
小児の難病の一つであるピルビン酸脱水素酵素

（PDH）複合体異常症の大部分は，PDHの αサブユニッ

ト（E１α）の異常による X連鎖の遺伝形式をとる疾患

であり，その診断は一般に培養細胞における PDH複合

体活性の測定によりおこなわれている。しかし，ヘテロ

接合体である女児患者では，X染色体の不活化の偏りに

より変異した遺伝子の発現の度合が組織によって異なる

ため，酵素診断法だけでは診断がつかない場合があり，

遺伝子診断法の確立が必要である。そこで今回我々は，

本症の遺伝子診断法を確立し，その有用性を検討した。

本遺伝子診断法により酵素診断では診断不可能であった

女児患者４名において病因遺伝子変異と考えられる遺伝

子変異を見出し，これらの症例を PDH複合体異常症と

確定診断することができた。この結果から，本遺伝子診

断法は非常に有用であると考えられた。

ピルビン酸脱水素酵素（PDH）複合体は，嫌気的解

糖系により生じたピルビン酸をミトコンドリア内でアセ

チル CoAに変換する酵素複合体で，エネルギー代謝上

重要な役割をはたしている１）。PDH複合体は，PDH，

リポ酸アセチルトランスフェラーゼ（E２），リポアミド

酸脱水素酵素（E３），PDHホスファターゼ，PDHキナー

ゼ，およびプロテイン‐Xの６つの蛋白質から構成され

ている２）。PDHは，α（E１α），β（E１β）それぞれ２つの

サブユニットからなる４量体で，PDHキナーゼによる

E１αのリン酸化により不活性化され，PDHホスファ

ターゼによる脱リン酸化により活性化される３）。

PDH複合体異常症は，高乳酸血症，精神発達遅滞，

筋緊張低下等多様な臨床症状を呈する小児の難病の一つ

であり４），その病因として，E１，E２，E３および PDHホ

スファターゼの異常がみいだされているが，なかでも

E１αの異常に基づくものが最も多く，これまでに１００例

以上の報告がある５）。

本症の診断は，一般的に培養細胞における PDH複合

体活性測定によりおこなわれている６）。しかし，E１α遺

伝子は X染色体上に存在するため７），E１α異常症ヘテ

ロ接合体の女児患者では，X染色体の不活化の偏りのた

めに変異した遺伝子の発現の度合いが組織によって異な

り，用いる組織あるいは培養細胞によっては酵素診断法

だけでは診断が不可能な症例が存在する８，９）。これらの

女児患者を確実に診断し，適切な治療を行うためには，

X染色体の不活化の偏りに影響されない E１α異常症の

遺伝子診断法の確立が必要である。そこで，我々は X

染色体の不活化の偏りの解析，非 RI PCR-SSCP法およ

びダイレクトシークエンス法による変異塩基の同定とい

う E１α異常症の遺伝子診断法を確立し，高乳酸血症を

呈しているが，培養細胞における PDH複合体活性が正

常であった先天性高乳酸血症女児患者１４名を対象に遺伝

子診断を試み，本遺伝子診断法の有用性を検討したので

報告する。

対象および方法

１．対象

臨床症状，血中および髄液中の乳酸，ピルビン酸値，

乳酸／ピルビン酸値から PDH異常症が疑われたものの，

培養皮膚線維芽細胞，培養リンパ芽球様細胞の PDH複

合体活性が正常値を示し，PDH異常症と診断できなかっ

た１４例を対象とした。

２．細胞培養およびPDH複合体活性測定

患者および正常者の皮膚線維芽細胞を，胎児牛血清

（FCS）を１０％添加したEagle’s minimumessentialmedium

で培養し，EBウイルスにトランスフォームしたリンパ
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球は，FCSを１５％添加した RPMI‐１６４０mediumで培養

した。また，PDH複合体活性は，内藤らの方法６，１０）によ

り測定した。

３．ゲノムDNAの抽出

培養皮膚線維芽細胞および EBウイルスで株化した培

養リンパ芽球様細胞から proteinase K法１１）でゲノム

DNAを抽出した。

４．X染色体不活化の偏りの解析

Androgen Receptor（AR）遺伝子の（CAG）リピー

ト部分が多型性を有し，その近傍に存在する制限酵素

HpaII認識部位が X染色体の不活化によりメチル化さ

れ HpaIIにより切断されなくなることを利用して，不

活化の偏りを解析した。ゲノム DNA５００ngを HpaII１０U

と３７℃で１６時間反応させた後，９５℃１０分の加熱により反

応を停止した。この反応物と，コントロールとして HpaII

で切断していないゲノム DNAの AR遺伝子の（CAG）

リピート部分を PCRで増幅した。PCR反応は，DNA

１００ngを鋳型として，０．２mM dNTPs，１．５mM MgCl２，０．８

µM primers，０．２５U Ampli Taq Gold，５％DMSO，Ampli

Taq Gold用バッファーを含む５０µlの反応溶液で９５℃９

分の加熱後，熱変性９４℃１分，アニーリング６４℃３０秒，

伸長７２℃３０秒の条件で４８サイクル，最後の伸長は７２℃１０

分行った。PCR産物を４％ポリアクリルアミドゲルで

電気泳動後，銀染色にて可視化し，PCR産物の量によ

り不活化の偏りの有無を検討した。

５．非RI PCR-SSCP法および変異遺伝子の同定

E１α遺伝子の全１１エクソンに対する PCRに用いるオ

リゴプライマーは，ヒト E１α遺伝子の配列１２）に基づい

て作成した。PCR反応は，ゲノム DNA１００ngを鋳型と

して，０．２mM dNTPs，１．５mM MgCl２，０．６µMprimer，０．２５

U Ampli Taq Gold，Ampli Taq Gold用バッファーを含

む５０µlの反応溶液で，９５℃９分の加熱後，熱変性９４℃

１分，アニーリングを各エクソンに適した温度で３０秒，

伸長７２℃で３０秒を４８サイクル行い，最後の伸長は７２℃１０

分とした。PCR産物を GenePhor電気泳動装置で Gene

Gel Excel１２．５／２４kitを用いて泳動し，銀染色を行った。

移動度に差が見られた，エクソン９，エクソン１０の PCR

産物を，QIA quick PCR purification Kitで精製し，１µl

を Dye Terminator Cycle Sequencing Kitを用いてシー

クエンス反応を行い，自動蛍光シークエンサーで塩基配

列を決定した。

見出されたこの遺伝子変異が正常多型ではないことを

確認するために，同意の得られた正常女性５０名（１００対

立遺伝子）を対象として遺伝子変異の存在を検討した。

エクソン９で見出された変異が存在する場合には制限酵

素 ScaIで切断されるようにミスマッチプライマー

（５’‐CTGATGGAGCTGCAGAAGTAC‐３’）を作成し

た。PCR反応は，ゲノム DNA１００ngを鋳型として０．２

mM dNTPs，１．５mM MgCl２，０．６µM primer，０．２５U

AmpliTaq Gold，AmpliTaq Gold用バッファーを含む５０

µlの反応溶液で，９５℃９分の加熱後，熱変性９４℃１分，

アニーリング５７℃３０秒，伸長７２℃３０秒を３８サイクル，最

後の伸長は７２℃１０分とした。PCR産物を Sca Iとともに

３７℃，１．５時間反応後，３％アガロースゲル電気泳動で

PCR産物のサイズを検討した。

エクソン１０において見出された変異では，新たに制限

酵素 Bsp１４０７I認識部位が生じるため，PCR産物を

Bsp１４０７Iとともに３７℃で１６時間反応させ，３％アガロー

スゲルで泳動し PCR産物のサイズを検討した。

結 果

１．PDH複合体活性

患者の培養皮膚線維芽細胞，培養リンパ芽球様細胞の

PDH複合体活性は，正常対照と優位な差は認められな

かった（表１）。

２．X染色体不活化の偏りの解析

今回検討した１４例中１３例の患者において HpaII切断

前の PCR産物では２本のバンドを認め，このうち１１例

では HpaII切断後に２本のバンドに差が認められ，一

方の X染色体が偏って不活化されていると考えられた。

２例では，HpaII切断後にも２本のバンドに差を認めず，

不活化の偏りはないものと考えられた。なお，１例では

HpaII切断前においても１本のバンドしか認められず，

不活化の偏りの有無は判定できなかった（図１）。

３．非RI PCR-SSCP法および遺伝子変異の同定

不活化に偏りが認められた１１名の患児において，非

RI PCR-SSCP法およびダイレクトシークエンス法を用

いて変異遺伝子の有無を確認した。PDH E１α遺伝子の

エクソン９および１０において正常とは異なる泳動パター

ンを各２例において認めた（図２）。この PCR産物の塩
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基配列をダイレクトシークエンス法により決定したとこ

ろ，エクソン９において C８６２A （R２８８C），エクソン１０

では C９０４T （R３０２C）のアミノ酸置換を伴う点変異が

認められた（図３）。

次にこの見出された遺伝子変異が病因であることを確

認するために，エクソン９に対しては制限酵素 ScaI認

図１ 先天性高乳酸血症患児の X染色体不活化パターン
図中の（－）は，制限酵素 HpaIIで切断する前の PCR産物を，（＋）
は，HpaIIで切断した後の PCR産物を示す

表１ 先天性高乳酸血症患者の培養皮膚線維芽細胞およびリンパ
芽球様細胞における PDH複合体活性および X染色体不活
化パターン

Subject PDHC activity X chromosome inactivation

Skin fibroblasts

Case １
Case ２
Case ３
Case ４
Case ５
Case ６
Case ７
Case ８
Case ９
Case１０
Case１１
Case１２
Case１３

Controls

Lymphoblastoid cells

Case１４

Controls

４．７７
３．７５
４．２５
５．５４
４．０８
４．３４
４．９６
４．２７
３．９０
４．５２
４．４１
４．１３
５．４０

４．７０±０．６８

２．２９

２．３２±０．６２

skewed

skewed

skewed

skewed

skewed

skewed

skewed

skewed

skewed

skewed

skewed

not skewed

not skewed

undetected

PDHC activity (nmol/min per mg protein)

Ａ）Exon９ Ｂ）Exon１０

図２ 先天性高乳酸血症患児における PDH E１α サ
ブユニット遺伝子の非 RI PCR-SSCPパター
ン。

Ａ）はエクソン９，Ｂ）はエクソン１０での非 RI
PCR-SSCP法の結果を示す。それぞれのエクソンで
２名ずつ異常バンドを認められた。Ｃは正常対照，
Pは患者を示す。

Ａ）Exon９ Ｂ）Exon１０

図３ 異常を認めた患者のダイレクト
シークエンスによるエクソン９
および１０における変異部位の塩
基配列とアミノ酸

Ａ）エクソン９では，C８６２T（R２８８C）
が認められた。

Ｂ）エクソン１０では，C９０４T（R３０２C）
が認められた。
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識部位ができるようにミスマッチプライマーを作成し，

PCRで増幅後制限酵素 ScaIで切断すると，患者では新

たに８６，７６bpの２本のバンドが認められた（図４A）。

エクソン１０では，PCR産物を制限酵素 Bsp１４０７Iで切断

すると患者では新たに１６５，１３２bpの２本のバンドが確

認された（図４B）。しかし，正常女性５０名ではそれぞ

れ１本のバンドしか認められず，正常対照ではこれらの

遺伝子変異は存在せず，これら２つの遺伝子変異が病因

であると考えられた。

考 察

現在までに PDH E１α異常症の遺伝子変異はエクソン

１から１１まで広く報告されており，変異の種類も点変異，

数塩基の欠失，挿入などさまざまである。E１α異常症

の男女比はほぼ１：１であるが，変異の部位，変異の種

類には男女間で差が認められている。ミスセンス変異は，

男性患者ではエクソン３，７，８，１１に多くみられるが，

女性患者ではエクソン９，１０に多い。また，挿入・欠失

は女性患者に多く認められ，男性患者の約２倍であ

る１３，１４）。

E１α異常症の診断は，一般的には培養細胞を用いた

PDH複合体酵素活性測定により行われている。E１α異

常症の女児ヘテロ接合体患者においては，正常遺伝子あ

るいは異常遺伝子が局在する２本の X染色体のうち，

どちらがどれだけの割合で不活化されるかは，組織およ

び個人によって異なっている１５）。このため，酵素診断に

用いる培養細胞における X染色体の不活化が，変異遺

伝子を持つ X染色体に偏って起こっている場合には，

培養細胞の PDH複合体活性は正常であり，酵素診断法

では見逃されてしまうことになる。このため，E１α異

常症女児患者の診断のためには遺伝子診断法の確立が必

要である。そこで，我々は E１α異常症の遺伝子診断シ

ステムを確立し，臨床症状等から PDH異常症が疑われ

たが，培養細胞の PDH複合体酵素活性が正常であった

ために PDH複合体異常症と診断できなかった先天性高

乳酸血症女児１４例を対象として本遺伝子診断法の有用性

を検討した。

今回確立した E１α異常症の遺伝子診断システムでは，

まず酵素診断に用いた培養細胞での X染色体不活化の

偏りの有無の確認を行った。X染色体不活化の偏りの検

討には様々な方法が用いられているが，活性型および不

活性型 X染色体上塩基のメチル化の差に基づいたもの

が多くを占めている。今回我々は，AR遺伝子の第１エ

クソンに存在する（CAG）リピート部分から約１００bp

上流に位置する制限酵素 HpaII，HhaI認識部位のメチ

ル化が，X染色体の不活化を引き起こすことを利用した

方法を用いた１６）。１４名中１３名で X染色体の不活化の判

定が可能であり，そのうち１１名において不活化の偏りを

認めた。この１１名は，培養細胞内で正常 E１α遺伝子が

変異 E１α遺伝子よりも優位に発現しているため，PDH

複合体活性が正常であった可能性が高いと考えられた。

残りの２名では X染色体の不活化の偏りは認められず，

E１α遺伝子に異常は存在しないと考えられ，これらの

症例での高乳酸血症の原因は E１α遺伝子以外に存在す

ることが明らかになった。１名では，変性ゲル電気泳動

ではじめから１本のバンドしか検出できず，不活化の偏

りの判定はできなかった。この原因として AR遺伝子の

（CAG）繰り返し数が両対立遺伝子で同一であるため

と考えられる。我々は基礎実験として，正常女性の単核

球における X染色体不活化の偏りの検討を行ったが，

その結果，AR遺伝子での不活化の偏りの判定は８０％に

おいてのみ可能であり，２０％では切断前のゲノム DNA

を鋳型とした場合でも一本の PCR産物しか同定できず，

不活化の偏りの判定はできなかった。前述したように，

X染色体不活化の偏りの検討には様々な方法があり，全

Ａ）C８６２T in exon９ Ｂ）C９０４T in exon１０

図４ エクソン９およびエクソン
１０における制限酵素切断

Ａ）エクソン９のPCR産物をScaI
で切断すると，患者において
８６，７６bpの２本のバンドが
認められた。

Ｂ）エクソン１０では，PCR産物
を制限酵素 Bsp１４０７Iで切断
すると，患者において１６５，１３２
bpの２本のバンドが確認さ
れた。
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例において判定を可能とするために，複数の方法を組み

合わせることが必要と考えられる。

次に遺伝子変異の有無を PCR-SSCP法により検討し

たが，２例でエクソン９に，２例でエクソン１０に異なる

電気泳動パターンを認め，これらの症例ではそれぞれエ

クソン９または１０に遺伝子変異が存在する可能性が示唆

された。そこで，これら４例において，エクソン９また

は１０の塩基配列を決定したところ，エクソン９に変異の

存在が示唆された２例においてエクソン９で C８６２Tの

変異が認められ，E１α蛋白の２８８番目のアミノ酸アルギ

ニンがシステインに置換（R２８８C）されていた。また，

エクソン１０に変異が存在することが示唆された２例では，

C９０４Tの変異が認められ，E１α蛋白の３０２番目のアミノ

酸アルギニンがシステインに置換（R３０２C）されていた。

今までに３例の女性患者でエクソン９での遺伝子変異が

報告されているが，今回同定された変異はこれまでに報

告されていない新しい遺伝子変異であった。一方，エク

ソン１０での遺伝子変異は，これまでに多数報告されてお

り，今回見つかった C９０４T（R３０２C）もすでに８例に

おいて報告されている１４）。C９０４Tが見出されている患

者は，今回の我々の症例も含めすべて女性であり，この

部分の遺伝子変異はヘミ接合体である男性患者では重篤

な障害をきたし，生存が不可能か生後早期に死亡する可

能性が高いと考えられる。

PDH E１α遺伝子の蛋白翻訳領域では，これまでに２

つの正常多型が見つかっており，そのうち１つはアミノ

酸置換を伴っている１７，１８）。したがって，今回同定された

遺伝子変異，C８６２Tおよび C９０４T，特にこれまで報告

の見られない C８６２Tが正常多型ではなく病因遺伝子変

異であることを証明することもこれらの患者の確定診断

のためには非常に重要である。そこで，正常女性５０名か

ら得られた１００対立遺伝子においてこれらの遺伝子変異

の存在を検討した。エクソン９での C８６２Tの検出には，

この遺伝子変異が制限酵素認識部位の変化を伴わないた

めに，ミスマッチプライマーを用いた制限酵素切断法で

の検出を行った。正常遺伝子では PCR産物は ScaIで切

断されないが，C８６２Tの変異が存在している場合，PCR

産物が ScaIで切断されるようにミスマッチプライマ－

を作成しところ，正常女性の１００対立遺伝子由来の PCR

産物はすべて ScaIで切断されず，C８６２Tは正常多型で

はなく病因遺伝子変異であると考えられた。エクソン１０

の遺伝子変異 C９０４Tでは新たに制限酵素 Bsp１４０７I認識

部位ができるため，この遺伝子変異部位を含む PCR産

物を Bsp１４０７Iで切断したところ，正常女性５０名ではこ

の遺伝子変異は存在しないことが確認でき，この遺伝子

変異も正常多型ではなく病因遺伝子変異であると考えら

れた。

今回確立した遺伝子診断法ではアイソトープを使用し

ていないため，特別な施設を必要とせず安全に行うこと

ができ，また PCR-SSCP法では GenePhorを使用し，

シークエンスではサンプルをサブクローン化せず，PCR

産物をそのままシークエンスしたため，約７２時間という

短時間で変異遺伝子の同定が可能であり，本症の診断シ

ステムとして有用であると考えられる。しかしながら，

PCR-SSCP法により，１塩基の変異を検出できる可能性

は，約７０～９０％といわれており，完全ではないこと，ま

た，この診断システムではゲノム DNAを使用して，エ

クソンの部分の変異を見つけることを目的としているた

め，エクソンのスキッピングを引き起こすイントロン内

の変異については検出できないなどの問題点も残されて

おり，すべての患者を確実に診断するためには今後本遺

伝子診断システムをさらに改良していくことが必要であ

る。
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SUMMARY

Pyruvate dehydrogenase (PDH) complex deficiency is one of the important causes of

congenital lactic acidemia and mostly due to defect in the α subunit of PDH (E1α), of which

gene is located on the X chromosome. The diagnosis of the PDH E1α deficiency is usually

established by the measurement of the PDH complex activity in cultured cells.

However, some female patients, who are heterozygous for the mutant allele, can not be

diagnosed only by the assay of PDH complex activity, because of the skewed X-chromosome

inactivation in cultured cells. Then, we established DNA diagnostic system for PDH E1α
deficiency using X inactivation assay, no RI PCR-SSCP, and direct sequencing. With this

DNA diagnostic system we could diagnose 4 female patients as PDH E1α deficiency from 14

female patients who were suspected PDH complex deficiency from the clinical features and

concentrations of lactate and pyruvate in the blood but showed normal PDH complex activ-

ity in their cultured cells. These results indicate that this DNA diagnostic system for PDH

E1 α deficiency is very useful.

Key word : Pyruvate dehydrogenase (PDH) complex, PDH E1α subunit, X chromosome

inactivation, DNA diagnosis
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