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ABSTRACT

The　purpose　of　this　study　was　to　identify　mでitochondrial　polymorphisms　associated　with

h柮h　endurance　performance ．　We　determined　sequence　of　ATPase　subunit　6　（ATP6 ），

ATPase　subunit　8　（ATP8 ），　cytochrome　l。　and　D－loop　sequences　of　mitochondrial　DNA
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from　elite　runners　（ER ，　n＝3l），　non－elite　runners　（NER ，　n＝108），　other　athletes　（OA ，　n＝43）

and　control　（CON ，　n°112）　by　the　direct　sequencing　method。

As 　a　result　of　having　compared　frequency　of　gene　polymorphism，　as　gene　related　to

endurance 　performance ，　ATP6　was　selected．　In　ATP6　gene，　59　single　nucleotide

polymorphisms 　（SNPs ）　were　identified，　and　31　0f　them　were　non－synonymous　substitutions．

The　frequency　of　Mt8794C　→T 　（His90Tyr ）　in　the　elite　runners　was　significantly　higher

than　that　in　other　groups。

Cluster　analysis　of　the　ATP6　nucleotide　sequences　revealed　that　血ey　could　be　classified

into　eight　clusters．　The　proportion　of　runners　in　the　members　belonging　to　haplogroup　VⅢ

characterized　by　Mt8794C →T　was　significantly　higher　than　that　of　runner　in　other

individuals　belonging　to　other　haplogroups ．　These　results　suggest　that　Mt8794C→T

（His90Tyr ）　is　associated　with　high　endurance　performance．　　　　　　　　　■

要　 旨

本研究は，優れた持久性能力 に関連する遺伝子

多型を明らかにすることを目的とした．被験者は，

競技種目お よび競技成績 より，　Elite　Runner群

（ER 群，　n＝31），　Non －elite　Runner群（NER 群，

n＝108），　Other　Athlete群（OA 群，　11＝43）お よび

対照群（CON 群，　11＝112） に分類し，全員 より

informed　consentを得た．陸上競技者のミトコン

ドリ アDNA のATP8 ／6遺伝子，　cytochrome　b遺伝

子， お よびD －Ioopにおける塩 基配列 を決定 し，

競技成績との関連を解析した．

確認 された遺伝子多 型の中で，ER 群で出現頻

度 が 高 い 非 同 義 置換 とし て ，　Mt8794C →T

（His90Tyr ） が見 つ かっ た．こ の一塩 基多 型

（SNPs ）は，エリートランナーで出現頻度が有意

に高いと同時に，このSNPs を含むHaplogroup に

はランナーが有意に多 く分布することが判った．

これらの知見から，　Mt8794C →T 　（His90Tyr ）が

優れた持久性能力 と関連していると考えられた．

緒　言

陸上競技種目における競技成績は，十分にトレ

－ニングされていると考えられるト ップクラスに

なればなるほど，他のスポーツ種目 よりも遺伝的

要因が強くなると考えられる3・6・10）．この中でも

とりわけ長距離走種目では，長時間にわたり大 き

なエ ネルギゞ 供給を行うための有酸素的作業能力，

つまり酸化的リン酸化系によるアデノシン三燐酸

（ATP ）の合成能力 が重要となる．このATp を産

生しているのが緇胞内 に存在するyjヽ 器官めミトコ

ンドリアである．ミトコンドリアは，進化の過程

で呼吸能を有する原核生物が真核生物の中に取り

込まれ，共生を始めたのがその起源と考えられて

いる．ミトコンドリ アは独自の遺伝情報 を持ち，

核ゲノムとの相互関係 を保ちながら遺伝情報を発

現している．ミトコンドリアゲノムは16 ，569塩基

対と核 ゲノムの60 億塩基対 に比べ れば小 さいが，

ATP 合成 を担う酸化的リン酸化系 を構成する13

種のサブユニットをコードしている（図1 ）．

このミトコンドリアDNA は活性酸素種によっ

て損傷を受けやすく，遺伝子変異が蓄積しやすい

とされている．これは第1 に呼吸 によって取り込

まれた酸素の90 ％以上がミトコンドリアで代謝

さ れ，その数 ％が活性酸 素種 （ROS ，　reactive

デサントスポーツ科学Vol ．　24



Cytochrome 　b

1　3　messenger　RNA
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図1　 ミトコンドリアDNA の遺伝子配置

ミトコンドリアDNA は環状二重鎖DNA で，酸化的リ

ン酸化系を構成する13 種のmRNA とともに，2種の

rRNA ，　22種のtRNA をコードしている．

oxygen　species） となること．第2 にミトコンドリ

アDNA が活性酸素種生成源の近傍に存在するた

め，損傷を受けやすいこと．これに加えてミトコ

ンドリアDNA は情報密度が高いために，酸化的

損傷によって生じた変異が機能的異常に直結する

と考えられる．ミトコンドリアは各細胞に数十個

ないし数百個存在し，それぞれのミトコンドリア

はミト コンドリ アDNA を数 コピー含 んでいる．

従って，1 つの細胞にはミトコンドリ アDNA が

数子コピー存在す る．これらのミトコンドリ ア

DNA は高発現 してい るので， ミト コンドリ ア

DNA の遺伝子多 型がエ ネルギー産生系 や細胞の

活性酸素の動態に及ぼす生体への影響は大 きく，

核DNA 多 型全体の影響に匹敵すると考えられる．

そこで，本研究では，高い持久性能力 に関連す

る遺伝子多型を明らかにするために，陸上競技の

長距離走者お よびそれ以外の種目の競技者を対象

－17　－

として，ミトコンドリアDNA のATP8 ／6遺伝子，

cytochrome 　b遺伝子，およびD －loopの塩基配列を

決定し，競技種目，競技成績と遺伝子 多型，特に，

一塩基多型（sinがe　nucleotide　polymorphism，　SNP）

との関係を検討した。

1．対象および方法

1．1　 対　象

被験者は，実業団および大学の陸上競技部に所

属する男女182 名，およびControl群 としての健

康な一般大学生n2 名（CON 群）であ り，全員よ

りinformed　consentを得た．競技者は専門種目に

より分類した上で，日本選手権参加標準記録を参

考基準とし，競技成績により，　Elite　Runner群

（ER 群，　n＝3l），　Non－elite　Runner群（NER 群，

11＝108），　Other　Athlete群（OA 群，　n＝43）の3 群

に分類して検討した．

1 ．2　 塩基配列の解析

血液細胞あるいは口腔粘膜をサンプ ルとし，総

DNA を抽 出 し た ．　Applied　Biosystems 社 の

GeneAmp ⑧PCR　System　9700を用い，　PGR 法によ

り対象遺伝子領域（ATP8 ／6　：　塩基番 号8 ，366～

9，207，　cytochrome　b：14 ，747～15 ，887，D －k）op　：

16 ，024～576 ） を増幅 した （表1 ）1睨 そ し て，

Applied　Biosystems社のABI　PRISMR 　310　Genetic

＿表1　 使用したプライマーのリスト

3つの遺伝子のダイレクトシークエンスのためにPCR 法を用いて対象領域を増幅した．

First　PCR Second　PCR

L8281

L13901

L77

H11571

H609

H337Q
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FL8345
FL8635
FL8913
FL14559

FL14837
FL15126
FL15405
FL16221
FL16504

FL100
FL398

H9133
H9235
H9483
H15162

H15340
H15755
H16016
H342
H581
H742

H1014

ATP8 ／6

Cytochrome 　b

D －loop
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Analyzerを用い，蛍光色素ターミネーターを利用

したダイレクトシークエンス法により塩基配列を

決定した．塩基配列が決定された各個体に対し，

白人の1 個体の配列である改訂版ケンブリッジ標

準配列口）と比較し，遺伝子多型を同定した．

1 ．3　 統計処理

群間でのSNPs 保有数の比較はWelch のt一検定

を用い，各SNPs の出現頻度の違いは，Fisherの

直接確率計算法を用いて検定した．有意水準は危

険率5 ％以下とした．

分子系統樹の作成には，　GENETYX －MAC

Ver．11．2を利用し，クラスター解析の近隣接合法

を用いた．

2 ．結　果

2 ．1　 候補遺伝子多型の選定

対象遺伝子多型を絞り込むために，第一段階と

して，ER 群10 名，　NER 群50 名，　CON 群20 名 に

ついて，全対象遺伝子領域の解析を行った．

ATP8 およびATP6 遺伝子領域では39 ヶ所に

SNPs が確認された．このうちアミノ酸の変化を

ATP8

伴う非同義置換は17 ヶ所であった（表2 ）．この

うちMt8860A →G は，　Mt8860A 　（adenine）自体

がケンブリッジ標準配列の中でrare　polymorphism

とさ れてい るので分析 から除外 した．一方，

cytochrome　l）遺伝子領域では46 ヶ所にSNPs が確

認された．このうち非同義置換は16 ヶ所であっ

た（表3）．ここでも，　MH5326A →G が全被検者

で検出されたが，ケンブリッジ標準配列でMt

15326A がrare　polymorphism　とされているので除

外した．これらのSNPs のなかから，5 ％～95 ％

の出現頻度を示す，　Mt8414C →T ，　Mt8563A →G ，

Mt8584G →A ，　Mt8701A →G ，　Mt8794C →T ，

Mtl4979T →C の6 ヶ所のSNPs を選び出した．こ

れらのSNPs について競技成績群ごとにみるとER

群でMt8794C →T の頻度が50 ％と，その他の群

に比べ有意に高く（vs．　NER群：pcO．Ol，　vs．　CON

群：pcO ．Ol，表4 ），　ATP6 遺伝子領域，とくに

Mt8794C →T 多型の頻度について調査した．

また，観察されたSNPs に基づき，クラスター

解析を用いて被検者を分類するためにD －loopの

解析も並行して行った．　D －loopで観察された遺

伝子多型は多数にわたり，頻度も高かった（表5）．

表2　ATP8 ／6遺伝子の非同義置換

ATP6

8，414　　C→T
8，447　　A→G
8，453　　A→G
8，459　　A→G

Leul7Phe

Met28Val

Asn30Asp

Asn32Asp

35 ．0

1，3

1．3

1，3

8，545　　G→A　AlaTThr　　　2 ．5

8，563　　A→G　Thrl3Ala　　6 ．3

8，584　　G→A　Ala20Thr　　5 ．0

8，618　　T→C　lle31Thr　　　1．3

8，677　　A→C　Lys51Gln　　1 ．3

8，684　　C→T　Thr53He　　1 ．3

8，7（）I　　A→G　Thr59Ala　　63 ．8

表3　Cytochrome 　b遺伝子の非同義置換

8，764　G→A

8，794　C→T

8，860　A→G

8，920　G→A

8，962　A→G

9，053　G→A

Ala80Thr　　1．3

His90Tyr　12 ．5

Thrll2Ala　100．0

Glyl32Ser　　1．3

Thrl46Ala　　1．3

Serl76Asn　　1．3

14，766

14，927

14，979

15，047

15，119

15，218

15，236

15，314

T →C

A →G

T →C

G →A

G →A

A →G

A →G

G →A

IIe7Thr

Thr61Ara

De78Thr

GlylOlSer

Alal25Thr

Thrl58A！a

IIel64Val

Alal90Thr

3
6
4
3
3
6
3
3

I
　
I
　

・
　

一
　
I
　
l
　

ａ
　
1

1
2
6
1
1
2
1
1

15，323

15，326

15，458

15，497

15，662

15，851

15，860

15，884

G →A

A →G

T →C

G →A

A →G

A →G

A →G

G →A

AIal93Thr

Thrl94Ala

Ser238Pro

Gly251Ser

Ile306Val

Ile369Val

Ile372Val

Ala380Thr

2．6

100 ．0

1．4

4．1

2．7

1．9

3．8

1．9
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しかしながら，こ れまで報告されている複数の

Haplogroup にランダムに分布することが明らかに

なったため，今回の分析からは除外した

2 ．2　ATP6 遺伝子領域の精査

ATP6 遺伝子領域について，競技者182 名，コ

ントロ ール112 名について塩基配列を決定した結

表4　競技成績とSNPsの出現頻度（％）

CON 群　　ER群　NER 群
n

ATP8

Mt8414C →T

ATP6

Mt8563A →G

Mt8584G →A

Mt8701A →G

Mt8794C →T

Cytochrome 　b

20

55．0％

5．0％

5．0％

80．0％

5．0％

10 50

30 ．0％　28 ．0％

30．0　％　　2 ．0％

0．0％　　6 ．0％

40．0％＊　62．0％

50．0％　＊＊　8．0　％

Mtl4979T →C　　15 ．0％　　　0．0％　　4 ．2％
－ 一 一　　　 一 一一 一一一一＊は，　CON 群に対して5 ％水準，＊＊は1 ％水準で有意差

が見られたもの．

19 －

果，59 ヶ所にSNPs が確認された．そ の中で非同

義置換は31ヶ所であった（表6）．

一人平均，　1．2ケ所にSNPs を有しており，全体

としては，およそ560　bpごとにSNPs がある計算

になる．

これら59 ヶ所のSNPs のなかで， 出現頻度が

5 ％～95 ％の範囲で，機能的差異をもたらす可能

性のある非同義置換はMt8563A →G ，　Mt8701A

→G ，　Mt8794C→T の3 ヶ所であった．

これら3 つのSNPs の出現頻度を，群ごとに比

較したのが表7 である．　CON 群での出現頻度に

対して，　Mt8563A →G とMt8701A 　―＊　Gの2 ケ所

のSNPs に関しては各群とも有意差は見られなか

った．一方，　Mt8794C →T では，ER 群における

出現頻度がCON 群と比較して5 ％水 準以上で有

意に高いことが明らかになった．　　　・．

表5　D －loopの遺伝子多型．出現頻度が10 ％以上のもの

16，129

16，182

16，183

16，184

16，189

16，209

16，223

16，278

G →A

A －del

A －del

c
－ccc

T →C

T →C

C →T

C 一一≫　T

19．8

10．4

22．9

江4

31．3

n ．5

74．0

10．4

16，304

16，311

16，319

16，362

16，519

73

152

248

表6　ATP6 遺伝子のSNPs ．仝被検者

T →C

T →C

G →A

T →C

T →C

A →G

T →C

A －del

12 ．5

16 ．7

10 ．4

47 ．9

43 ．8

100 ．0

18 ．8

12 ．5

3
3
3
1
9
4
r
O

6
0
0
1
8
1
1

2
3
3
3
4
5
Q

‥
｝

A →G

C－CCC
c－cc

C－CC

T →C

C－del

A－del

（n＝2㈲ で1．0％以上の頻度で観察されたSNPs

100 ．0

21 ．1

58 ．9

98 ．9

邸 ．7

37 ．5

37 ．5

8，563

8，584

8，701

8，705

8，764

8，793

8，794

A →G

G 　―　A

A →G

T →C

G →A

T →C

C →T

C →T

Thrl3Ala

Ala20Thr

Thr59Ala

Met60Thr

Ala80Thr

Pro89

His90Tyr

AsnlOl

1
4
0
0
0
0
2
0

一
　

豢
　
I
　
I
　
S
　

甼
　
f
　

脣

6
t
4
7
1
1
1

只

）

り

乙

8，844

8，856

8，964

9，053

9，090

9ユ23

9，180

C →T

G →A

C →T

G →A

T →C

G →A

A →G

Ilel06

AlallO

Thrl46

Serl76Asn

Serl88

Leul99

Val218

0
0
4
1
7
4
7

I
　
I
　
I
　
I
　
I
　
I
　
1

1
1
5
3
1
2
n

乙

ER 鄙

NER 群

OA 群

CON 群

n

3
1
0
8
4
3
1
2

－
　
　

―

表7　 競 技成績とSNPs の出現頻度

Mt8563A→G
（Thrl3Ala）

8
　
　

り
乙

1
0
3
1

‰

脳

‰

了
萌

12 ．9％）

（5．6％）

（7．0％）

（4．5％ ）

＊は，CON 群に対して5 ％水準で有意差が見られたもの．
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Mt8701A→G
（Thr59Ala）
17／31

68 ／108

27 ／43

71 ／112

（58．4％）

（63 ．0％）

（62 ．8％）

（63 ．4％）

Mt8794C →T

6 ／31

10 ／108

3 ／43

5
／112

（9．3％）

（7．0％）

（4．5％）

＊
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図2　ATP8 ／6遺伝子領域の分子系統樹

分類される被検者が5％以上になる8 つのHaplogroupに大別された

2 ．3　 分子系統樹による解析

ミトコンドリアゲノムの多型では，複数の多型

が連鎖しているので系統的解析は重要である．そ

こで，このATP6 遺伝子領域の塩基配列に，情報

量を増やすためにATP8 遺伝子領域の塩基配列を

付加したものを用い，クラスター解析を行った．

これにより上位の分岐を探してゆくと，5 ％以

上の人数が分布する8 つのクラスターが形成され

た（図2 ）．すなわち，この遺伝子領域でSNPs を持

たないHaplogroup　l　，　M19053G→A 　（Serl76Asn ）

を持つHaplogroup　II　，　Mt8414C→T 　（Leul7Phe ）

を持つHap 】ogroup　m，　Mt8584G→A 　（Ala20Thr ）

を持つHaplogroup　lV，　Mt8701A→G 　（Thr59Ala ）

だけのHaplogro 叩V ，　Mt8701A →G に加えて

Mt9180A ～＊G 　（Val218Val ）を持つHaplogro 叩

VI　，　Mt9123G →A 　（Leul99Leu ） を持 つ

Haplogroup　VII，　Mt8794C→T 　（His90Tyr）を持つ

Haplogroup　＼Iが確認されたHaplogroup ごとに

分布する競技者を見ると，Haplogroup Ⅷ に属す

る23 名のうち，ER 群は6 名（26．1％）を占め，

NER 群10 名を加えると，総ランナーは16 名

（69．6％）であった（表8 ）．これに対し，他の

Haplogroupに属する271 名のうち，ER 群は25 名

（9．2％）であり，総ランナーは92 名（33．9％）・で

あった．　Haplogroup　Mに属するエリートランナ

ーの割合は，他のHaplogroup に属するエリート

ランナーの割合に対して有意に高く（オッズ比 ＝

3．47，　p＜　0．05），総ランナーの割合も有意差が見ら

れた（オッズ比＝　4．45，　p＜　0．001）．

3 。考　察

これらの結果により，　ATP 合成酵素第6 サブユ

纛8　 各Haplogroupe に分布するランナーの割合

ER 群

NER 群

ER 群十NER

l

n　　56

（％ ）　12 ．5

（％ ）　30 ．4

（％ ）　・　42 ．9

＊は5 ％水 準 で ，＊＊は1

H　　　　　m

9　　　　101

0．0　　　　9．9

22 ．2　　　　36．6

22 ．2　　　　46．5

き；差 が 見 ら れ た も の ．

Ⅳ
1
2
8 ．3

41 ．7

柢5

V
7
6
8 ．3

41 ．7

50 ．0

Ⅵ
1
0

20．0

50．0

70．0

Ⅶ

7－
0．0

57亅

57．1

皿
2
3
26．1＊

43．5

69．6＊＊

Total

294
－

10．5

36．7

47．3
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ヒト

ウシ

アザラシ

クジラ

マウス

ラット

ハムスター

表9　ATP6 遺伝子の90 番目付近のアミノ酸配列

H
H
H
H
H
H
H

P
P
P
P
P
P
P

L
L
L
L
L
L
L

L
L
L
M
L
L
L

G
G
G
G
G
G
G

F
F
F
F
F
F
F

S
S
S
S
T
T
T

H ＝ヒスチジン，Y ＝チロシン，Fコフェニルアラニン

ニットのMt8794C →T 多型が持久性競技における

競技成績と関連していることが明らかになった．

Mt8794C ―”T多型によってATP 合成酵素第6 サ

ブ ユニ ット の90 番目の アミノ酸がヒスチ ジン

（His ）からチロシン（Tyr ）に置換される．各種

生物でのATP 合成酵素第6 サブユニット遺伝子の

90 番目付近のアミノ酸配列をみると，哺乳類で

はヒスチジンがよく保存されており，両生類・爬

虫類・鳥類では，チロシンが使用されている（表

9廴 このことから，この位置におけるアミノ酸の

相違が何らかの機能的ないし分子進化学的意義を

有するものと推定される．また，標準アミノ酸残

基（His）と置換されたアミノ酸残基（Tyr）との

間の物理化学的相違を表すGrantham 値5）も83 と．

㎜ ｜㎜籌　PRIMARYHE凵x
詬貶怒濤剋諳堋　SECONDARY　HELIX

図3　ATP 合成酵素第6 サブユニットの構造

およびアミノ酸置換の位置
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今回確認されたSNPs の中では最も大 きく，機能

的にも影響は大 きいと推定される．

ATP 合成酵素第6 サブユニットはATP 合成酵素

のFO 部分にあ 叺 内膜を5 回貰通し， プロトン

輸送に深 く関わっている（図3 ）8）．　ATP 合成酵素

第6 サブユニット遺伝子の変異に基づ く疾患とし

て，母系 遺伝性のLeigh 脳症あるいはNARP 症候

群がある4・9・　1疣 その主な変異はMt8993T →G で

あ る．この変異によって， 第6 サブユニットの第

4 の膜貫通α－ヘリ ックスにある156 番目のアミノ

酸がロ イシン（Leu ）からアルギニ ン （Arg ）へ

の置換が生じ，これによってプロトン輸送に伴う

ATP 合成能が失われる．一方，　Mt8794C →T によ

ってアミノ酸置換が生じる第90 番の残 基は，内

膜 を貫通する第2 α－ヘリ ックスのマ トリ ックス

側 の 端 に 位 置す る ． 従 っ て，　Mt8794C →T

（His90Tyr ）置換がATP 合成酵素のATP 合成能に

何らかの影響を与えている可能性が考えられる．

4 ．結　 語

こ れらの結果により，ミトコンドリ アDNA の

ATP 合成酵素第8 サブユニットお よび第6 サブユ

ニット遺伝子領域，そしてcytochrome ゐ遺伝子領

域 におけ る遺伝子多 型の 中で，　Mt8794C 　－→T

（His90Tyr ）が持久性 能力と関連していると推定

された．

ミトコンドリアDNA はATP 合成を担う酸化的

リ ン酸化系を構成する13 種のサブユニットをコ

ードしており，今回，このなかの3 つのサブユニ
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ツトの遺伝子領域の分析で持久性能力に関連する

遺伝子多型を見いだすことができた．今後，他の

遺伝子領域に分析を拡大するとともに，より多く

の競技種目での研究を進めることによって，運動

能力を規定する遺伝子多型をさらに同定すること

ができると期待される．これにより個人の適性の

応じたトレーニングメニューの処方などが可能に

なると思われる．
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