の所見を 合わせ考え

 るとmit. 電子伝達系の複数の酵素の障害が認められること, 2) 間質の酵素活性は認められ, 筋

 組織にのみ CCO の異常所見が存在するという組織特異的障害, 3) 電顕組織化学的 に筋 線維間お

 よび筋線維内に CCO 染色性の異質性が認め られる点であ る。 これらの所見か ら筋内におい て正

 常と異常のmit. が存在 していることは明かと言える。 異種細胞間 hybridの実験報告では初め同

 量存在 していた両種のmit. DNA が継代するうちに様々 な割合で各細胞内にふりわけ られ, 次第に

 細胞内において一方のmit. DNAが優位となりもう一方のmit. DNAが脱落するmitotic segre-

 gation が認め られる。 このプロセス はかなり緩徐でmit. の細胞内異 質性 は 世代を越えて伝達さ

 れることが解ってきている。 筋細胞は発生早期に筋芽細胞が融合 し, その後の細胞分裂は殆 ど認

 められないことから, mitotic segrega tion により, mutant m1t. DNAが脱 落す る機会も少な

 いと考え られる。 以上よ り, 検討 した4症例における筋線維間あるいは筋 線維 内のmit. の CCO活

 性の異質性 は筋細胞の融合前 に各筋芽細胞内で進行 していた正常およ び異 常な mit. DNA のmi -

 totic segregation の様々なプロセスを反映 しているものと考え られる。
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 審査結果の要旨

  ミトコンドリアミオパチーは近年注目されている代謝性疾患であるが一部の症例を除き未だそ

 の一次的異常の解明 は進んでいない。 著者 は本症患者生検筋における光顕的組織化学およ び生化

 学的検索結果を基に して, 個々 のミ トコンドリアにおけるチ トク ロームC酸化酵素を電顕的に検

 索することによ り, 以下の結果を得た。

 1. 乳児致死型ではチ トクロームC酸化酵素陽性およ び陰性のミ トコンドリアは筋細胞問のモザ

 イクをな している。

 2. 高乳酸血症, 卒中様発作をともなうミトコンドリア脳筋症 (MELAS) およびragged red

 fiberをともなうミオクローヌスてんかん (MERRF) では一本の筋線維内において分節状にチ

 トクロームC酸化酵素陰性のミトコンドリアが存在 し, これらは活性陽性のミトコンドリアと形

 態的差異はなく, この陰性の分節中には活性陽性のミ トコンドリアが散在する所見 が認められ,

 陰性およ び陽性のミ トコンドリアが筋細胞内においてモザイ クをなすことを明 らかに した。

 3. 検討 した全例において, 間質の細胞には陰性のミ トコンドリ アを認めず, 組織特異的な障害

 が存在することを明 らかに した。

 以上の所見 は筋組織内において正常と異常のミトコンドリアが存在することを電顕的 に証明 して

 いる。 異なるミ トコンドリ アをもつ細胞同士の融合実験の報告から考察すると, 異常と正常のミ

 トコンドリ アDNAはラ ンダム に分裂後の細胞に振り分けられる事か ら, 著者の所見 は筋芽細胞

 における異常と正常の様々なミ トコンドリ アDNAの割合が融合後の筋細胞に反映 していること

 を示唆するものであ る。

  以上の研究成果 は, ミ トコンドリ アミオパチーの病態解明における, 形態学的側面からの有用

 な検索手段を確立 したものであり, 医学博士の授与に値するものと判定された。
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