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ヒトミトコンドリアDNAの高変異領域における

    遺伝子多型に関する研究

学位論文内容の要旨

    研究目的

  ミトコンドリアDNAには時間に比例して一定の確率で変異が蓄積し、現代人は多くの系統に分

化すると考えられている。特に変異の発生頻度が高い高変異領域は集団に特異的な多型構造を持

っと考えられ、塩基配列の類似性をもとにグループ化したハプログループは、人類遺伝学的な集

団の移動パターンの解明に利用されている。ミトコンドリアDNAは1細胞中に多くのコピーが含

まれ、一部の塩基配列が異なるコピーを含んだヘテロプラスミーが知られている。中でも塩基番

号303-315の配列長多型に観察されるへテロプラスミーは同一個体でも必ずしも同一のパターン

とはならないが、母子間において複数の組織を用いた変化については報告されていない。さらに、

高変異領域は転写開始点であるLSPや複製起点を含んでおり、LSPから複製起点の上流まで合成

される転写産物をプライマーとしてDNA鎖が伸長するDNA複製のメカニズムが知られている。

複製初期の転写産物形成過程において、鋳型DNAに依存して転写終結が生じることが報告されて

いるが、個人差の大きい高変異領域の遺伝子多型がこの転写終結に関与することが推察される。

本研究では、日本人集団における高変異領域の遺伝子多型に基づく個人差とへテロプラ、スミーの

構造変化を検討した。さらに、複製初期の転写終結における塩基番号303-315配列長の影響につ

いて考察した。

    材料・方法

1）材料北海道在住の日本人217名から採取した血液よりDNAを抽出した。また、塩基番号

303-315にへテロプラスミーをもつ2組の母子より血液、口腔粘膜、爪、毛髪（4本）の7試料を

それぞれ採取し、DNAを抽出した。

2） 高 変異 領 域 多型 解 析217名のDNAを 用いて、 高変異領 域のうち HVR1（塩基番 号

15998-16400)、HVR2（塩基番号30-407）をPCR増幅し、PCR産物をダイレクトシークエンス解

析した。得られた塩基配列は標準配列疋RSと比較した。

3） ハ プ ロ グル ー プ解 析 36座 位 の コー ド 領域 の SNPs解 析に 基 づぃ て 判 定し た 。

4）クローニング解析2組の母子の7試料を用いて塩基番号1－393をPCRにて増幅し、PCR産物

からpGEM＿TEasyVectorを用いてサブクローニングを行い、各試料で40クローンを得た。
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5）  in vitro転写反応と転写終結部位の決定塩基番号303ー315に代表的な配列長(C5TC6、C7TC6、

C9TC6、C12TC6、C15TC6、C9、CI1、C13)を含むプラスミドDNAを鋳型とし、T7 RNAポリメラー

ゼを用いてin vitro転写反応を行った。終結部位は転写産物よりcDNAを合成し、3’末端をサブク

ローニングにより決定した。

    結  果

1．日本人集団における高変異領域の遺伝子多型に基づく個人差

    日本人217名のDNAを鋳型としたHVR1、HVR2の多型解析によりHVR1では塩基置換が108

  箇所、塩基の挿入が2箇所観察され、136通りの塩基配列に分類された。一方、HVR2は塩基置

  換が40箇所、塩基の挿入が5箇所、塩基の欠失が3箇所観察され、96通りの塩基配列に分類さ

  れた。最も高頻度で観察されるHVR1とHVR2．多型の組み合わせの出現頻度は0.032と極めて

  低い値を示した。さらに東アジア集団に共通である27のハプログループに分類され、ハプログ

  ループに特徴的な多型が特にHVR1に観察された。

2． 母 子 間 の 塩 基 番 号 303-315の 配 列 長 多 型 に お け る へ テ ロ プ ラ ス ミ ー 解 析

    2組の母子のそれぞれ7試料を用いたクローニング解析によルヘテロプラスミー構造を解析

  した。1組目では母子の血液、口腔粘膜細胞、爪では類似したパターンを示したが、毛髪間で顕

  著な違いが観察されていた。2組目では母子間で血液を除いてへテロプラスミーが消失する傾向

  が見られたが、血液では逆の傾向が観察された。

3． 複 製 初 期 の 転 写 産 物 形 成 過 程 へ の 塩 基 番 号 303-315配 列 長 多 型 の 影 響

    コントロールをC7TC6として、塩基番号303-315の配列長がより長くなることで転写終結が

  促進された。さらに、コントロールで303-315の下流に観察された転写終結部位は塩基番号

  303-315の配 列長がより長くなることで塩基番号303-315内へとシフトしていた。

    考  案

  日本人集団において高変異領域のうちHVR1、HVR2の多型に基づく個人差は極めて大きく、個

人識別に有効であると考えられた。ハプログループとHVR1、HVR2多型には緊密な関係があり、

ハプログループに関連する遺伝子多型は特にHVR1に凝縮されていることが示唆された。

  ヘテロプラスミー構造の組織間変化は遺伝的ボトルネックにより説明されうるが、特に毛髪は

限定された幹細胞に由来するDNA分子から構成されるために毛髪間でも違いが生じやすいと考

えられている。その結果、近縁の母系内では毛髪間で他の組織より多様なパターンが観察される

可能性が示唆された。さらに、ヘテロプラスミー変化は母子間で一様ではないことが示された。

  塩基番号303-315とその下流で生じた転写終結には塩基番号303-315の配列長が関与し、転写産

物量と終結部位の変化は鋳型DNAのC連続数に対応して転写産物がG-richとなることで安定し

た高次構造を取りにくくなることに起因することが示唆された。

    結  論

1．日本人集団において高変異領域の遺伝子多型に基づく個人差は極めて大きく、特にHVR1で高

い多型性を示した。

2./ヽ プロ グ ルー プと高変 異領域の遺 伝子多型 との問に は緊密な 関係があ った。
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3．塩基番号303-315の配列長多型を構成するへテロプラスミーは同一個体の組織問あるいは母子

間で多様なパターンを示し、母子間では組織ごとに一様ではなぃ変化が生じていた。

4．塩基番号303-315の配列長は、複製初期の転写反応おける転写終結に関与することが明らかとな

った。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

ヒトミトコンドリアDNAの高変異領域における

    遺伝子多型に関する研究

  ミトコンドリアDNAの中でも、変異の発生頻度が高い高変異領域にはへテ

ロプラスミーを含めた集団特異的な多型構造が見られ、法医鑑定に活用され

ている。また、全塩基配列の変異をもとに作成されたハプログループに基づ

く系統樹は、集団の移動パター．．ンの解明に利用されるなどミトコンドリア

DNAの遺伝子多型は広範囲に応用されるものとなっている。しかしながら、

ハプログループとの比較による高変異領域の遺伝子多型の特性やへテロプラ

スミーの構造変化についての報告は少ないのが現状である。さらに高変異領

域の遺伝子多型が与えるDNA複製機構への影響については知られていない。

そこで本研究では、日本人集団における高変異領域の遺伝子多型に基づく個

人差と母系内での異なる組織を朋いたへテロプラスミーの構造変化を検討し

た。また、DNA複製初期の転写産物形成過程への塩基番号303-315配列長多

型の影響について明らかにした。

（ 1）日 本人集団における高変異領域の遺伝子多型に基づく個人差

北海道在住の日本人217名から得たDNAを鋳型として、高変異領域のうち

HVR1およびHVR2の多型部位を検出し、合わせてハプログループを検出し

た。HVR1では110箇所の変異部位により136通りに分類され、HVR2では

48箇所の変異部位により86通りに分類されており、HVR1がより多型性に富

んでいることが確認された。最も高頻度で観察されるHVR1とHVR2の組み

合わせの出現頻度は0.032と極めて低く、日本人集団における個人差は極め

て大きいことが示された。また、東アジア集団に共通である27のハプログル

ープに分類され、HVR多型にハプログループ分類を追加することである程度

の個人差が増大することが明らかとなった。さらに、ハプログループと高変
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異領域の遺伝子多型との間には緊密な関係があり、ハプログループに関する

遺伝子多型はHVR1にほぼ集約して存在するものと思われた。ハプログルー

プから高変異領域多型をある程度推定可能であることから、高変異領域多型

解析において問題とされている様カな人為的エラー防止にハプログループ判

定が有用な手段であることが示された。

(2)塩基番号303-315の配列長多型におけるへテロプラスミー解析

塩基番号303-315の配列長多型とへテロプラスミー状態との関連性、2組の

母子間でのへテロプラスミー構造の変化について検討を行った。塩基番号

303-315の配列長多型において、より長い塩基配列で明確なへテロプラスミー
状態となりやすいことが示された。また、ヘテロプラスミーは同一個体でも

組織間で異なるパターンを示しており、結果として母子間であっても多様な

パターンが観察されうることが示された。さらに、母子間でのへテロプラス

ミー一構造の変化は組織間で異なっており、一様ではぬい複雑な変化が生じて
いることが明らかとなった。

(3)複製初期の転写産物形成過程への塩基番号303-315配列長多型の影響

塩基番号303-315の配列長多型を鋳型としたin vitro転写反応により転写産

物量と終結部位を明らかにした。塩基番号303－315における異なるC連続数

からなる配列長多型はミトコンドリアDNAの複製初期の転写産物形成過程
において、配列長に依存して転写終結を促進さ世た。さらに転写終結部位も

配列長に依存して上流側へとシフトしていた。転写終結は鋳型DNAのC連続

数に対応した転写産物のG-rich構造によって調節されている可能性が示唆さ

れ、塩基番号303-315の配列長は転写終結において極めて重要な働きを担っ
ていることが明らかとなった。

以上より、ヒトミトコンドリアDNAの高変異領域における多型性と多型に

より調節されるメカニズムについて明らかにした。本研究により高変異領域

多型に基づく個人差の程度、高変異領域とハプログルーープとの関連性、さら

には母子間の一様ではなぃへテロプラスミー・の構造変化が示されたことか

ら、本知見は法医鑑定におけるミトコンドリアDNAの利用において有益なも

のとなりうる。また、遺伝子多型として観察されたC連続数に依存的な転写
終結が示されたことから、新たな転写反応の終結メカニズムとして重要な知

見とをることが期待される。以上の点で本論文「ヒトミトコンドリアDNAの

高変異領域における遺伝子多型に関する研究」に含まれる研究成果は優れて

おり、博士（薬学）の学位を受けるに十分値するものと認めた。
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