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ABSTRACT

Japan　currently　has　approximately　27 ，000　centenari皿s　who　afe　100　years　01d　or　older．

Women　account　for 　around　85　percent　of　this　group ．　Japan　has　the　world ’s　highest

longevity　rate ．　What　is　the　secret　to　the　Japanese＊　long－lasting　health？　The　answer　may　be

in　their　dietary　habit，　physical　exercise　and　positive　attitude　toward　life．　Thus，　centenarians

serve　as　a　prime　example　of　successful　agil！g．　0n　the　other　hand，　longevity　is　associated

not　only　with　environment　factors　but　also　with　genetic　factors．　PURPOSE ：　To　eχamine　of

this　hypothesize ，　we　sequenced　192　complete　mitochondrial　DNA　 （mtDNA ）of　unrelated

Japanese　individuals　stratified　into　two　equal　sized　groups　by　the　phenotypes：　centenarians

and　healthy　controls ．　METHODS ：　Each　phenotype　had　96　samples　over　12　known

haplogroups ：　A，　B，　C，　F，　M＊　M7a ，　M7b ，　D4 ，　D5 ，　G，　N9a ，　and　N9b ．　RESULTS ：　The

frequency　of　mitochondrial　haplogroups　D5　and　M7b　in　centenarians　was　significantly

higher　than　that　in　controls．　0n　the　other　hand，　the　frequency　of　mitochondrial　haplogroup

M ＊　in　centenarians　was　significantly　lower　than　that　in　controls．　CONCLUSIONS ：　These

results　suggest　that　mitochondrial　DNA　polymorphisms　were　associated　with　longevity ・
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There　is　possibility　that　some　mitochondrial　DNA　polymorphisms　are　important　as

candidate　genes　仮）r　physical　fitness．

要　 旨

本研究では，高齢でも高い体力 を維持している

百寿 者 を対 象 と し て， ミト コ ン ドリ アDNA

（mtDNA ）の全塩基配列を決定し，体力 に関連す

る可能性のある多型の検索 を試みた．対象は，百

寿者96 名お よびコントロール96 名であ り，それ

ぞれの被検者の静脈血をサンプルとして総DNA

を抽出した．その後，既報のダイレクトシークエ

ンス法によりmtDNA 全塩 基配列を決定した√そ

れぞれの塩基配列を改訂版ケンブリッジシークエ

ンスと比較し多型を抽出した．その結果，ハプロ

グループD5 およびM7b の頻度は，コントロール

群より百寿者群において有意に高かった（オッズ

比8 ．6，　p＜0．05）．一方，ハプログループM ＊の頻

度においては，コントロール群より百寿者群にお

いて有意に低かった（オッズ比0 ．2，卜0 ．01）．あ

る種のmtDNA 多型は長寿に関連し，これらの多

型は体力を規定する候補遺伝子として重要である

可能性がある．

緒 言　　　　 卜

厚生労働省が平成15 年に発表した「平成15 年

簡易生命表」によると，0歳の平均余命である平

均寿命は，男性で78．36年，女性で85．33年である．

昭和22 年の同様の調査では，男性の平均寿命は

50．06年，女性の平均寿命は，　53．96年であったの

で，その差は歴然である．また，平均寿命が調査

されている諸外国と比較すると，女性ではわが国

が第1 位となっており，男性においてはアイスラ

ンドが第1 位で78．7年であり日本はついで第2 位

となっている．このように，近年，わが国の平均

寿命は急速に延び，世界有数の長寿国となった．

一方，近年の食生活の欧米化や産業のオートメー

ション化 による不活動により，糖尿病（740万 人），

高血圧（3，300万人），肥満 （2，300万人），高脂血

症（2，000万人）といった生活習慣病の患者数が

急速に増加している．このような現象は医療費を

高騰させるなどの経済に好ましくない影響を及ぼ

す一因となっている可能性があ る．したがって ，

わが国の対策として，ただ単に長寿 を目指すので

はなく，自立しだ 健康長寿”を獲 得することが

重要であると考えられる．

一般的に老化により筋力・持久力 など，い わゆ

る体力 は低下する．高齢者のおける体力の低下は，

生活習慣病 に易罹患性だけでなく，多くの問題を

惹起する．例えば，下肢筋力の低下は転倒18’20），

バランス感覚19 ），お よび階段 の上 り下りの能力

を低下させる19，　21－22）
＾

したがって，高齢者にと

って体力を維持することはQOL　 ・　ADL め維持の

ために重要であると考えられる．実際，　Blairら23）

のアメリカ人13000 名を対象とした調査によると，

‥体力レベルは死亡率と関連すると報 告されている．

このような事実を踏まえると，百寿 者は高齢期を

高い体力レベルに維持してい た集団 と考えること

ができる．高齢者における，体力レベルや生活習

慣病への易罹患性 などは個体差が大きい．80 歳

で寝たきりの人もいれば，　100歳を過 ぎても身の

回りのことは全て自分でやる人もいる．低体カ レ

ベルの人や生活習慣病へのリスクを多 く有する人

には適切な食事指導や運動指導が必 要となる．

食事療法や運動療法は，生活習慣病の発症・進

行を抑制するばかりでなく，薬物療法に比べやり

方によっては非常に安価な治療法といえる．しか

しながら，生活習慣病は，生活習慣要因の乱れの

みでなく遺伝的要因，すなわち遺伝子多型がその

発症や進行に関与しているために，食事療法や運

｀動療法によって生じる生活習慣病改善の程度に個
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体差を生じさせる．この個体差を埋めるためにオ

ーダーメイド医療が注目を浴びてお り，一部の疾

病に関しては成果を上げようとしている．核遺伝

子多型に関しては，疾患と運動療法後の改善の程

度に及ぼす影響に対して，わが国においてもいく

つかの報告がある4－7）．しかし，ミトコンドリア

DNA （mtDNA ）多型については，一部の報告に

とどまっており未知な部分が多い8・12）．

ミトコンドリアは核とは別に独自の遺伝情報を

持っている．こ れをmtDNA という．　mtDNA は，

16 ，569塩 基対から なる環状二重鎖DNA であ り，

ミトコンドリア電子伝達系の呼吸鎖酵素複合体の

機 能的に重要な13 種のサブユニ ットをコードし

ている．　mtDNA の進化速度は核DNA の進化速度

の5 ～10 倍高い．また，　mtDNA は二本鎖間にお

ける塩基組成お よび変異発生頻度の非対称性が高

く2・　16），個体間での塩基配列の多様性は顕著であ

る．さらに，　mtDNA は母系 遺伝するため，母親

の遺伝子のみが子に伝わる．DNA はRNA と比較

し非常に安定であり塩基置換が生じにくいが，あ

る一定の頻度で塩基置換が生じる．　mtDNA の遺

伝様式は片親（母）由来なので，その多型のセッ

トをハプロ タイプという．個人の有するハプロタ

イプは個体 間で多棣1生か非常に高く，類似した八

プロタイプをグループ化してミトコン卞リアハプ

ログループと呼んでいる．

本研究は，高齢になっても高い体力を維持して

いる百寿者を対象として，　rntDNA 多型を分析し，

若年健常者であるコントロール群と比較し，体力

に関連する可能性のある遺伝子多型を探索するこ

とを試みた．

1．対象および方法

対象は，96名の百寿者（100歳以上の人）およ

びコントロールとして健常者96 名（18－25歳）の

計192 名であった．それぞれの被検者から本研究

に参加することの同意を得て，書面にて署名され
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た．また，本研究の対象者がmtDNA の塩基配列

を決定することについては慶応義塾大学および名

古屋大 学の倫理委員 会において承諾 を得ている．

ここではダイレクトシークエンス法の 概要を述べ

る ． 被 検 者 の 静 脈 血 よ り 総DNA を 抽 出 し ，

16，569塩基対のmtDNA を約3000 塩基対の6 本 の

互いにオーバーラップする断片 （A ～F ）として

一次増幅する．断片A ～F のそれぞ れから600 ～

1000 塩基対 からなる10 本のセグメ ントを二次増

幅する． そ れぞ れの個体あ たり10 　6＝60 本．の

DNA 断片の塩基配列を決定する．1 群 を96 個体

としているので，　Applied　Biosystems 社のPrism

3100 を用いて96 穴のプレート60 枚 を分析すると，

1 群の塩基配列決定が完了する．

二次増幅に用いるL 鎖（light　strand）のプライ

マ ーの5 ’端 に は18 塩 基 の ユ ニバ ーサ ル配 列

（Forward　primer　sequence　－21－M13）を付加してい

る．このFL プライマーを用いて増幅 することに

より，二次増幅産物の51端にユニバー サル配列が

入るので，全ての塩基配列決定作業に同じプライ

マ ーを用い た．　mtDNA のL 鎖はア デニ ン（A ）

とシト シン（C ）が豊富であり，一方H 鎖はチミ

ン（T）とグアニン（G ）に富む．通 常のDNA ポ

リ メラーゼではグアニン（G ）の連続 を読みにく

いので，主としてL 鎖の塩基配列を読 むことにし

た，必要に応じてH 鎖の塩基配列の分析 も併用し

ている．

分析ソフトSequencher を用いて600 塩基×60

本 ＝36，000塩基 の分析 デ ータ を重 ね合 わせ て，

16，569塩基のゲノム情報を確定する． イギリス人

の標準参照配列（revised　Cambridge　reference

sequence，　rCRS）　（1）と比較してmtDNA 多型を

抽出した．2 種類のプライマー対で独 立に増幅さ

れたPCR 産物において塩基置換が存 在すること

を目視によって確認して，多型を抽出した厂
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表1　百寿者群およびコントロール群におけるハプログループの頻度
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Total　　　　　　　　　　　　96　　　　100　　　　　　　　96

2 ． 分 子 系 統 解 析

mtDNA 多 型 は ， 母 親 か ら の み 伝 え ら れ る （片

親 由 来 ） の で ， ハ プ ロ タ イ プ で あ る ． 古 い 柤 先 に

お い て 生 じ た 多 型 は 多 く の 個 体 に 共 通 に 見 ら れ る ．

ハ プ ロ グ ル ー プ は ， ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 遺 伝

子 型 を 分 類 し た 群 で あ る ．mtDNA は 事 実 上 組 換

え が な い の で ，　mtDNA 上 の 多 型 は す べ て 連 鎖 し

て い る ． し た が っ てmtDNA の 型 を ハ プ ロ タ イ プ

と 呼 ぶ ． 個 々 の 個 体 でmtDNA の 塩 基 配 列 は 多 様

性 が 高 い の で ， 類 似 し た ハ プ ロ タ イ プ を グ ル ー プ

化 し て ア ル フ ァ ベ ッ トA ～Z を 割 り 当 て ， ハ プ ロ

グ ル ー プ と し た ．　mtDNA の 分 析 に ， 当 初 は 制 限

酵 素 切 断 片 多 型 （RFLP ） とD －loop の 可 変 領 域

（hypervariable　region ） の 塩 基 配 列 が 用 い ら れ た ．

ア メ リ カ 原 住 民 の ハ プ ロ グ ル ー プ をA ～D と し

た が ， 命 名 に 関 し て ， 統 一 的 な ル ー ル が な い た め

に 複 雑 に な っ て い る ． 日 本 人 の ハ プ ロ タ イ プ は ，

大 き く マ ク ロ ハ プ ロ グ ル ー プM と マ ク ロ ハ プ ロ

グ ル ー プN に 大 別 さ れ る ． 個 体 の 中 で は そ れ ぞ れ

のmtDNA 多 型 は ホ モ プ ラ ズ ミ ー と し て 存 在 す る ．

従 っ て ， あ るmtDNA 多 型 の 影 響 は 個 体 の 全 臓 器

に 及 ん で い る ． わ れ わ れ は 日 本 人672 名 の

mtDNA 全 塩 基 配 列 の 分 子 進 化 系 統 樹 を 解 析 し ，

110 種 類 の サ ブ ハ プ ロ グ ル ー プ に 分 類 し た 摺 ． こ

の 分 類 法 を も ち い て 百 寿 者 群 及 び コ ン ト ロ ー ル 群
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のmtDNA 塩基配列をハプログループに分類した．

3．統　計

百寿者とコントロールで見いだされたハプログ

ループの頻度比較はjと二乗検定で行った 有意差

はp≪0．05以下とした・

4 ．結　果

表1 に百寿者群およびコントロ ール群における

ミトコンドリアハプログループの頻度分布を示す．

これらの群 においてミトコンドリアハプログルー

プは大 きく12 ，すな わちハプロ グ ループA ，　B，

C ，　D4，　D5，　F，　G，　M＊，　M7a ，　M7b ，　N9a ，お

よびNgb に分類された．この中で，ハプログルー

プD5 の頻度は， コントロ ール群 より百寿者群 に

おいて有 意に高かった（オッズ比8 ．6，　p＜0．05）．

また， ハプロ グループM7b の頻 度 におい て も，

コントロール群より百寿者群において有意に高か

った（オッズ比8 ．6，　pく0．05）．一方，ハプログル

ープM ＊の頻度は，コントロール群 より百寿者群

において有意に低かった（オッズ比0 ．2，　p＜0。01）．

図1 にハプログループD の分子系統樹 を示す．日

本人の分子系統樹 は大 きくマクロハプログループ

N およびM に分類される．さらにマ クロハプロ

グループM にハプロ グループD の分岐 がある．

ハプロ グ ループD は，日本人 の約40 ％ を占め．
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図1　 日本人672 名のmtDNA 全塩基配列晴報をもとに解析した分子進化系統樹（文献13 を一部改変）．日本人は大 きく

マクロハプログループN とM に分類される．マクロハプログループN は，さらにハプログループF ，　B5，　B4，　A，　N9a ，

およびNgb などに分類される．マクロハプログループM は，さらにハプログループM7 ，　MB ，　Z，　C，　G，およびD など

に分類される．また，ハプログループD は，日本人の約30 ～40 ％を占めるハプログループであるが，さ らにハプログ

ループD6 ，　D5，およびD4 に分類される．それぞれのハプログループはさらにサブハプログループに分類 でき，日本人

はおおよそ110 種類のサブハプログループに緇かく分類できる．系統樹中の数字はmtDNA 多型の塩基番号 を示す．数字

のみの記載は多型がtransition　（転位）であることを示し，番号にA ，　G，　C，およびT の塩基の記載が付加 されている多

型はtransversion　（転換）であることを示す．また，数字に付加されているd はその多型が欠失，iは挿入であることを示

す．下線はハプログループ特異的な多型である．口はさらにそこからの別の分岐が発生していることを示 している．各

枝下には個体識別番号を示す（JD47 など）．下段のアルファベット と数字の組み合わせ（D6 ，　D5al）は各 々のサブハプ

ログループ名である．
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図1 に示すように，さらにサプハプログループ

D4
　
　D5，　D6に分類される．本研究において，八

プログループD6 を有する人は検出されなかった．

また，百寿者群において頻度の高かった．ハプロ

グループD5 　（01 ）とハプログループM7b　13）は，

マクロハプログループM に含まれていたに

5 ．考　察

近年，高齢者におけるミトコンドリアの機能と

生活習慣病および体力との関連について注目を浴

びている．われわれも，これまでに中高年者の生

活習慣病患者のmtDNA 多型を解析し，2 型糖尿

病3），メタボリックシンドロ ーム14），お よび循環

器病lo）に関連する1ミトコンドリアハプログルー

プについて報告してきた．一方，高齢者における

体力や筋力トレーニングになどによるトレーナビ

リ ティを規定する遺伝子多型 を解析することは，

高齢者の生活の質を効率良く向上させるために必

要不可欠である．核DNA 多型に関しては多 くの

研究が存在するがmtDNA 多型に関する研究

は少ない．

そこで われわれは，高い体力 を有する百寿 者

96 名およびそのコントロ ールとして健常者96 名

のmtDNA 全塩基配列を決定した．この塩基配列

からミトコンドリ アハプロ グループに分類し，2

群間におけるハプログループの頻度の比較を行っ

た． その結 果，ミトコ ンドリ アハプログループ

D5 およびM7b は百寿者において非常に高頻度で

あった．

1998 年 に共著者の田中ら15）は，　5178A 多型が

日本人の長寿と関連し，　5178C 多型は成人発症性

疾患 に関連していることを示 した．この多 型は

mtDNA における塩基番号5178 のNADH 脱水 素

酵素複合体サブユニット2 　（ND2 ）遺伝子領域内

にあるシトシン（C ）がアデニン（A ）への塩基

転換（transversion）によって，　237番目のアミノ

酸であるロイシン（Leu ） がメチ オニン（Met ）

に置換される多型であり，ハプログループD に分

類される．一方，本研究で解析した百寿者群とコ

ントロニル群 において，ハプログループD の頻度

は百寿者群で高値傾向 を呈したが，有意の差異を

認めなかった．しかしながら，ハプログループD

に属するD5 は百寿者群 に有意な高 頻度であった．

ハ プ ロ グ ル ー プD5 に 共 通 す る 多 型 とし て

150C ＞T多型が存在する．この多 型はミトコンド

リアゲノムの転写・複製を制御する領域（control

region） に存在するのでミトコンドリアの機能に

影 響 を 及 ぼ す 可 能性 が あ る． し か も， こ の

150C ＞T多型はヨーロッパ人の長寿 者（90 歳以上

の大） と日本人の百寿者に共通し て見い ださ れ

た9）．このように，制御領域における150C ＞T多

型もミトコンドリアの酸化的リン酸化系の機能に

重要な影響を及ぼす可能性がある．

また，ハプロ グループM7b の頻 度も百寿者群

で高頻度であっ た．ハプログループM7b に共通

の多 型 と し て もハプ ロ グ ループD5 と同様 に

150C ンT多型が認められた．今後の機能解析など

によりそのメカニズムを検討する必要がある．

一方，ハプログループM ＊の頻度は百寿者にお

いて低頻度であった．M ＊はマクロハプログルー

プM に属する低頻度のハプロ グル ープの集合体

でありその意義付けは難しい．

このように，ミトコンドリ アハプロ グループ

D5 とM7b は，百寿者 において高 頻度であっ た．

百寿者はサクセスフルエ イジングの典型例であ り，

後期高齢期を高い体力水準で維持していた集団で

ある．したがって，これらのハプロ グループは高

齢者の体力を起因している多 型の可能性があ る．

また，既にわれわれはハプロ グループM7b2 が若

年者のBMI に関連することを報 告してい る17）．

BMI は一般的に肥満の指標であるが，ハプログル

ープM7b2 を有する大は筋量が多い ためにBMI と

関係しているのかもしれない．今後，　DXA など

を用いた研究 によりBMI の構成要素である骨量．
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筋量および脂肪量とミトコンドリアハプログルー

プとの関係についてもさらに検討していく必要が

あり，今後のわれわれの検討課題である．

結　語

ある種のmtDNA 多型およびミトコンドリアハ

プログループは長寿に関連し，これらの多型およ

びハプログループ体力を規定する候補遺伝子とし

て重要である可能性がある．
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