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研究成果の概要（和文）：　mtDNA の変異の入りやすさの指標としてmtDNA の多型の数を用い、食道がん発がんリスク
の関連を解析するため、食道がん患者および非がん患者の症例対照研究を計画した。D-loop の多型を網羅的に調べ、m
tDNA の多型の数の解析した。
　食道がん患者、非がん患者それぞれについて、塩基配列の解析、多型の同定を行い、平均で食道がん患者で7.5多型/
人、非がん患者で6.8多型/人の多型が検出された。主な、がん患者、非がん患者の主な違いは、塩基置換であり、がん
患者、5.9多型/人、非がん患者5.4多型/人の多型が検出された。

研究成果の概要（英文）：Using a number of polymorphisms o D-loop region of mitochondrial DNA (mtDNA) as 
an index of somatic mutations on mtDNA, to analyze risk of drinking and smoking for esophageal cancer, 
case-control study were planed. Comprehensive analysis of D-loop region of mtDNA was done to find 
polymorphisms.
 After DNA sequencing was done for esophageal cancer patients and non-cancer controls, polymorphisms were 
identified. We found 7.5 polymorphisms among esophageal cancer patients and 6.8 polymorphisms among 
non-cancer controls on average, respectively. Mainly the difference between cancer patients and 
non-cancer controls was base substitution. 5.9 base substitutions were identified among esophageal cancer 
patients and 5.4 among non-cancer controls.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ミトコンドリアDNA　多型
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ミトコンドリアは、真核細胞内に存在する小器

官である。エネルギーの産生だけでなく、アポト

ーシスなど様々な役割を果たしていることが明ら

かになってきている。エネルギーの産生は、酸

化的リン酸化によって ATP を作るが、この過程

で電子が漏れ、活性酸素が作られる。この活性

酸素が、DNA にダメージを与える原因となる。 

 ミトコンドリアは独自のゲノム DNA を持ってお

り、一般に１細胞当たり10 の3 乗オーダーのコピ

ーが存在するとされる（図１）。ミトコンドリア DNA

（mtDNA）は 16,569 塩基対からなる、２本鎖環状

DNA である。 

 

 

図１．ミトコンドリア DNA 

 

また、mtDNA は、核ゲノムと比べ、ダメージを受

けやすいと考えられている。それは、ヒストンが存

在しないこと、修復酵素の活性が低いこと、それ

から、活性酸素が近くで生成されることなどが理

由とされている。mtDNA を解析していて、ある

位置に変異が入っている、または、多型が存在

する、と言う事は、１０の３乗オーダーで存在する

mtDNA ゲノムの多くがその塩基に変異している

事を示している。 

 

 ミトコンドリアでは、酸化的リン酸化によって

ATP を産生するが、その過程で、電子の漏れ

により、活性酸素が生成する。酸化的リン酸化を

担うタンパク質をコードする mtDNA の多型によ

り、電子の漏れやすさに個人差が生じる可能性

がある。つまり、細胞内で、生成する活性酸素の

量が個人によって異なる可能性が考えられる。

活性酸素の生成量が異なると、DNA の変異の

生じる効率が異なり、発がんリスクが影響する可

能性が考えられる。  

 D-loop の多型と乳がんの関連を解析した論

文で、いくつかの多型が乳がん発がんリスクを予

想するのに役立つという論文や、D-loop の多

型と膀胱癌を解析した論文で、同様にいくつか

の多型が腎臓がんリスクに関連していると結論し

ている物や、D310, D16521 の多型は胃がんと

関連していると結論されている論文が過去に報

告されている。 

 

 

２．研究の目的 
 

 細胞内で生成する活性酸素量の指標としてミト

コンドリア DNA の多型の数を用いて、食道がん

発がんリスクとの関連を解析する事を目的とし

た。 

 D-loop 領域は、ミトコンドリア DNA 複製、翻

訳の開始領域であり、多型と変異が多く見つか

っている領域である。以前我々は、D-loop 内に

ある Hyper Variable Region -I、II を解析し、食

道がんにおいて高頻度で体細胞変異を検出し

た。この D-loop 領域について、塩基配列を解

析することによって多型を検出し、食道がん発が

んリスクとの関連を解析することを計画した。 

 

 

 
３．研究の方法 
 

がんセンター研究所疫学・予防部が収集してい

る HARPAC II の食道がん症例、非がん症例か

ら抽出された DNA を用いて、解析を行った。 

 図２は、ある１例について、D-loop 領域解析

用リシーケンスプライマーセット９セットを用いた

PCR の結果である。赤字で示した４つのプライ

マーセットは増幅したが、残り５つのプライマー

セットは増幅しなかった。下の図は、PCR による



増幅、解析可能なアンプリコンの位置を示して

いる。増幅可能であった４つのアンプリコンで

D-loop 領域全域をカバーしていることから、今

後この４つのアンプリコンを用いて解析する事と

した。 

 
図２．リシーケンスプライマーセットによる PCR 

の結果と D-loop 内での位置 

 

 それぞれの食道がん患者、非がん患者症例に

対して、増幅可能プライマーセットを用いて、

PCR を行った後、シーケンシングを行った。次に、

多型解析ソフト、シークスケープを用いて多型の

探索を行った（図３）。 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

図３．多型解析ソフトを用いた解析例 

 

 mtDNA では、ある塩基がヘテロになっている

とき、ヘテロプラスミーと言うが、今回の様な PCR 

産物をシーケンシングする様な方法では、ほと

んど見つからないとされている。しかしながら、

D310 領域をはじめ３領域で、1 塩基挿入または、

欠失でヘテロプラスミーが多く見つかった。ヘテ

ロになった位置から後は、隣の塩基と重なって

読めなかった（図４）。 

 

 

図４．ヘテロプラスミーのシーケンス例 

 

 

４．研究成果 
 

表１．は、それぞれの症例について解析し、その

結果を集めた表である。赤で示されているところ

がそれぞれ、塩基置換、挿入、欠失の多型を示



している。ケンブリッジリファレンスシーケンス（欧

米人）をリファレンスに用いているため、全症例

で塩基置換を示しているところがあるが、欧米人

と、日本人の差であると考えられる。日本人では

置換塩基の法が標準配列だと考えられる。この

後の解析には、これらは多型としては含めずに

解析を行った。 

 

表１．症例ごとの D-loop 領域の多型 

 

 

 

見つかった全ての多型を表２．に示した。多型の

見つかった位置は、135 箇所、多型の種類は、

151 種類であった。黄色で示された所が、ケンブ

リッジ配列と異なった多型がコントロールで過半

数を占めている所である。７３は、ケンブリッジ配

列とは異なった塩基が１００％となっている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表２．見つかった D-loop 領域の多型 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

それぞれの症例の多型の数をプロットしたもので

ある（図５）。 

 

 

図５．症例ごとの多型の数 

 

 

1 例当たりの多型の数を多型の種類ごとに表し

た（表３）。多型全体としては、食道がん症例で、

７．９、対照群で６．９となっており、食道がん患

者の方が多かった。また、ヘテロプラスミーの数

は、食道がん症例、非がん例で違いは見られな

かった。 

 

表３．一症例当たりの多型の数 

 

 

 

今後、食道がん患者における D-loop 領域の多

型に付いて、非がん患者と比較し、質的、量的

な差異を解析し、多型の食道がんリスクとしての

可能性を検討する。 

 さらに、喫煙などの生活習慣との関連を解析

する。 
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