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《研 究 の 概 要》 

 

糖尿病の合併症として心臓障害の重要性が増している。心臓障害につながる糖尿病の病

態としては大血管症、細小血管症、自律神経異常、代謝異常があるが、いずれにしても心

不全、不整脈といった生命の危機に直接つながるおそれがあり、その病態解明が必要であ

る。従来からの研究方法だけでは問題の解決にはほど遠く、ここに新しく分子生物学的観

点からアプローチを行う必要がある。遺伝子増幅装置（PCR）の開発以来このような観点か

らの検討が容易になったが、本研究では主としてミトコンドリア遺伝子異常を検討するこ

とで糖尿病心臓障害の発生機序の解明、早期診断、治療法、予防法を開発していこうとい

うのか目標である。ミトコンドリア遺伝子異常はミトコンドリアミオパチーのひとつであ

る MELAS（mitochondrial myopathy, encepalopathy, lactic acidosis, and stroke-like 

episodes）で 3243 番の点変異が発見され、その後心筋症、糖尿病との関わりがいわれてい

る。本研究では糖尿病患者におけるこの 3243 番の点変異の有無と心臓障害との関係、また、

他の、点変異や欠失との関係を中心に、このようなミトコンドリア遺伝子異常が存在した

場合の心機能、不整脈などへの影響を検討し、白血球のミトコンドリア遺伝子異常を検出

することによる早期診断方法を可能にした。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

本研究の目的は糖尿病による心臓障害を分子生物学的アプローチを中心に検討するこ

とである。わが国の糖尿病患者はすでに 600 万人を越そうとしているか、最近、糖尿病性

心臓障害が心筋梗塞や心不全の原因の一つとして注目されている。しかし、これまで生理

学や生化学の面からいろいろ検討されてきたにもかかわらず、その病態の解明にはほど遠

いといわざるを得ない。この状態を打開するためには、一つには、最近急速に進歩してい

る分子生物学の面からのアプローチ、もう一つには心臓だけでなく、血管や腎臓も含めた

循環器、さらには糖尿病の成因そのものについて広い視野で考えていく必要があると思わ

れる。このような観点から、本研究では糖尿病性心臓障害をヒト及び動物において分子生

物学的手法を用いて検討する。 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

１ ミトコンドリア遺伝子異常の検討 

糖尿術の原因となる遺伝子異常としてミトコンドリア遺伝子の異常が発見された、ミト

コンドリア遺伝子異常は多臓器に出現するため末梢血白血球を調べることによって他臓器

のミトコンドリア遺伝子異常も推測できる。従って、白血球のミトコンドリア遺伝子異常

の検出が、心臓障害の発症前早期診断、発症後の重症度、予後の判定に役立つことが期待

される。剖検心筋、生検心筋、末梢血白血球についてそれぞれミトコンドリア遺伝子異常

を検討する。DNA の抽出は核 DNA も一緒に抽出されるが、作製するオリゴヌクレオチドプ

ライマーかミトコンドリアに対するものであるため、PCR で増幅される DNA 断片はミトコ

ンドリアのものである。PCR は denaturation 94℃、15 秒、annealing 50℃、15 秒、primer 

extension 72℃、80 秒を 1 サイクルとして 30 サイクル行う。3243 番の点変異を検出する

場合は制限酵素 Apa Ⅰを使用する。 

 

2 ミトコンドリア機能異常の検討 

ラットにストレプトゾトシンで糖尿病を発症させ、ミトコンドリア内に存在するピルビ
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ン酸脱水素酵素（PDH）の変化を検討。また、PDH キナーゼ活性は PDH complex の ATP 依存

性不活性度を測定することで評価した。 

 

3 その他 

末梢血白血球におけるミトコンドリア DNA の塩基配列を調べ、3243 番以外の異常を検出

した。また、ミトコンドリア遺伝子異常を有する心筋の電子顕微鏡像も検討。同様に末梢

血白血球の核遺伝子を調べ、アンジオテンシン変換酵素（ACE）遺伝子の多型性を検討。ま

た、フローサイトメトリーによる細胞周期の検索を行った。 

 

Ⅲ 研究成果 

1 ヒト剖検左室心筋を用いた検討ではミトコンドリア DNA の D-loop 領域と ATPase 遺

伝子の 8.4kb の間に存在する 7.4kb の欠失を 7 例中 5 例に認めた。末梢血白血球での検討

では糖尿病 100 例、心筋症 8 例、虚血性心疾患 10 例、その他 2 例のうち糖尿病 1 例で同欠

失を認めた。 

 

2 糖尿病ラットの検討で、糖尿病群では心筋の PDH キナーゼ及び PDH 活性に大きな変

化はなかったが、そのラットに高濃度食塩水を摂取させると心筋の PDH キナーゼ活性が正

常ラットよりも約 3 倍上昇、それに伴い PDH 活性が著しく低下した。糖尿病ラットにイン

スリンを投与すると、両者は正常ラットのレベルに回復した。運動トレーニングを行った

ラットではミトコンドリア DNA 量の増加、酵素チトクローム b の mRNA の増加を認めた。 

 

3 患者の末梢血白血球で調べたミトコンドリア 3243 番の点変異は糖尿病患者の約 1％

に認められた。また、Leucin tRNA3256 番の C から T への変異を有する患者を新たに発見

した。この患者は糖尿病のコントロールは不安定で、増殖性網膜症、腎症、神経障害を認

めた。心伝導障害は認めなかったが、骨格筋の萎縮が進行し、筋肉の 3256 番の C から T

への変異はほぼ 100％であった。同様に 3271 番の A から G への点変異を発見した。この症

例は難聴はあるものの神経症状は認められなかったが、母親に糖尿病、難聴、心不全を認

めた。ミトコンドリア遺伝子異常を有する症例の心筋を電子顕微鏡で観察すると、ミトコ

ンドリアのサイズの縮小、数の増加を認めた。ミトコンドリア 3243 番の点変異がある糖尿

病例では心室性不整脈を認める例が多かった。また、安静時 QTc の延長もみられた。CoQlO

の大量、長期投与でも心室性不整脈数は低下しなかったが、運動後の血清乳酸値の減少を

認めた。マウスインスリノーマ細胞株せ EtBr 処理にてミトコンドリア遺伝子転写を抑制す

ると、グルコースによる細胞内 Ca 濃度の上昇やインスリン分泌の亢進がほぼ完全に抑制さ

れた。一方、SU 剤に対する反応は保たれていた。ミトコンドリア Leucin tRNA（3243）に

A から G 変異を有す MELAS 患者の剖検膵では膵ラ氏島のサイズの縮小、β細胞数の減少な

どが認められた。糖尿病患者の剖検心を用いたフローサイトメトリーによる検討では、心

疾患を有さない例に比べて、有意に細胞周期 G2M 期の細胞の増加を認めた。ACE 遺伝子多

型に関してはⅡタイプが最も頻度が多かった。糖尿病剖検心筋では細胞周囲の線維化かみ

られた。 
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Ⅳ 考察 

末梢血白血球を用いたミトコンドリア DNA 変異で後天的に生じたと思われる D-loop か

ら ATPase 6 遺伝子の間 8.4kb に存在する 7.4kb の欠失は糖尿病患者 1 例のみに認めたが、

この症例は心不全症状は呈していない。これはミトコンドリア遺伝子異常をもつミトコン

ドリアがある閾値以上に増加しないと機能は低下しないものと思われる。心筋では欠失は

蓄積されるが、末梢血白血球では欠失が生じても壊れてしまい、検出が困難になるものと

思われる。糖尿病で後天的にミトコンドリア遺伝子変異が生じるのはフリーラジカルが影

響しているものと考えられる。3243 番と比較して頻度は低いながらも 3271 番点変異も心

臓障害を合併する可能性のある糖尿病の原因遺伝子の一つとして考えられる。ミトコンド

リア心筋症をその遺伝子型に基づいて分類、すなわちアミノ酸置換はあるものの蛋白合成

系の変異はない群と蛋白合成に関与する tRNA、rRNA にも変異を有する 2 群に分けて、その

病像の特徴の理解を計った。蛋白合成系の変異がある群では、ない群に比べると重篤で、

ミトコンドリア脳筋症に伴う心筋症として診断されることも多い。このうち Leucin tRNA

（UUR）遺伝子 3243 番の A から G への変異をもつ患者では糖尿病の発現と心筋症がしばし

ばみられる。これまでミトコンドリア遺伝子 3243 番の A から G への点変異、8344 番の A

から G への点変異、3394 番の C から T への点変異、多重欠失、重複による糖尿病が明らか

になった。3243 番点変異例は高率に糖尿病、感音性難聴、心伝導障害を合併することが明

らかになった。心拍変動で評価した自律神経障害は 3243 変異糖尿病症例のみならず、3243

変異 IGT 症例及び NGT 症例でも、それぞれ非変異糖尿病、IGT、NGT 症例に比較して有意に

高頻度に認めた。また、QT 時間も 3243 変異糖尿病、IGT、NGT 症例はそれぞれ非変異糖尿

病、IGT、NGT 症例に比較して有意に延長していた。3243 点変異と自律神経障害、QT 時間

延長の関連性が明らかになったといえる。新しい糖尿病関連ミトコンドリア遺伝子異常に

おいて 3256 番の C から T への点変異は同じ DHU loop の変異である 3243 点変異、重篤な乳

児心筋症を来す 3254 点変異と同様に tRNA の生理活性を障害し、ミトコンドリア機能を低

下させ、インスリン分泌低下、筋萎縮を来すものと考えられる。ラットでの検討は糖尿病

心における糖代謝は高濃度食塩摂取により著しく抑制されることを示唆しており、また、

この代謝モデルは PDH キナーゼの活性及び遺伝子発現の調節機構を検討するのに有用と思

われる。ミトコンドリア遺伝子異常の治療として CoQlO の大量投与が試みられたが不整脈

に関しては明かな効果はみられなかった。投与量、投与期間、投与対象を変えると違った

結果かでるかも知れぬ。診断においても、ミトコンドリア遺伝子変異が多臓器に出現する

ことを利用して、白血球ミトコンドリア遺伝子の検討で心筋ミトコンドリア遺伝子変異の

スクリーニングかできることが期待される。 
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