


ウマのミトコンドリアDNAのDループ領域における

多型解析とその応用に関する研究

1995.3 

石田信繁



目 次

第 l章緒論

第 2章 ウマのmtDNADループ領域の全塩基配列の解読

1 .緒言

2. 実験材料と方法

3 .実験結果および考察

1 )ブタ mtDNAプローブを用いた RFLP法による

ウマmtDNAの解析

2 )多型性に富むウマmtDNADループ領域の

クローニングと塩基配列の決定

3 )ウマmtDNADループ内塩基配列の特徴

4. 小括

第 3章 ウマのmtDNADループ領域の多型解析

i 緒言

2. 実験材料と方法

3 .実験結果および考察

1 ) PCR-SSCP法による Dループ領域 299bpの解析

2) PCR-RFLP法による Dループ領域 232bpの解析

3) PCRーダイレクトシークエンス法による Dループ

超可変領域を利用した多型解析

4. 小括

「υ 

11 

1 4 

1 9 

21 

25 

29 

46 

50 

54 

56 

57 

60 



第 4章 家畜馬 (Equuscaballus)における Dループ領域の

多型解析

1 .緒言

2. 実験材料と方法

1 ) m t DN A Dルーフ多型解析法 76 

74 

2 )家畜馬 (Equuscaballu s)における品種識別法 76 

3 )サラブレッド集団，北海道和種馬集団および 76 

モンゴル在来馬集団の解析法

4 ) m t DNA Dループ領域の塩基置換多型を利用した 77 

家系解析法

5) mtDNA多型を利用した母子判定法

3. 実験結果および考察

1 ) mtDNA Dループ多型を指標とした家畜馬における 79 

78 

品種間識別の検討

2 )サラブレッド集団，北海道和種馬集団および 80 

モンゴル在来馬集団に対する解析

3 )家系解析への応用

4 )母子判定例

a凡
1

F

h

d

ハh
u

n
ハ
u
n
k
u
n
x
u4. 小括

第 5章 ウマmtDNADルーフ多型を指標とした

ウマ科 Equus属の進化解析

1 .緒言

2 実験材料と方法

116 

118 



3 .実験結果

4. 考察

5 .小括

第 6章総括

英文抄録

謝辞

引用文献

119 

121 

124 

134 

140 

143 

144 



第 i章緒論

ウマ科に属する動物は，すでにその多くが絶滅しているが，現存

するウマ科の動物は，体型や毛色などの発現形質に差異は見られ る

けれども，すべて単一の Equus属に含まれる。この Equus属の分類

については種々の考え方が出されているが， Simpson (1951)は，

Equus属を以下の 6種，すなわち家畜馬Equuscaballu sとそれに近

縁のモウコノウマ Equusprzewalskiiを合わせて i種とし，ロバ

Equus asinus，オナガ-Equusonager，ヤマシマウマ Equuszebra， 

グレビィシマウマ Equusgrevyi， シマウマ Equusburchelliを加え

て，計 6種としている。

一方では，化石による考古学的研究からのウマの起源分類，進化

の問題の研究が進められており，鮮新世末期(約 500万年前~約

300万年前)にかけて北アメリカに出現したのが Equus属であり(

Simpson， 1953; Lindsay et al.， 1980)，更新世の初期 (200万年前)

に陸続きの他の大陸へも移動し，家畜馬の他にも，シマウマやノロ

バ，ノウマとしてアフリカやアジアで今日もその生命は受け継がれ

ているものと考えられている。この他に，血液蛋白などの多型を用

いた生化学的研究 (Clegget al.， 1974; Ryder et al.， 1979; 

Kaminskii， 1979)，核型を用いた染色体学的研究 (Ryderet al. 

1978)等により Equus属の分類と進化系統解析が行われてきている。

現在，家畜馬には競馬でスピードを競うサラブレッド種・アラブ種，

繋駕競技のアメリカントロッタ一種，事免馬 ・シ ャイヤ一種 ・ペルシ

ュロン種などの重種，ポニーなどの小型種など多くの品種が存在す
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る。日本には日本固有の在来品種として 8品種ほどの日本在来馬が

生息している。この日本在来馬の品種聞の比較，類型化(品種識別〉

が試みられており，その遺伝標識としては，体尺測定値・毛色・血

液型・血液蛋白質型が用いられているが，単一の遺伝子座を反映す

る優れた遺伝標識は血液蛋白質型のみと言われている(野沢ら，

1984)。また核型分析による細胞遺伝学的研究では，木曽馬，北海

道和種， トカラ馬，御崎馬などの日本在来馬 8品種の染色体数は，

すべて2n= 64と報告されている(村松ら， 1984， 1990)。このよう

な Equus属の分類に関する研究の流れの中で，最近ウマのミトコン

ドリア DN A (mtDNA)の多型を利用した新しい分類法が検討されて

きている。一般に，ウマを含む動物の mtDNAは，全ての真核細胞中

に存在する大きさ 1'"'-'2μmの細胞小器官であるミトコンドリア中

に含まれている。 o南乳動物の mtDNAは植物のものに比較してはるか

に小さく，その大きさは約 16.5Kbの環状二本鎖 DNAで，核ゲノム

の10万分の l以下であることが知られている。 mtDNAはNasset al. 

(1966)によって，鶏の肝臓から初めて精製され，その後，その構造

と機能に関する研究が急速に進展した。すなわち mtDNAの環状二本

鎖は比重の差より， heavy strand (H鎖)と lightstrand (L鎖〉

に分けられ， m t DNA遺伝子の多くは H鎖にコードされているが， L 

鎖にコードされているトランスファ -R l'~A (t RNA)や蛋白質

も知られている (Andersonet al. 1981)。全塩基配列が決定されて

いるヒトの mtDNAでは，そのゲノムの 90児以上が遺伝子をコードし

ている領域で， 13の蛋白質， 2つのリボソーム RN A， 22の tRN

Aの遺伝子を含んでいることが明らかになっている (Andersonet 

al. 1981)。また，遺伝子を含んでいない領域は， H鎖の複製開始
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点，両方の鎖の転写開始点， Dループを含むmajornoncoding 

region，そして遺伝子の聞に散在する数bpから数十bpの短い配列と

に分けられている。また， H鎖， L鎖ともに複製開始点があり，複

製は H鎖から始まることが明らかにされてし、る。そして L鎖を鋳型

にした H鎖の複製が L鎖複製の開始点まで到達すると，反対方向へ

のH鎖を鋳型にした L鎖の複製が始まることが解明されている(

Kasamatsu et al.， 1971; Robberson et al.， 1972; Uphol t et al 

1974; Goddard et al.， 1975; Crews et al.， 1979)。このよう

な独自の機能を有する mtDNAは，細胞小器官であるミトコンドリア

の構造と機能の影響を強く受けている。ミトコンドリアは，細胞核

に比べではるかに小さいが，細胞内の数が多いため体積比としては

細胞中で大きな割合を占めており，外膜と内膜の二重膜から構成さ

れている。その内膜には酸化的リン酸化に必要な電子伝達系や AT

P合成酵素があり，物質の酸化によるエネルギーを用いて ATPを

合成する酸化的リン酸化を主要な役割としており，核とは異なる独

自の DNAおよびタンパク質合成系をもっており，このことがミト

コンドリアの起源が好気性細菌の寄生によるもので， mtDNAが外来

遺伝子であることの根拠となっている CSchwartzet al. 1992)。

その蛋白質の生合成は，核遺伝子との二重支配を受けている。ミ!

コンドリアを構成する蛋白質の極く一部は mtDNAにコードされ，

トコンドリア内のリボソームで合成されるが，大部分の蛋白質は核

DNAにコードされ，細胞質のリボソームで合成された後にミトコ

ンドリア内に運びこまれる。真核細胞では，双方の遺伝子は密接な

関連を保ち，共役してそれぞれミトコンドリアを構築する作業にあ

たっているが，そこで働く制御機構については不明の点が多い CFox
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et al.， 1986; Tzagoloff et al.， 1986; Attardi et al.， 1988)。

一方，晴乳類の mtDNAは核蛋白質のヒストン等で保護されておら

ず， DNA修復機構をもたないので，核[)N Aに比べて塩基置換速

度が極めて速く，その発生率は核 DNAに比べて 5---10倍高いこと

が知られている (Brownet al.， 1979)。この mtDNAの塩基置換速度

は動物の種内ににおける mtDNA配列の変異性の大きさを反映するも

ので，それは種の進化を示唆するであろうとする仮説に繋がり， ヒ

トについては全 mtDNAの制限醇素切断ノぐターンの変異に関する多型

現象 (RFLPs) が研究されてきた (Brown， 1980; Denaro et al.， 

1981)。その後 mtDNAのRFLPs は人類学，集団遺伝学の立場から広

く研究がなされ，各動物種については mtDNAの遺伝子型の分化と集

団聞の系統的な関係などについての考察が進められてきている(

Johnson et al.， 1983; Horai et al.， 1986; Cann et al.， 1987; 

Harihara et al.， 1989)。

さらに， ヒトなどではRFLPs による解析に加えて，特定領域の塩

基配列を決定して比較する mtDNAの変異解析もさかんに行われるよ

うになってきた (Aquadroe t al.， 1983; Greenberg e t al.， 1983; 

Harihara et al.， 1984; Monnat et al.， 1985; Horai et al.， 

1989; Horai et al.， 1990; Ward et al.， 1991)。しかし， RFLP s 

の検出では，変異の検出に限界があるため，塩基配列を決定するこ

とにより多くの情報を得られることを期待してその方向の研究が進

められてきた。それには分子クローニング技術の進歩や全自動シー

クエンサーの開発による塩基配列解読技術が進歩してきたという背

景も係わってきたものと考えられる。

全 mtDNAの塩基配列の中で tRNAPhe とtRNAPro の遺伝子の聞に位



置する Dループの領域は，転写の promotersequenceの近くにいく

つかの conservedsequence blocksが保有されていることが明らか

になり (Walberg& Clayton， 1981)，そこは mtDNAの残りの部位(

Dループ領域以外)に比べて，塩基置換速度が 2.8~5 倍速い領域

であることが報告されている (Cannet al.， 1984; Aquadro and 

Greenberg， 1983)。また，ウシの Dループ領域の塩基配列では，全

mtDNAのRFLPs に比べて 10倍塩基置換が速いことが報告されている

(Ron et al.， 1993)。従って，塩基配列がほとんど決定されていな

いウマの mtDNAについては，変異性の高い Dループ領域が，配列を

決定した上で進化解析等に利用する領域として，最も適しているも

のと考えられる。

ウマ mtDNAに関する研究は非常に限られており， 1974年にウマと

ロバの交雑により mtDNAが母性遺伝することが確かめられたのが最

初である (Hutchinsonet al.， 1974)。また，ウマの mtDNA配列の

変異については全 mtDNAのRFLP分析による Equus属の進化解析に関

する報告があるが (Georgeand Ryder， 1986)，種内変異に関する報

告はみられない。さらにHiguchi et al. (1984) は，絶滅したクア

ッガEquusquaggaの剥製標本の一部から抽出した DNAライブラリ

ーよりスクリーニングして，ウマmtDNAでは初めて蛋白質コード領

域のCytochromeoxidase Iの遺伝子と NADHdehydrogenase Iの遺伝

子の部分的配列(約 200塩基)を決定している。

そこで本研究は，未だ決定されていないウマの mtDNAの中で最も

変異が速いのではなし、かと考えられる Dループ領域を対象として，

PCR法を用いてこの領域を分子クローニングして，その全塩基配列

を解読し，変異の最も多い超可変領域 (hypervariableregion)を決
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定するとともに，他の晴乳類と DNAアライメントを比較して，ウ

マ mtDNAの特徴を明らかにすることを目的として行った。さらに，

その塩基配列多型を利用して品種識別を行うために，家畜馬 E. 

caballusの品種聞における解析を試み，さらにサラブレッド・北海

道和種・モンゴル在来馬の 3品種における品種内解析，サラブレッ

ドの一家系における家系解析，重種馬の母子判定およびウマ科

Equus属の分子進化遺伝学的解析を行った。

n
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第 2章 ウマのmtDNA Dループ領域の全塩基配列の解読

1 .緒言

一般にマウスやラットなどの晴乳類の mtDNAは，核DNA に比べて

塩基置換の発生率が極めて高いことが知られており (Brownet al. J 

1979) ，この塩基置換速度を指標として，各動物種の進化解析が行

われてきた (Cann et al. J 1987; Kocher et al.， 1989; Meyer et 

al.， 1990)。この mtDNAの塩基置換速度や多型性を検討する場合，

2つの領域を対象として行われている。すなわち，第一は，全 mt-

DNA内の塩基配列置換をRFLP解析によって分析するもので， ヒトの

mtDNAの多型性に関する研究では初期から利用されているものであ

る。第二 は， mtDNAのうち， tRNAPhe とtRNAPro の遺伝子の間に位

置する Dループ領域の塩基置換による多型性を利用して分析を進め

るものである。ヒトの mtDNAのDループ領域の塩基置換発生率は，

mtDNAの他の部位に比べてさらに 2.8----51倍高いと報告されている

(Aquadro and Green berg， 1983; Cann e t a 1.， 1984)。この Dルー

プ領域の転写に係わる promotersequenceの近くにはいくつかの

conserved sequence blocks が保有されているが (Walbergand 

Clayton， 1981)，前述のように残りの Dループ以外の部位に比べて

塩基置換の高い領域であると報告されている (Aquadroand 

Greenberg， 1983; Cann et al.， 1984)。ウシでは全 mtDNAのRFLP

分析に対して， Dループの nucleotidediversityが， 10倍高いこと

が報告されている (Ronet al.， 1993)。これらの知見を基にして，

'
E
i
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近年この領域の塩基置換配列を多型マーカーとした進化解析や系統

解析に関する研究が発展して，多くの成果が得られている (Cannet 

al.， 1987; Ward et al.， 1991; Ron et al.， 1993)。ま fこ，ヒト

の mtDNAの多型性解析においては，全 mtDNAを用いたRFLP解析(

Horai et al.， 1984， 1986) とDルーフの塩基配列多型を利用した

解析 (Horaiet al.， 1990)の両者が利用されるようになってきてい

る。

この塩基置換の変異を利用して品種識別や進化解析を行う上で最

も基本となるのは mtDNAの全塩基配列の決定である。ウマの mtDNA

の塩基配列については，わずかにHiguchiet al. (1987)による約

200塩基の報告があるのみである。また，過去にウマの mtDNAに関

する報告の中で， George et al. (1986)は，全 mtDNAのRFLP分析に

より Equus属の 7種のウマの進化解析を行っている。 Higuchiet 

al.， (1984， 1987)は， cytochrome oxidase r遺伝子およびNADH

dehydrogenase r遺伝子の塩基置換を利用してクァッガE. quagga， 

シマウマ E. burche 11 1 ，ヤマシマウマ E. zebra，家畜馬E.

caba11us聞の進化解析を試みている。しかし，ウマの mtDNAの塩基

配列は，ほとんど決定されておらず，またウマの mtDNAのDループ

の塩基配列に関する報告も見あたらない。

そこで，ウマの mtDNAにおける塩基置換とその多型性について解

析を進めるため，著者ら (1992)がブタ mtDNA解析のためクローニン

グした mtDNA断片をプローブとして利用し，白血球より回収した全

D N A (mtDNAを含む)を用いてサザンハイブリダイゼーション法に

よる RFLP解析を行い，ウマを含むブタ以外の動物種の mtDNAのDN

A型の検出を試みた。また，非血縁馬 5頭(サラブレッド種〉にお
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ける全 DN A (核 DNAと mtDNAの両方を含む)を用いたRFLP法によ

る多型解析を行って本方法によるウマ mtDNA多型検出の有効性につ

いても検討した。次に， 3頭の非血縁馬(サラブレッド種〉につい

て mtDNAのDループ領域の PCR増幅とクローニングを行った後，そ

れらの mtDNAのDループ全域の塩基配列を決定した。さらに， これ

ら 3頭の塩基配列を比較して変異の多い，いわゆる hypervariable

regionを明らかにした。
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2.実験材料と方法

1 )ウマおよび他の動物種の白血球からの全 DNA抽出

非血縁馬 5頭(サ ラブレ ッ ド種)の他，ブタ(ラン ドレース種)， 

ウシ(ホルスタイン種) ，ヤギ(ザーネン種) ， ヒツ ジ(サフォー

ク種)，ニワトリ(白色レグホン種・白河系)， ウサギ(ニュージ

ーランドホワイト種)の各 i個体，および 3名のヒト(日本人〉の

ヘパリ ン加血約20mlから遠心(60g，10分間)により buffeycoatを

収集し， 2m 1の0.15MNaCl液に浮遊させた。これに 6mlの滅菌蒸留

水を加え約60秒間ゆっくり混合して，赤血球を溶血させた後， 2ml 

の0.6MNaClを加え， NaC 1濃度を O.15Mとした。この溶液を遠心(

200g， 10分間)し上澄を除去して白血球を集め，これに 10mMTris-

HCl pH8.0， 10mM EDTA， 0.6% SDS， RNase A (100μg/ml)を 5ml加

えて370C，1時間インキュベートし RNAを分解した。さらに

Proteinase K (500μg/ml)を加えて370

C，16時間インキュベート

し蛋白質を分解後，全DNAをフェノール・クロロホルム法により

抽出した。この後， 1/10量の 3M酢酸ナトリウムを加え， 2倍量の

エタノールを添加，混和して DNA沈殿を得たのち， 70児エタノー

ルにて洗浄し，乾燥させた。この抽出・精製した DNAをTE

buffer(10mM Tris， 1mM EDTA， pH 8.0) 2mlに溶解させ， 4 oCに保

存し以下の実験に供したが， これらの操作で血液20mlより全 DNA

500---L 500μgを得た。

2)ウマ肝臓からの mtDNA精製

ウマの mtDNAのみの精製は，解剖時に非血縁の 3頭のサラブレッ

ド種から得た新鮮な肝臓 10gより Powell& Zuniga(1983)および三
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上ら (1988)の方法に準じて行った。すなわち，摘出した肝臓を直ち

に鉄で細切し，ポッター型ホモジナイザーを用いてホモジナイズし

た後， 700g， 10分間遠心し，上澄を O.35Mのショ糖溶液を用いて重

層した。 引き続き， 9，000gで 10分間遠心し， ミトコンドリア分画を

分離後， Lysis buffer (0.5M酢酸Na， 10mM Tr i s-HC 1， pH 8.0)でミ

トコンドリアの二重膜を溶解した。さらに DNasefree RNase (lmg/ 

m 1) を添加し， 37
0

Cの恒温槽で 15分処理し，フェノール・クロロホ

ルム法により mtDNAを精製した。これらの操作で新鮮な肝臓 10gよ

り約 50μgの mtDNAを得た。

3)全 DNAの制限酵素消化

精製した各動物種の白血球由来の全 Dt-J八のうち，ウマ・ウシ・

ヤギ・ヒツジ・ウサギ・ヒトについては EcoR 1，ブタについては

Bgl JI，ニワトリについてはKpn 1で消化し，切断した。またウマ

の mtDNAのRFLP解析を検討するためには，サラブレッド種の非血縁

馬 5頭の全 DN A20μgを 8種類の制限酵素 (BglII， Bam HI， Acc I， 

Bs t E 1 I， Eco R 1， Kpn 1， Sac 1)を用いて消化し，切断した。

4)プローブの調製と R1標識

Eco RIで切断した豚の mtDNA断片をクローニングして得た pLmt-

8.5， pLmt5， pLmt3の 3種のプラスミドクローンを大量培養後，超

遠心法により精製した。この 3種のプラスミドクローンが概ね同じ

分子数(全量 2.9μg)になるように混合し， クローニング部位を認

識する 6塩基認識制限酵素EcoRIで切断後，これらの DNA断片に

対してランダムプライマ一法により [α_.32P]dATP標識して，プロ

ーブとした。

5)サザンハイブリダイゼーション
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制限酵素処理した DNA断片は， 0.8%アガロースゲル電気泳動(

80V ， 3時間30分)をした後，ナイロンメンブレン(ハイボンド N，

アマシャム社)に転写し， ミニハイブリダイゼーションオーブン(

HB-MOV 1， HYBA 1 D社〉を用いてハイブリダイゼーションを行った。

すなわち，転写したメンブレンはフレハイブリダイゼーション溶液

20m 1 (組成: HzO 11.3m1， 20児SDS500 μ1， 50 x Denhardt' s 2m1， 

10mg/mlサケ精子DNA200μ 1， 20 x SSC 6ml)を用いて 68
0

C，2時

間処理した後， 32p標識プローブを 90ng/mlの濃度になるように添

加し， 680C， 16時間ノ¥イブリダイゼーションを行った。メンブレン

の洗浄の順序は①室温， 5分 (2xSSC， 0.5% SDS)，②室温， 15分 (2

x SSC， O. 1児 SDS)，③370C， 60分 (0.1x SSC， 0.5% SDS)，④37
0

C， 

60分 (0.1x SSC， 0.5% SDS)，⑤室温， 10秒 (0.1 x SSC)で行った。オ

ートラジオグラフィーは， Kodak社製の高感度 X線フィルムを用い，

-800Cにて 1日または 2日間の暴露時間で実施した。以上の過程を

図 2-1に示した。

なお，ブタ mtDNAプローブとウマを含む各動物種の白血球由来全

D N A (20μg)との相対的なバンドの濃淡を客観的に評価するため，

オートラジオグラムによって得られたノくンドを，デンシトメーター

(UL TRASCAN XL， Pharmac i a社 製，波長633nm)を用いて測定した。

6) Dループ領域の PCR増幅

ウマの Dループ領域の PCR増幅 に 用 い る オ リ ゴ ・ ヌ ク レ オ チ ドプ

ライマーの配列は，図 2-2に 示 す よ う に セ ン ス 側 お よ び ア ン チ セン

ス慣れ、ずれも 20merであり ， 多 く の 動 物 種 の mtDNAで共通する

highly conserved regionのスレオニンおよびフェニルアラニンの

印刷領域に設計した。すなわち， ヒト (Andersonet al.， 1981) ， 
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マウス (Bibbet al.， 1981) ，ウシ(Anderson et al.， 1982)の間

で 3/末端が特によく保存されている部位を参考にしてこれらのプ

ライマーを設計 した。また， PCR反応液は，ウマ肝臓から精製した

mtDNAをテンプレート (20ng)として，フライマー (lpmol/μ J!)， 

dNTP mix. (1. 25mM)， Buffer (lmM Tris/HCl pH8.3， 5mM KCl， 1. 5 

mM MgC12， 0.02% NP-40)， Taq polymerase(2. 5uni t， Cetus)をそれ

ぞれ加えて， total volumeを50μ! とした。 PCR反応は， PCR反応

専用装置(プログラムテンプコン トローラー，アステック社)を用

いて，予備変性94
0C 2分で行い，次に変性94

0

C 1分，アニーリング

55
0C 1分，伸長72

0C 1分を30回行った。また最後の伸長は72
0

C10分

で行った。

7) PCR産物のクローニング

ウマmtDNADループの PCR産物のクローニングの過程を図 2-3に

示した。すなわち， 1. 5%アガロースゲルを用いた電気泳動によって，

PCR産物を泳動分離後，ゲルより切り出し， DNA吸着ガラスパウ

ダー (Takara，EASYTRAP)を用いて回収した (Vogelsteinet al.， 

1979)。回収した DNAをインサート用 1)N Aとし， T4 DNAリガー

ゼを用いて Tベクター(プラスミドベクター; Invi trogen， 3932bp) 

(Hol ton et al.， 1990) に連結し，コンビテントセルEscherichia

coli (INVαF)に対して形質転換を行った。組換え体プラスミドを

形質転換させた大腸菌を， LB/Amp/X-gal/IPTG培地で 16時間培養し，

β-galactosidaseの発現を指標にコロニーの色で識別し， L-Broth 

で培養後，アルカリ -SDS法で組換え体プラスミドを単離，精製した

(Maniatis et al.， 1982)。

8)シークエンスとデータ解析
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クローニングによって得たプラスミド I)N Aは，図 2-4に示すよ

うにインサートとシークエンス用フライマーの聞を制限醇素I¥pn 1 

(Takara)およびSpe 1 (Takara)で消化し， Exonuclease m (Takara) 

の作用時間を変化させて各種の長さのデイリーション (deletion)を

かけた。その後， Mung bean nuclease(Takara)で一本鎖の部分のみ

を特異的に消化した。さらに Klenowfragment (Takara)により断片

を正確に平滑化した。この断片をセルフライゲーションさせて環状

プラスミドとした後，大腸菌を形質転換して， 目的の長さまでのデ

イリーションのかかったインサートをもっフラスミドが入ったコロ

ニーを選別して，培養した。この培養増殖した大腸菌よりプラスミ

ドを精製してシークエンス用とした。シークエンス反応はTth

polymerase(Pharmacia) ，およびFITCラベルした M13reversal 

primerを用いてジデオキシ法によるサイクルシークエンス法で行っ

た (Sangeret al.， 1977)。またシークエンス分析のための電気泳

動は尿素を含む似ポリアクリルアミドゲルを用いて ALF全自動シー

クエンサー (Pharmacia社製)によって，塩基配列を決定した。また

ウマ mtDNAのDループ領域が正しく増幅されたか否かをDNASIS-Mac

ソフト (Hitachi Software Engineering)を使って， PCR増幅された

両端の tRNA領域について，ウシの配列とのホモロジーから確認する

と共に， 3頭聞の塩基配列の違いについて検索し，超可変領域を決

定した。
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3. 実験結果および考察

1 )ブタ mtDNAプローブを用いたウマ mtDNAの解析

mtDNAの配列が各動物種間で極めて相向性が高いことに注目し，

ウマの mtDNAの塩基配列置換をもとにした多型性を検索する手段の

lっとして，すでに全 mtDNAの塩基配列が解読されているヒトや他

の動物種の mtDNAの全部または一部をフローブとして，ウマ mtDNA

との閣でサザンハイブリダイゼーションを行い，両者間の相向性や

多型性の有無を調べることにした。そこで， クローン化したブタ

mtDNAをプローブとしてウマを含む各動物種の mtDNAとのハイブリ

ダイゼーションを行い，その結果を図 2-5に示した。ウマ，ウシ，

ヤギ， ヒツジにおいてはいずれも mtDNAのハイブリダイゼーション

バンドは比較的明瞭に確認することができた。しかし，ウサギ，ニ

ワトリ，およびヒトの mtDNAに対してはハイブリダイゼーションバ

ンドが不明瞭であった。また，各動物種の mtDNAに対するブタ mt-

DNAプローブの接合度の程度を定量的に分析するため，デンシトメ

ーターを用いてオートラジオグラフィー上のバンドの相対濃度を測

定した。その結果，ブタ mtDNAに対する濃度(吸光度値〉を 100児と

した時のハイブリダイゼーションの程度は，ウシ (28%)，ヤギ(15児

) ，ウマ (10%)，およびヒツジ mtDNA(7わではその数値が比較的高

かったが，ニワトリ，ウサギ，およびヒト mtDNAでは2児以下と低い

結果であった。これらの結果の中で，ブタ mtDNAをプローブとした

場合，ウマ mtDNAに対するハイブリダイゼーションの相対比が 10児

近くあることから，これらのプローブはウマ mtDNAの多型性検索の
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ための指標として利用できる可能性があるものと考えられる。

そこで， これらの mtDNAプローブを利用して，ウマ mtDNAを特定

の制限酵素を用いて消化し，種内変異の有無を調べるために，電気

泳動してサザンハイブリダイゼーション法により， mtDNAの断片長

によって現れるノくンドパターンの多型分析 (RFLP解析)を行 った。

非血縁馬の 5頭(サラブレッド種)の全 I)N Aについて 3種類の制

限酵素 (EcoR I， Bam H I， Bgl II )を用いた切断ノぐターンを図 2-6に

示したが，多型性は観察されなかった。同様に，他の 5種類の制限

酵素の切断ノぐターンにも多型性は観察されなかった。このように 8

種類の制限酵素による mtDNAのRFLP分析では多型性の検出はできな

かったが，それはサラブレッドが遺伝的に類似性の高いホモロガス

な動物集団であるためであろうと考えられる。従って，全 mtDNAを

用いた RFLP分析は，サラブレッドについては適当な方法とは言えな

いことを示唆しているものと考えられる。柴田ら (1990)は，肝臓，

牌臓，腎臓より抽出した mtDNAを用いたRFLP法による多型解析を報

告しているが，軽種馬(サラブレッド種等) 9頭および，重種馬 16

頭の計25頭について， 8種類の 6塩基認識の制限酵素による検出を

試みた結果，わずかに BamHIに多型性が認められたと報告している。

しかし，これも 2つのモルフ，すなわち切断ノ〈ターンしか存在が認

められず， RFLPによる品種特異的な多型現象の検出は不可能であっ

たとしている。

また，今回用いたサザンブロットハイブリダイゼーション法によ

るウマ mtDNAのRFLP分析では 1回当たりの検査に DNA量が多量に

必要であり，サラブレッド種などの競走馬や動物園で飼育されてい

る Equus属の種類では，臓器からの mtDNAの抽出が不可能であり，
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有効な方法ではないと思われる。他方で mtDNAの抽出は実験操作も

煩雑であるため，多数のサンプルを扱う実験には実用的な分析法と

は言えないであろう。ヒトおよびその他の動物種において多型解析

に応用されている mtDNA Dルーフ領域が，核 DNAに比べて変異も多

いので，ウマ mtDNAについても全塩基配列を決定したのち，その配

列を利用してプライマーを作製し， 目的の領域を PCR増幅して多型

解析を行うことが有効な分析法と考えられる。

2)ウマ mtDNAのDループ領域のクローニングと全塩基配列の決定

前述の結果から，相向性の高いブタなどの他の動物種の mtDNAプ

ローブを用いた RFLPs分析やそれらのフローブをウマ mtDNAの塩基

配列解読のために利用することは困難であることが明らかとなった

ので，ウマ mtDNAの塩基配列を解読し，ウマ由来のプローブやプラ

イマーを用いた多型解析が必要となったので，その目的に沿った研

究を行った。

(1) ウマ mtDNADループ領域の特異的 PCR増幅

ウマmtDNADループの塩基配列を解読するために基本となるプラ

イマー設計は，多くの動物種の mtDNAの配列のうち，ウシ， ヒト，

およびマウス mtDNA塩基配列のhighlyconserved regionのスレオ

ニンおよびフェニルアラニンの tRNA領域に設計した。これらの設計

に基づいて合成したプライマーを用いて 3頭のウマ mtDNA各20ngを

テンプレート DNAとして PCR増幅を行ったところ，約 iμgのベ

クターへのインサート用増幅 DNAを得ることができた。この PCR
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産物を1.5%アガロースゲル電気泳動によって確認したところ，約

1300bpに位置する鮮明なシングルバンドが認められた。この PCR産

物の大きさはウシのmtDNADルーフの塩基数に比較してやや大きい

が，両端に tRNAの一部を含む Dルーフ領域に適合する大きさである

ものと考えら れる。

(2) PCR産物の分子クローニング

アガロースゲル電気泳動によって分子サイズを確認された 3頭の

ウマの PCR産物を，電気泳動のゲルよりそれぞれ切り出して回収し

た後， これらの DNAをT4DNAリガーゼを用いて Tベクターに連結

して，大腸菌を形質転換し，培養後分離精製した各フラスミド、 DN

Aについて， クローニングの是非を検討した。その結果， クローニ

ングした各プラス ミド (pEDLl， 2， 3と命名)を制限酵素EcoRIで切

断して得られた DNAは，ベクター及びインサートとして用いた D

NA断片を対照とした電気泳動分析によって，それぞれの断片の大

きさが一致することから，いずれも分子クローニングされているこ

とが明らかとなった。図 2-7に示した電気泳動像から， pEDL1の分

子サイズを確認することができた。ウマの mtDNAのDループ領域断

片の PCR増幅およびクローニングが良好に行えたが，その理由とし

てはプライマー設計に際して 3/末端がウシ， ヒト，マウスで種を

こえて特によく保存された部位，すなわち， tRNAThr とtRNAPheの

アンチコドンを含み 3/末端の 11---12塩基が一致する部位を選択し

たことによるものと考えられる。さらに， この断片のクローニング

においては Tベクターを用いたので，プライマー設計の際に 5/末

端側に制限酵素サイトを付加したり (Scharfet al.， 1986)， PCR 
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産物の両末端を平滑化する等の必要がなく，ライゲーションの効率

もよくてクローニングが比較的容易であった。

(3)ウマmtDNADルーフ領域のシークエンスデータとコンビュータ

解析による相向性の検討

次に， PCR増幅とクローニングで得られた 3頭のウマmtDNADル

ープ領域の DNA断片についてジデオキシ法によりそれらの塩基配

列の解読を試みた。その結果， 3個体とも 2クローンずつの塩基配

列の解読がなされたが，いずれも同一個体内での塩基配列は完全に

一致していることからウマmtDNADルーフ領域の塩基配列解読に成

功したことが明らかであった。 3頭のウマ mtDNAのDループ領域の

DNA画分のうち，プライマー接合部を除く両端の配列は図 2-8に

示すように 3頭とも完全に一致していることが明らかにされた CL-

strandの配列を 5/→ 3/の方向に示した)。すなわち，プライマ

ーに続くレstrandの 5/側99bp CtRNAThr の一部と tRNAPro )のシ

ークエンスは， maximum matching法でウシの同部位と 80郊のホモロ

ジーを示していた(図 2-9)。また， L-strandの 3/側30bpC 

tRNAPhe の一部)もウシの同部位と 76児の高いホモロジーが認めら

れた。この結果より，本研究でクローニングされた DNA断片は，

tRNAコード領域で高いホモロジーが認められたことから，確実に D

ループ領域を増幅できたものと考えられる。

また，解読できたウマ mtDNAのDループ領域の全長はそれぞれ

1114， 1115， 1146bpであり，配列数に若干の個体による差異が認め

られた。すなわち，それぞれの全長の差は pEDL2は， pEDL1 に対し

て 1塩基の挿入が認められ， pEDL3は pEDL1に対して TGTGCACCの 8
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bpの4回(計 32bp)の挿入が認められた。また， pEDL2は pEDL1と

比べて， 18か所の塩基置換部位が認められ， pEDL3では lか所の塩

基置換が認められた。 Dループ領域全体の塩基構成はA;314-321(

28.0-28.5%)， C; 339-351 (30.4-30.6児)， G;163-171(14.6-14.9児)， 

T; 294-303(26.4-26.6わであった。また，特徴的な配列として，

TGTGCACCの 8bpのtandemrepeats (図2-10) が認められ， pEDL1 と

pEDL2では 18回， pEDL3では22回の繰り返しが認められた。基本単

位である 8bpの塩基構成は， A;12.5%， C;37.5%， G;25児， T; 25%であ

っfこ。

ヒトとウシの mtDNAの蛋白コード領域でのホモロジーは 63-----79%

(Anderson et al.， 1982) であり，塩基置換の多い Dループ領域で

のホモロジーは 55%であることが明らかになっている。一方，本研

究で得られたウマ (pEDL1) とすでにAndersonet al. (1981， 1982) 

により報告されているヒトまたはウシとの Dルーフ領域でのホモロ

ジーは各々 56児であった。この結果から，他の日南乳類と同様に

Equus属においても Dループは塩基置換の多い領域であることが類

推できた。また， 3頭のアライメントの比較より tRNAPro とlarge

conserved-sequence blockとの聞における 18の塩基置換の中に， 11 

個の塩基置換が集中しており，この領域が最も変異の多いhyper-

variable regionであろうと推察された。 Horai et al. (1990)は，

この領域がヒトの mtDNAの中で最も変異の多い領域であると報告し

ている。本研究で観察された変異の種類は，全てトランジション却

変異(プリン塩基→プリン塩基， ピリミジン塩基→ピリミジン塩基)

で， これはトランスバージョン型変異(プリン塩基→ピリミジン塩

基， ピリミジン塩基→プリン塩基)に比べて起こりやすく，分析し
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た 3頭がいずれも同一品種(サラブレッド種〉であったためであろ

うと考えられる。また， Dループ両端の tRNA領域には， 3頭の間に

変異が観察されなかった。 Dルーフ (L鎖)の塩基構成は，他の晴

乳類と同様にウマにおいても A/Trichであった(表 2-1参照)が，

その中でも Cの割合が最も高かった。これはヒトの塩基構成 (A;30児，

C ; 33. 2%， G; 13. 7児， T; 23. 1わと類似していることが判った。

3)ウマ mtDNADルーフ内塩基配列の特徴

前節の研究において，ウマ mtDNAのDループ領域の塩基配列が解

読できたので，それらの Dルーフ内塩基配列構成上の特徴について，

ヒトや他の動物種のmtDNADループの塩基配列との比較検討を試み

た。図2-11にウマ， ヒト，ウシおよびウサギの 4種の Dループ配列

を示した。これらの塩基配列の比較より，日南乳類の mtDNAのDルー

プの幾つかの特徴は，ウマの Dループ領域においても観察されたも

のと同ーであった。これは，ウマにおいても他の晴乳類の mtDNAと

同様に， large central-conserved-sequence block (No.708-975bp) 

と， 3つの littleconserved-sequence blocks (CSBl， CSB2， CSB3) 

が検出されたことを示すものである。

一方，既に観察してきたようにウマのmtDNADループの塩基配列

内には 8bpを 1単位とする tandemrepeatsが認められたが，この反

復配列の存在は，すでにウサギ (Mignotteet al.， 1990)，グリー

ンモンキー (Karawyaet al.， 1987)，およびブタ (Ghivizzani et 

al.， 1993)においても見い出されている。ウサギの反復配列では，

20bpが 10固と 153bpが 4回存在し，グリーンモンキーでは 108bpが

- 2 5 -



3回，ブタでは 10bpが14---29回繰り返して配列していると報告され

ている。本研究においては検出されたウマの反復配列の位置は，

conserved sequence blockの!と 2の聞に存在し，ウサギの short

tandem repea ts (20bp x 10回: GCAC GTAC ACCC GTAC GCAC)および

ブタの shorttandem repeats (10bp x 14---29回: CGTGCGTACA) と類

似していることが明らかにされた。また，その塩基構成は (A.12.5児;

C. 37. 5%; G.25%; T.25%)であり，ウサギの塩基構成(A.25児; C. 45%; 

G.20児; T. 10児)，ブタの塩基構成 (A.20%;C.30%; G.30%; T.20%)と比

較してG/Crichという点で類似した傾向を示していることも認めら

れた。また，ウマとウサギには， GCACの配列が含まれており，ウマ

の 8bpのうち中央の 4bpはTGCAでパリンドロミックであり， ピリミ

ジン塩基とフリン塩基が交互に配置していることも判った。ウマの

3個体における反復回数は，それぞれ18回， 18回， 22回で，個体問

での差異が認められた。

この個体聞の反復回数の差異を調べる目的で，図2-12に示した反

復配列を含む領域を増幅するためのプライマーを作製した。 PCR反

応液には，テンフレート DN A (400ng) ，プライマー (lpmollμ2

)， dNTPmix. (1. 25mM)， Buffer (lmM Tris/HCl pH8.3， 5mM KCl， 

1.5mM MgC12' 0.0訪 問 -40)， Taq polymerase (2. 5uni t， Cetus)を

それぞれ加えて， total volumeを50μ! としたものを用いた。 PCR

反応は，予備変性を960

Cで 2分間行い，次に変性940

C 1分，アニー

リング680

C 1分，伸長720

C 1分を30回行い，最後の伸長は， 720C 10 

分で行った。このような条件下で，サラブレッド種 5頭，中半血種

i頭，ポニ -1頭，ブルトン l頭， 日本在来馬 2頭の計 10頭から精

製した mtDNAをそれぞれ PCR増幅して，アガロースゲル電気泳動を
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行い，移動度の差から反復回数の違いを調査したが， 2つ以上の反

復回数の違いを検出することができた(図2-13参照)。

この反復配列に関しては，ウサギ (Mignotteet al.， 1990)およ

びブタ (Ghivizzaniet al.， 1993)では個体内および個体間での

heteroplasmy (ヘテロフラスミー)が存在することが既に報告され

ており，チョウザメでは地域差によるヘテロプラスミーの違いが報

告されている。また， Madsen et al. (19'93)は，ヘテロプラスミー

の起こるメカニズムは， DNA複製の際の slippageとmispairingが

原因であると報告している。 Hoelzelet al. (1993)は， DNA複

製の際のslippageとcrossingoverが原因であると報告している。脊

椎動物のmtDNADループ内に観察された反復配列に関する総説もあ

るが (Hoelzel， 1993)が，特に Equus属における種差や在来馬のよ

うな生息地域の差にもとずくウマの品種差と反復回数の違い，およ

びヘテロプラスミーとの関連については未だ解明されておらず，今

後の問題として大変興味の持たれるところである。

また， ヒトやマウスでは tRNAPhe と largecentral blockの聞の

領域には 3つの shortconserved block (Walberg and Clayton， 

1981)が認められているが， m t DNAのH鎖の複製開始点 OHならび

に両鎖の転写開始点は主にこの領域より見つかっている (Clayton

1984， A t tard i 1985)。ウマにおいても，同様の配列がこの領域に

存在しているものと推察される。また，ウマとウシでlarge

central blockのホモロジーは 82先であり， この領域は mtDNAの中

で最も良く保存されている領域のーっと考えられる。既に図2-11に

示したように，晴乳類でconservedblock 3とほNAPheの聞の領域

の長さがそれぞれ異なっており，数十bpから数百bpまでの差異が見
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られる。ウサギでは，特に長く 153bpX4回の longrepeatsも含め

て約 670bpである CMignotteet al.， 1990)。さらに， tRNAPro と

large central blockの間もその長さと塩基構成が異なっている。

これらの事実を併せて考えていくと，ウマをはじめとする晴乳類で

はDループの長さに違いが生じており，それは主に Dループの両末

端での長さの違いに起因しているためではなし 1かと考えられる。
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4 .小括

1 )核 DNAに比較して塩基置換発生率が高いとされているウマ mt-

DNAの多型性を検出するために，既にクローニングされている ブタ

mtDNAをプローブとしてサザンハイブリダイゼーション法を行い

ウマ mtDNAに対する相向性について検討した。その結果，ブタ mt-

DNAフローブは，ウマの mtDNA型に対してハイブリダイズする相対

濃度が高く，ウマ mtDNAの多様性を検討する上で有効であるものと

考えられた。そこで，ブタ mtDNAプローブを用いて，サザンハイブ

リダイゼーション法による RFLP解析を行ったが， 8種類の制限酵素

によって切断した非血縁馬(サラブレッド種〉の全 DNAのRFLP解

析からは，いずれの場合も多型性は観察されなかった。従って，全

mtDNAを用いた RFLP分析は，ホモロガスな集団であるサラブレッド、

種等の多型解析には適当な方法とは言えないのではなし、かと考えら

れた。

2) mtDNAの中で，特に多型性に富むと考えられるウマ mtDNAのDル

ープ領域の全塩基配列を解読するため， P IC R法および遺伝子クロー

ニング法を利用して mtDNAの分子クローニングを行った。サラブレ

ッド種の肝臓から分離抽出した mtDNAをテンプレート DNAとして，

mtDNA Dルーフの両端の tRNA領域に設計したブライマーを用いて，

PCR増幅産物を Tベクターにクローニング後， Dループ全域の塩基

配列を解読した。初めてこの研究から，ウマmtDNADループ領域の

塩基配列を決定することができた。 Dループの全塩基数は， 1114， 

1115， 1146bpであり，その塩基構成は， A; 約28弘 C; 約30児， G; 

約 15児， T; 約27児で，他の晴乳類と同様にA/Trichであることが明
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らかにされた。

3)ウマのmtDNA Dルーフ配列の特徴として， ヒト，ウシ，ウサギ等

の晴乳類の mtDNAと同様に， large central-conserved-sequence 

block と， 3つの littleconserved-sequence block CCSB1， CSB2， 

CSB3) が検出された。また， tRNAPhe とlargecentral blockの聞

の領域には 3つの short conserved blockがあり，この領域に H鎖

の複製開始点 OH ならびに両鎖の転写開始点が存在しているものと

推察された。また，ウマとウシにおける mtDNADループ領域での

large central blockのホモロジーは 82児であり， この領域は mt-

DNAの中で最も保存された領域のーっと考えられた。ウマと他の附

乳類で Dループの長さに差異が認められているのは 主に Dループ

の両末端での長さの違いに起因しているためと考えられた。また，

ウマの mtDNAのDルーフ内の塩基配列の特異的配列として，

conserved sequence block 1 と 2 との聞に~TGTGCACC の 8bp の tandem

repeats が見い出された。その塩基構成は， A. 12.5児; C. 37. 5%; 

G. 25児; T.25%であった。また，ウマの反復配列中にはGCACの配列が

含まれ，かっ中央の 4bpはTGCAでパリンドロミックであり， ピリミ

ジン塩基とプリン塩基が交互に配置していた。反復回数は個体によ

って 18回， 18回， 22固と違いが検出され，同時にヘテロプラスミー

の存在も示唆された。

さらに， 3頭のウマの塩基配列の比較より， Dループ全体では 18

の塩基置換と iつの挿入が認められ，そのうち 11の塩基置換か

tRNAPro とlargecentral-conserved-sequence blockの聞の領域で

観察された。従って， この領域がウマ mtDNAのDループにおける

hypervariable regionで，ウマ mtDNA多型解析を行う上から，利用
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価値の高い領域であることが示唆された。
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A. PCR法による増幅部位

Pr 1 _.. Pr 11 ._ 

rtRNA Thr tRNA Pro 1 (D-loop) rtRNA Phc ] 

B. プライマーの設計

プライマーI 51 >TTA CAC CAG TCT TGT AAA CC<31 

ヒト 1) ATA CAC CAG TCT TGT AAA CC 

マウス2)TTA CTC TGG TCT TGT AAA CC 

ウシ3) ATA TAC TωTCT TGT AAA CC 

プライマー11 51 >TCA TCT AGG Cl¥.T TTT CAG TG<31 

ヒト 1) CCG TCT AAA CaT TTT CAG TG 

マウス2)CCA TCT AAG CaT TTT CAG TG 

ウシ3) TCA TCT AGG CaT TTT CAG TG 

図2-2ウマミトコンドリアDNAのDループ

領域明 11両用プライマーの設計

1); Anderson et al. (1981)より

2); Bibb et al. (198 1 )より .

3); Anderson et al. (1982)より .
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インサーー トDNA /てクター DNA

PCR産物

+ 
T-vector 

1.5% Agarose Gel電気泳動

+ 
断片の切り lBし

+ 
ガラスパウダーで

DNAの1111収
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Transformation (E'. coli ) 

+ 
泊lみ換え体プラスミドを

持つ大腸菌を分離、培養

+ 
アルカリ -SDSで大腸菌より

プラスミドを分離、精製

図2-3ウマmtDNA.Dループ領域の

クローニング
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ブタ mtDNAプローブを用いた他の動物種

とのハイブリダイゼーショ ン
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図2-5

H.ratio(%)はデンシトメトリーによるブタのシグナル

を100%とした時の相対的濃度を示す.
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図2・6 非血縁馬5頭(サラブレッド種)のmtDNA制限酵素切断パターン
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図2-7 PCR産物とそのクローン，および

クローンのEcoRI切断片の比較

P:PCR産物 C:クロ ー ン (pEDLl)

C/E:クロ ー ン(pEDL 1 )のEcoRI切断片

M: DNA分子量マーカー
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tRllAThr -ー
pEDLl: AGAAAAGGGGGAAAACGTTCCTCCCAAGGACTATCAAAGGAGAAGCTCTAGCτ'CCACCAτ'CAACACCCAAAGC'Iロ 75

pEDL21 
pEDL) : 

喧-tRNAPro 

pfDL1: AAATTCTACTTAAACTATTCCTTGATγrCTTCCCCTAAACGACAACAATTCACCCTCATGTGCTATGTCAGTATC 150 
pEDL2: ・ . .. .......•..... . ....... . ........ . ・ ・ー・ー・ー・ ・・ c.o
pEDL3: 

pEDL1: AAATTATACCCCCACATAACACCATACCCACCτ'GACATGCAATATCTTAτロA.Aτ'GGCCCATGTACGτ'CGTG<<:ATT 225 
pEDL2: .0 ・・・・・ ・・・・・・ T・・・・・ ・・・ ・・・・・・・ ・ ・ ・・・ ・ ・・・・・ ・ ・・ .... .T......A 
pfDL3: ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ .............. 'T 

pEDLl: AGATTGTTTGCCCCATGA.ATA.ATAAGCATGTACATAATATCATTTATCτマAC.ATAAGTACJA.TTATATTJA.TTGAτ'C 300 
pEDL21 ・A......CA.......................................... "0 

pEDL3: 

pEDLl: GTGCATACCCCATCCAAGTCAAATCAτ~TCCAGTCAACACGCATATCACA.ACCCAτ'Gττ'CCACGAGCCT A.Aτ'CAC 375 
pEDL2 : ・・・・・・・・・ ・・・ ・・・ ・・・・ ・・ ・・ ・・・・・ ・・・・ ・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T..... 

pEDL3 : 
large CSB -・p

pEDL1: CAAGCCGCGGGAA.ATCAGCAACCCTTCCAACTACG'IロTCCCAAτ'CCTCGCTCCGGGCCCATCCAAGCGTIロGGGG 450 

pEDL2: 
pEDL) : 

pEDLl: TTTCTACA.ATGAA.ACTATACCTGGCATCTGGTTCT1寸'CTTCAGGGCCATτ'CTCACCCAACCTCGCCCAτ守、CTTTC 525 
pEDL2: ・・...・・・・・・ ー・・ ・・・・・・・ ・ ・・ ・ ・ ・・・ ・ ・ ・・ .. " ~r 

pEDL3 : 
骨- large CSB 

pHDLl: CCCTTAAATA.AGACATCTCGATGGACTA.ATGACTA.Aτ'CAGCCCATGCTCACACATAACTGτロATTTCATGCATTT 600 
pEDL2: ・・・・・・・・・ ・ ・・ ー・・・ ・ ・ ・ ............... .............0 

pEDL3 : 

pEDLl: GGTAτ'CTTTTTATATTTGGGGATGCTATGACTCAGCTAτロGCCGTCAAAGGCCTCGACGCAGTCAATTTAAATI'G 675 
pEOL2: ・..'T 
pEDL3: 

CSBl 
pEDL 1: AAGC1ロGACτマAAATTGAACGTTAT1'CCTCCGCATCAGCAACCACAAGGTGτ'1'AτマCAG1'CCATGGTA.ACAGGAC 750 
pEDL2: ・・ ・・・・・・・・・ ............................... 'T・・

pEDL3 : 
Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 

pEDLl: ATAGGAA.ACAAGTGCACCTGTGCACCTGτロCACCTGTGCACCTG1ロCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCT 825 
pEDL21 
pEDL3: 

R8 R9 RIO Rll R12 R13 R14 R15 R16 R17 
pEDLl: GTGCACCTGτロCACCTGTGCACCTGTGCACCTG1沼CACCTGTGCACCTGTGCACCTGτ'GCACCTG'I沼CACCTGTG 900 
pEDL2 : 
pEDL3 : 

R18 
pEDLl: CACCTGTGCACC-ーーーーーーーーーーーーーーーーー白ーーーーーーーーーーーーーTACCCGCGCAGCAAGCAAGTAA TA TAGCTTI 975 
pEDL2: ・・・・・・・・・・・・ ーーー一ーー

pEDL3: ... .. ...• . . 'TGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACC・・

CSB2 CS8主一一一一一
pEDL1: CTTAATCAAACCCCCCCTACCCCCCATTAAACTCCACATA1'GTACATTCA.ACACAATCTI'GCCAAACCCCA.AλλA 1050 
pEDL2: 
pEDL3: ・・ ・・・・

pE DL 1: CAAGACT AAACA.A TGCACAA TACTTCA TGAAGCTT AACCCTCGCATGCCAACCJ¥ T AA T AACTCAACACACCT AAC 1125 
pEDL2: 
pEDL3 : 

pEDL1: A.ATCTTAACAGAACTTTCCCCCCGCC-ATTAATACCAACAτロCTACTTIAATCI¥.ATAλAATTTCCATAGACAGGC 1200 
pEDL2: ・・・・ ・・・・・・・.. 'C' .... ..， • 'C 
pEDL3 : 

tRNAPhe -ー
pEDLl: ATCCCCCTAGATCTA.ATTTTCTAAATCTGτ'CAACCCTTCTTCCCCCGTTA.ATGTAGCτマA.ATAATATAAAGCA.AG 1275 
pEDL2: ・・・・・ ・・・・・・・・ G・・ ・・・・・・

pEDL3: ・・

pEDLlI G 
pEOr.2: 
pEDL3: 

さ12-8 3頭のウマmtDNA・Dループ領域の塩基配列

(注 1) tRNA(Tbr， Pro， Phe)の配列も併せて示した

(注 2) 保存領域(CSB1，CSB2， CSB3)， 大きな保存領域

(large CSB: position 374-611)，および反復配列を

を出基配列の lニに示した

(注 3)ハイフンは出基の欠失を，ドットはpEDLlと|百jじ配列を示す
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A. tRNA(Thr・Pro) 80% 

Horse AGAAAAGGGGGAA-AA仁GTT一仁仁T仁仁仁-AAGGA仁TAT仁AAGGAAGAA

Ca七七le AGAGAAGGAG -AA仁AA仁一TAA仁仁T仁仁仁TAAG-A仁T一一仁AAGGAAGAA
15700 15720 

Horse G仁T一仁TAG-仁丁仁仁A仁仁AT仁AA仁A仁仁仁AAACi仁TGAAATT仁TA仁TTAAA.. . .. ... ...................... ..... .... . 
-・ ・・・ ・・・ ・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ..... ..... 

Ca七七le A仁TG仁-AGT仁T仁-A仁仁ATCAA仁仁仁仁仁AAACi仁TGAAGTT仁TATTTAAA
15740 15760 15780 

Horse 
仁TATT仁仁TTG

Ca七七le 仁TATT仁仁仁TG

B. tRNA (Phe) 76% 

Horse GTTAATGTAG仁TTAATAATATAAAG仁AAGGi

Ca七七le GTTGATGT AG仁-T--TAA仁仁仁AAAG仁AAGG
370 390 

図2-9 ウマ(Horse)とウシ(Cattle)の塩基配列の比較

A ; tRNAThrとtRNAProの領域における相向性(%) 

B ; tRNAPheの領域における相同性(%) 

(注 1) N o.は，ウシ(Andersonet al.， 1982)の塩基番号を示す.

(注 2)ハイフンは塩基の欠失を示す.
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図2-10 Dループ内にみられたウマ特異的反復配列

(it) T GTGC A CCの 81ii基が 18 I可繰り返している.
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Pri.mer I 
TGTIATICAGT仁仁ATGGTAA仁AGGA仁ATAGGAAA仁AAGTGCACCTGTG仁A 50 

仁仁TGTG仁ACCTGTGCAC仁TGTGCA仁仁TGTGCA仁CTGTGCACCTGTGCAC仁 100 

TGTG仁AC仁TGTGCACCTGTGCAC仁TGTG仁ACCTGTGCACCTGTGCA仁CTG 150 

占』 TGCACCTGTGCACCTGTG仁A仁仁TGTGCAC仁TGTGCA仁CTAC仁CG仁GCAG仁 200 
CJ.:) 

AAG仁AAGTAATATAGCTTTCTIAAT仁AAA仁仁仁仁仁仁CTACCCC仁仁ATTAAA 250 
Pri.mer、II

CTC仁ACATATGTA仁ATICAACACAAT仁TIG仁仁AAA仁仁仁仁AAAAA仁AAGA仁 300 

TAA 

図2-12 反復回数の違いを検出するためのPCR増幅部位



図2・13 家畜馬10頭における ウマ特異的反復配列のPCR増幅
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表2-1 晴乳類のmtDNA.Dループにおける 塩基構成の比較

A C G T 

ウマ 314-321 339-351 163.，171 294-303 
(28.0・28.5%) (30.4-30.6 % ) (14.6・14.9%) (26.4・26.6%)

ヒト 337 373 154 259 
(30.0%) (33.2%) (13.7%) (23.1 %) 

ウシ 229 222 125 264 
(32.9%) (24.4%) (13.7%) (29.0%) 

マウス 299 218 104 258 
(34.0%) (24.8%) (11.8%) (29.4%) 

ウサギ 583 530 234 491 
(31.7%) (28.9%) ( 12.7%) (26.7%) 

(注) ( )内は， 割合 (%)を示す
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第 3章 ウマmtDNADルーフ領域の DNA多型解析法の検討

1 .緒言

ウマ mtDNAにおける多型解析を進めていくために，前章で述べた

とおり，ウマmtDNADルーフ領域の全塩基配列を解読し，その塩基

配列の構造解析を行ったところ， Dループ全体で 18の塩基置換と

つの挿入を認め，そのうち 11の塩基置換が tRNAPro と large

central-conserved-sequence blockとの聞の領域で観察された。従

って， この領域がウマ mtDNAのDループにおける hypervariable

regionであることが明らかとなり，特にウマmtDNA多型解析を行う

上で，利用価値の高い領域であることが示唆された。そこで， これ

らの塩基配列が決定されたウマmtDNAのDループを利用して多型解

析を行うために，有用な手法を確立するために最近開発されてきた

3つの代表的な多型分析法を検討し，ウマの mtDNA多型検出のため

の実用化を試みた。

まず第一に， polymerase chain reaction-single strand 

conformation polymorphisms (PCR-SSCP)法について検討した。

PCR-SSCP法は， Ori ta et al. (1989) によって開発された技術であ

り，ゲノム DNAに存在する任意の部位における塩基置換を電気泳

動によるバンドの移動度の違いとして検出する方法である。本法は，

異なる塩基配列を持つ一本鎖 DNAのとる高次構造が，それぞれの

塩基配列特異的なものであるために，電気泳動移動度が異なってく

ることを利用したものである。また，実験操作が簡単なために，変

内
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異の種類が判明しているガンや遺伝病の DNA診断および研究にも

応用されている (Grodenet al.， 1991; Dworniczak et al.， 1991)。

従来，点突然変異に由来する多型性を検出するためには，サザンブ

ロットハイブリダイゼーション法によって分析するか， 目的の DN

A領域を分子クローニングした後，塩基配列の解読等を行う必要が

あり，煩雑な技術と多くの時間を必要としている。そこで簡便に D

NAの多型性を検出するために有効な本法をウマ mtDNAのDループ

領域 299bpの分析に用いて，バンドの検出に大きな影響を与えると

考えられるポリアクリルアミドゲルの濃度，電気泳場j温度およびゲ

ルに含まれるグリセロール濃度を検討し，電気泳動の最適条件の決

定を試みた。さらに ，ウマ mtDNA多型検出に際して，本方法の有効

性についても検討を加えた。

第二の方法として， PCR-RFLP法を検討した。 Saiki et al. (1988) 

により開発された PCR法を利用して，オリゴヌクレオチドプローブ

とドットハイブリダイゼーションを組み合わせたPCR-SSO ( 

sequence specific oligonucleotide)法によって， ヒトの HLA-DNA

のタイピングが可能となった。しかし，多数の対立遺伝子が存在す

る HLA遺伝子の場合には，多数の SSOフローブとフィルターを準備

する必要があり，ハイブリダイゼーションフィルターの洗浄の条件

も各プローブごとに設定する煩雑な操作が必要であり， 1塩基ミス

マッチの判別が困難な場合もあり，非特異的なハイブリダイゼーシ

ョンが避けられない場合もあるなどの欠点も知られている。これら

の欠点を補う方法として， Uryu et al. (1990)は， HLAアロ抗原タ

イプを決定する PCR-RFLP法を開発した。この方法は， PCRで遺伝子

を増幅後，標的遺伝子が対立遺伝子を特異的に切断する制限酔素に

可
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より切断されるか否かを電気泳動を用いて判定する方法である。こ

の方法は， PCR-SSO法に比較して煩雑な操作がなく簡便であること，

再現性に優れていること，時間を短縮でき，多数のフィルターや

SSOプローブを用意する必要がないこと，また放射性同位元素を用

いずに結果の判定が容易なことなど多くの利点が知られている。こ

うした研究状況下のもとに，前章の研究で明らかとなった Dループ

の塩基配列のうち， tRNAPro とlargecentral-conserved-sequence 

blockとの聞の最も変異が蓄積した部位を増幅するようなプライマ

ーを設計するとともに，塩基置換部位を認識する制限酵素を使った

ウマ mtDNAのDルーフ領域のPCR-RFLPによる多型解析を試みた。

第三の方法としては，ダイレクトシークエンス法について検討し

た。ダイレクトシークエンス法は， PCR産物そのものを鋳型として

PCR産物の塩基配列を決定する方法である。従来の方法では， PCR 

産物中の特定の lつの DNA分子をクローニングして，その塩基配

列を決定していくのに対して，ダイレクトシークエンス法はクロー

ニングの過程を経ずに， PCRで増幅された複数の DNA分子の塩基

配列を同時に決定する特徴を持っている。 PCRの過程で誤って導入

された変異も，平均化されてしまい，実際の塩基配列の結果には現

れてこない。従って，正確かっ迅速に塩基配列を決定することがで

きる。ダイレクトシークエンス法の決めでは，いかに効率よく PCR

産物から一本鎖 DNAを生成できるかにあり，今までにさまざまな

方法が工夫されてきている。例えば① PCR産物を熱変性後急冷して

一本鎖 DNAを得るもの (Wonget al.， 1987)，② 2種類のプライ

マーのモル比を変えて PCRを行い，少量の二本鎖 DNAと多量の一

本鎖 DNAを生成する非対称 PCR法 (asymmetricPCR) ( 
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Gyllenstern et al.， 1988;宝来ら， 1991)， ③ PCR産物の一方の

プライマ ーのみを加えて 2回目の PCRを行い， 一本鎖 DNAだけを

増幅する方法(宝来ら， 1991; Murray et al.， 1989)，④ PCR産物

の二本鎖の一方の鎖のみをえエキソヌクレアーゼで消化して一本鎖

DNAを得る方法 (Higuchiet al.， 1989)，⑤一方のプライマーを

ビオチン標識して PCRを行い，ストレフトアビジンの結合した マグ

ネットビーズを使い， ビオチンとストレフトアビジンの結合を利用

して一本鎖 DNAを得る方法(固相化シ ーク エンス法) (Hopegood 

et al.， 1992)などがある。本研究では，⑤の方法である FITC標識

されたシークエンスフライマーと全自動シークエンサーを用いて容

易に解析ができ ， ヒトの mtDNA研究で実際に利用され，良好な結果

が報告されて いる固相化シークエンス法(Hopegoodet al.， 1992) 

を利用した。そしてウマ mtDNAのDルーフの tRNAPro とthelarge 

central-conserved-sequence blockの聞の領域を PCR増幅して，直

接塩基配列を決定し，ウマ mtDNAの多型解析を行うためにこの方法

を利用することの有用性について検討した。
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2. 実験材料と方法

l)PCR-SSCP分析法

(1) ウマ全 DNAの調製

非血縁のサラブレッド種 5頭より採血した全血10mlより，前章

で述べた方法により全 DNAを調製し研究に用いた。

(2)PCR増幅

SSCPの検出感度を高く保つためには， PCR増幅断片は300bp以下

とすることが望ましいので(村上ら， 1992)，図 3-1に示すように

ウマ mtDNAのDルーフ領域 299bpを増幅するようなプライマーを作

製した。 PCR反応液は，テンプレート DN A (全 DN A 400ng) ， 

プライマー (lpmol/μ 1， each)， dNTP mix. (1. 25mM， each)， 

Buffer(lmM Tris-HCl pH8.3， 5mM KCl， 1. 3mM MgC12， 0.02児NP-40

)， Taq DNA polymerase(2. 5uni t， Cetus)をそれぞれ加えて，

total volumeを50μ! としたものを用いた。 PCR反応は，予備変性

を96
0

Cで 2分行い，次に変性940

C 1分，アニーリング530

C 1分，伸

長72
0

C 2分を30回行った。また，最後の伸長は720C 10分で行った。

(3)PCR-SSCP分析

a.電気泳動用サンプルの調製

泳動用サンプルは， (2)において増幅した PCR産物にホルムアミ

ド色素液(95%ホルムアミド， 0.5% EDTA， 0.05児BPB，0.05先

Xylene Cyanol)を 7倍量加え， 100 oC， 10分間熱変性した後，氷中

で急冷して一本鎖 DNAとしたものを用いた。

b.電気泳動条件

ポリアクリルアミドゲルは架橋度を低く抑えるために，アクリル
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アミドとビスアクリルアミドの割合を49:1に調整し，泳動ノくッファ

ーには 0.5x TBE緩衝液を使用した。ゲル濃度は， 5児，7児および

10児，泳動温度は 4
0

C， 10 oCおよび 15
0

Cとして比較検討した。また，

通電量はいずれも 1W/7.5cmとした。さらに，ゲルに対するグリセロ

ール，添加の有無の影響についても検討した。泳動装置は，市販の循

環恒温槽付ミニスラブ電気泳動装置(アト一株:レゾルマックス)

を用いた。

c.染色方法

電気泳動後のゲルの染色は，銀染色法によって行った。すなわち，

50児冷エタノールにてゲルを固定した後，アルカリ液 (0.075児，

NaOH) に30分間浸した。さらに，銀染色液 (0.075%NaOH， 0.25見ア

ンモニアおよびO.36% AgNO 3)にて 22分間処理した後，現像液 (0.005

児クエン酸， 0.02%ホルマリン)にて発色させた。反応停止液には

3%酢酸を用いた。

2)PCR-RFLP分析法

(1)テンプレート DNAの調製

PCR用テンプレートに用いた DNAは，非血縁のサラブレッド 3

頭(日本中央競馬会美浦トレーニングセンターで繋養)， 馬事公苑

で繋養の中半血種 l頭およびポニ -1頭の全血20mlより抽出，精製

して用いた。

(2)PCR増幅

サラブレッド種 3頭のmtDNADループ領域の塩基置換部位を検索

し，図 3-2に示すように，センス側の 7か所の塩基置換を含む領域

(232bp)を増 l隠するプライマーを設計した。また， PCR反応液は，
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テンプレート DN A (全 DN A 200---400μg)，プライマー (lpmol

/μ1， each)， dNTP mix. (1. 25 mM， each)， Buffer(lmM Tris/HCl 

pH8. 3， 5mM KC 1， 1. 5mM MgC 1 2， O. 02児NP-40)，Taq DNA Poly-

merase(2. 5uni t， Cetus)をそれぞれ加えて， total volumeを50μl

とした。 PCR反応は，予備変成96
0

C 1分で行い，次に変成940C 1分，

アニーリング62
0

C 1分，伸長72
0

C 1分30秒を30回行った。また最後

の伸長は72
0

C10分で行った。さらに， PCR産物 (232bp，図 3-2参

照)に対して， 3か所の塩基置換部位を認識する Aci 1(CCGCを認識，

New England Biolabs)， Cfr 131 (GGNCCを認識， Takara)， Mse 1 ( 

TTAAを認識， New England Biolabs)の 3種類の 4塩基認識制限酵素

を用いて， PCR-RFLP分析を試みた。制限酵素処理は， PCR産物 7

μl を 3種類の制限酵素 4---8uni ts を用いて， 370C 2---3時間感

作して行った。制限酵素切断片は， 5児ポリアクリルアミドゲル (70V，

80 min) で電気泳動し， ethidium bromide染色後， UV励起光下で観

察した。サイズマーカーとしては， Bio-Marker Low (フナコシ株)

を用いた。

3)PCRーダイレクトシークエンス分析法

(1) ウマ全 DNAの調製

非血縁の 5頭のサラブレッド種より採血した全血20mlより，全 D

NAを調製した。

(2)PCR増幅

PCR用のプライマーは，図 3-3に示すように，超可変領域を増幅

できるように，サラブレッドの Dループの塩基配列 (1shidaet al 

1994)のうち， tRNAPro とlargeconserved-sequence blockの部

位に設計した。プライマーの配列は， 5/ -GCTGAAATTCTACTTAAACTA 
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TTCCT-3/および 5/(Biotin labeled)-AGTTGGAAGGGTTGCTGATT-3/ 

である。 PCR反応液は，テンフレート DN A (全 DN A 600ng)，プ

ライマー (lpmol /μ 1， each)， dNTP mix. (1. 25mM， each)， Buffer 

(lmM Tri s/HCl pH8.3， 5mM KCl， 1. 5mM MgC12， 0.02児NP-40)，Taq 

DNA Polymerase (4uni t， Cetus) をそれぞれ加えて， total volume 

を75μ! としたものを用いた。 PCR反応は，予備変性を96
0Cで 2分

行い，次に変性94
0

C 1分，アニーリング58
0

C 1分，伸長72
0C 1分を

35回行 った。また，最後の仲長は72
0C10分で行った。これらの PCR

産物の一部は， 2児アガロースゲル電気泳動で正しく増幅されている

ことを確認した。

(3)ダイレクトシークエンス法

PCR産物は，マイクロスピンカラム (Pharmacia社)により精製し，

アルカリ変性による一本鎖 DNAをマグネットビーズ (Dynabeads;

Dynal)を用いて回収した(図 3-4参照)。シークエンス反応は， T7 

polymerase (Pharmacia)， FITCラベルをしたプライマ- 5/ (FITC 

labeled)-GCTGAAATTCTACTTAAA-3/を用いて， ジデオキシ法(

Sanger et al.， 1977)で行った。電気泳動は ALF全自動シークエン

サー (Pharmacia) を用いて，超可変領域の塩基配列を決定した。ま

た，塩基配列のホモロジー検索はDNASIS-Mac(Hitachi Software 

Engineering)を用いて行った。
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3. 実験結果および考察

l)PCR-SSCP法による Dルーフ領域 299bpの解析

(1) PCR-SSCP分析のための各種の条件検討

ウマ mtDNAのDルーフ領域における多型性をPCR-SSCP分析法によ

って検出する場合，それらの塩基置換に基づく一本鎖 DNAの高次

構造の差を電気泳動によるバンドの移動度の違いとしてとらえる必

要がある。しかし，泳動分析像は，ゲル濃度，泳動温度およびゲル

に含まれるグリセロールの濃度などによって影響を受け易い。そこ

で，まず tRNAPhe に隣接し，塩基置換が認められたウマmtDNADル

ープ領域 299bpを特異的に PCR増幅し，単一のバンドとして観察さ

れた PCR産物をサンフルとして，多型性を正確に分析するために各

過程の条件について順次検討した。なお mtDNAは環状二本鎖 DNA

であり，母性遺伝することから， PCR産物をSSCP分析した場合 2本

のバンドとして観察されることが期待できる。ただし，ヘテロプラ

スミーの場合には 4本以上のバンドが検出される可能性も考えられ

る。

a)ゲル濃度とサンプル量の検討について

ミニスラブ電気泳動によってウマmtDNADループの塩基置換を

SSCP分析する場合，アクリルアミドゲルの濃度，すなわちゲルのポ

アサイズが大きく影響すると考えられるので，泳動用ゲル濃度を5児，

7%および 10児の 3段階に設定して，電気泳動分析を行い，その結果

を図 3-5に示した。なお，それぞれのゲルは， 10% グリセロールを

含ませ， また，サンプルの量は50ng，25ngおよび 10ngで、検討した。
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この結果， 5%ゲルでは塩基置換の高次構造の違いによるバンドの分

離能が低く， 10児では非特異的なノくンドの出現が多く見られたのに

対し， 7先[図 5の(b)]の場合は多型性が認められる比較的鮮明なノく

ンドノ〈ターンが得られた。

b)電気泳動温度の検討について

前述のゲル濃度条件検討より，良好な結果が得られた7児ポリアク

リルアミドゲルを用いて，泳動沼度を検討した。この結果， 40Cで

はバンド、の間隔が広すぎ， 10 ocでは非特異的なバンドが出現するた

めにバンドが 3本に見えるケースが多かった。一方， 150C [図 3-6

の(c)]では，各ノくンドが明瞭に検出され， またバンド間隔も良くこ

の条件が最適であると判断された。

c)グリセロールの影響について

前述の条件検討に基づき， 7%ポリアクリルアミドゲルを用いて，

15
0

Cで泳動を行い，ゲル中にグリセロールを含む場合と含まない場

合の検討を行った。この結果，図 3-7の (a)に示すようにグリセロ

ールを 10児含むゲルでは，多型性を示す各ノくンドの分離が良好であ

ったが， グリセロールを含まないゲルでは多型性が検出されず，非

特異的なノくンドが検出された。

これらの結果から，ウマの mtDNAのDループ領域 299bpを指標と

して多型性を検出する場合には， 10児グリセロールを含む7児ポリア

クリルアミドゲルを用いて，泳動温度 15
0

CでPCR-SSCP分析を行うの

が有効であると判断された。また， これらの分析条件によって分析

した非血縁の 5頭のサラブレッド種において 3つのSSCPバンドパ

ターンを検出することができ，この方法は，ウマmtDNADループ領

域の多型解析を行う上で有用な方法であることが示唆された。
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なお， PCRにより Dループ領域の単一 DN}¥断片が増幅されるに

もかかわらず， この PCR産物について SSCP解析を行うと 一本鎖

DNAが同じ移動度を示さず，ウマ mtDNAの場合 3本以上， ときに

はスメア状になったが， これは一本鎖 DNA断片が複数の安定な高

次構造をとること，あるいはゲルの表層と深層の聞の微妙な温度条

件の相違などにより，異なる高次構造をとることなどが考えられた。

2)PCR-RFLP法による Dループ領域 232bpの解析

次に，塩基置換部位を認識する DNA制限酵素を使ったウマ mt-

DNAのDルーフ領域のPCR-RFLPによる多型解析を行った。すなわち，

mtDNAのtRNAPro とlargecentra卜conserved-sequenceblockとの

聞の 7か所の塩基置換を含む領域 (232bp)について， PCR増幅を行

い，精製された PCR産物を 3種類の制限酵素で消化した後， 5児ポ

リアクリルアミドゲルを用いた電気泳動法によって制限酵素切断パ

ターンを解析した。ウマ mtDNAのDループ領域を PCR増幅した結果，

5頭のサラブレッドのサンプルはすべて単一のバンド、として特異的

に増幅することができた。また， PCR時のテンプレート量は，全 D

NAとして 200---400μgで十分であることも判った。各 PCR産物

の大きさは等しく，欠失や挿入は観察されなかった。そこで，これ

らの PCR産物を 3種類の制限酵素を用いて消化し，電気泳動によっ

て得られた制限酵素切断パターンを図 3-8，3--9および3-10に示し

た。 Aci 1消化では，図 3-8に示すように， 3つの切断ノ守ターンカご

認められた。サラブレッド個体 2，3および中半血種には，制限酵

素サイトはみられず， フラグメントの大きさは 232bpであった。サ
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ラブレッド個体 1のフラグメントは， 133 bpと99bpであり，またポ

ニーは， 152bp と80bpであった。なお，サラブレッド個体 1および

ポニーのAc i I消化のパターン Bには， 2つの切断片の他に， 232 

bpの断片も認められた。それは，ヘテロプラスミーのためであろう

と考えられた。また，ポニーでは，図 3-2の 3頭について DNAア

ライメントの比較から，さらに他の部位に変異が生じているものと

考えられる。

Cfr 131消化では，図 3-9に示すように， 2つの切断ノてターンが

認められた。すなわち，サラブレッド個体 L 3 ，中半血種，ポニ

ーには，制限酵素サイトが認められず， フラグメントの大きさは

232bpであった。サラブレッド個体 2は， 1 79b pと53bpであった。

Mse I消化では，図3-10に示すように， 2つの切断ノ守ターンが認

められた。サラブレッド個体 2，3のフラグメントの大きさは，

173 bpと59bpであった。サラブレッド個体1，中半血種，ポニーで

は， 139 bp， 59bpと34bpであった。これらの 3種類の制限酵素によ

る切断ノ〈ターンを組み合わせた DNAタイピングの結果を表 3-1に

示したが， 5頭のウマでそれぞれ 1---5型の 5つの型に分類された。

今回 3つの制限酵素でそれぞれ 3種， 2種および 2種類のパターン

を認めたので，最高で 3x 2x2 ==12のタイプが存在するものと推

察された。以上の結果から， PCR-RFLP法は，ウマのmtDNADループ

の多型解析法として有効な方法であると考えられた。

3)PCR-ダイレクトシークエンス法による Dループ超可変領域を利用

した多型解析
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ウマ mtDNA Dルーフにおける塩基置換を指標とした多型分析の第

3番目の方法として， PCR-ダイレクトシークエンス法について検討

した。この方法を行うために，前述のPCR-RFLP法で用いた Dループ

領域と同じ tRNAPro とlargecentral-conserved-sequence blockの

聞を PCR増幅し， この領域について固相化シークエンス法を用いて

塩基配列解読を行った。その結果， PCR反応で多型性を示す領域を

含む 336bpのDNA領域のみが特異的に増幅されており， シングル

バンドとして観察された。なお， 1頭のサンプルにおいては PCR増

幅がやや不良であったが，この PCR産物の 1/10量をテンプレート

DNA として，再度 PCRを実施したところ，増幅は良好に進行し，必

要とする PCR産物量が得られた。また，前述の PCR産物に関するシ

ークエンス反応においては，プライマーピークによる影響のため，

プライマー接合部位の直後の約20塩基の配列を判読できない場合が

多かったが，概ね良好にシークエンス反応と塩基配列解読を行うこ

とができた。

5頭のサラブレッド種で塩基配列の判読が可能であった 271塩基

すべてを図3-11示した。コントロールとして pEDL1(Ishidaet al.， 

1994) の配列を併記し，比較した。この結果，表 3-2に示すように，

ウマ mtDNAのDループの 271塩基のうち， 21か所の塩基置換と 2か

所の欠失が認められた。これらの全塩基置換数のうち 96%がトラン

ジション型塩基置換であり， トランスバージョン型塩基置換はわず

かに 4%であった。以上の結果より，遺伝学的に類似性が高く，ホモ

ロガスな集団と言われているサラブレッド種においては， PCR-ダイ

レクトシークエンス法により mtDNAのDループで多くの変異を認め

ることができ， また本方法では，簡便に変異に関して多くの情報を
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得ることができたので，品種内の変異解析，品種識別，進化解析等

に利用可能な有用な研究方法であると考えられた。
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4. 小括

塩基配列が決定されたウマ mtDNAのDループ領域の塩基配列を利

用して以下の 3つの方法によって多型解析を行い，結果を検討した。

PCR-SSCP法では， Dループ領域 299bpの解析法を検討し， 10児グ

リセロールを含む7児ポリアクリルアミドゲルを用いて， 150Cで電気

泳動を行うのが，最適条件であることが示された。また， 5頭の非

血縁馬で， 3種類のバンドパターンを認めることができた。

PCR-RFLP法では， Dループのhypervariableregion 232bpを PCR

増幅して， 3か所の塩基置換部位を認識する 4塩基認識の制限酵素

Aci 1， Cfr 13I， Mse Iを用いて検討した。また，サラブレッド種

3頭，中半血種 l頭，ポニ -1頭を用いてRFLP解析を行い， Aci 1， 

Cfr 131， Mse Iの 3つの制限酵素で，それぞれ 3種， 2種および 2

種の切断ノぐターンを識別することができた。また， 3つの制限酵素

による切断ノぐターンの組み合わせにより， 5頭のウマが 5型のお互

いに異なるタイフに分かれた。

PCR-ダイレクトシークエンス法では，マグネットビーズを用いた

固相化シークエンス法を検討した。 5頭の非血縁のサラブレッド種

を用いて， Dループのhypervariableregion 336bpを PCR増幅して，

塩基配列を直接決定した。既に塩基配列の決定しているサラブレッ

ドの l頭とその配列を比較したところ ，271塩基の中21の塩基置換

と， 2か所の欠失を検出することができた。本方法では，簡便に変

異に関して多くの情報を得ることができるので，多型解析に最適な

方法であると考えられた。

以上の 3方法は，有用な多型解析法であることが示された。
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σコ

Pri.mer I 

仁仁仁CATTAAA仁TC仁A仁ATATGTACATTCAACA仁AAT仁TTG仁仁AAAC仁C仁A 50 

AAAACAAGA仁TAAACAATGCACAATACTTCATGAAGCTTAA仁CCTCG仁AT 100 

G仁仁AA仁CATAATAACT仁AACA仁A仁仁TAACAATCTTAA仁AGAACTTTC仁仁仁 150 

仁仁GCCATTAATACCAA仁ATGCTACTTTAAT仁AATAAAATTT仁CATAGA仁A 200 

GGCATC仁仁仁仁TAGATCTAATTTTCTAAATCTGTCAA仁仁CTT仁TTC仁仁仁仁G 250 

Pri.mer II 
TTAATGTAGCTTAATAATATAAAG仁AAGG仁A仁TGAAAATG仁仁TAGATGA 300 

図3-1 PCR -SSCP解析のためのウマmtDNAの

Dループ領域299bp

(注)ナンバー 250・299:tRNAPheの領域



。コ

N 

pEDL1: 

pEDLZ: 

pEDL3: 

pEDL1: 

pEDLZ: 

pEDL3: 

pEDL1: 

pEDLZ: 

pEDL3: 

pEDL1: 

pEDLZ: 

pEDL3: 

Primer、 I
AGGA仁TAT仁AAAGGAGAAG仁T仁TAGCTC仁A仁仁AT仁AACA仁仁仁AAAG仁TGA 50 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

MseI AciI 
AATTCTACTTAAACTATTCCTTGATTT仁TT仁CCCTAAACGACAACAATT仁 100

・・仁・. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

AC仁仁T仁ATGTGCTATGTCAGTATCAAATTATA仁仁CCCACATAACA仁仁ATA 150 
G・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G・・・・・・・・・・・・ T.• • . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Cfr131 MseI 
仁仁仁AC仁TGA仁ATG仁AATAT仁TTATGAATGGC仁仁ATGTA仁GT仁GTG仁ATTA 200 

・・・・T.. . . . . A. . . 
. . T. . . . . . . 

Pri.mer I1 
pEDL1: GATTGTTIG仁仁仁仁ATGAATAATAAG仁ATGTA仁
pEDLZ: A..... 

pEDL3: 

図3-2 PCR-RFLP分析のためのDループ増幅部位232bp
(注 1)Aci 1， Cfr13 1， Mse 1は， 3か所の塩基置換部位を認識する

(注 2)PCR-RFLP分析のためのプライマ一部位を併せて示 した.



。コ

巳心

pEDL1: 

pEDLZ: 

pEDL3: 

pEDL1: 

pEDLZ: 

pEDL3: 

pEDL1: 
pEDLZ: 

pEDL3: 

pEDL1: 
pEDLZ: 

pEDL3: 

pEDL1: 

pEDl2: 

pEDL3: 

pEDll: 
pEDLZ: 

pEDL3: 

Pri.mer司 I
G仁TGAAATT仁TA仁TTAAA仁TATT仁仁TTGATTT仁TT仁仁仁仁TAAA仁GA仁AA仁AATT仁A仁仁仁T 60 

. . C・G.. 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ・・・・・・・・・・・・・.. . . . . . 

仁ATGTG仁TATGTCAGTATCAAATTATA仁仁仁仁仁A仁ATAA仁A仁仁ATAC仁仁A仁仁TGA仁ATG仁A 120 
. . . . . G . . . . . . . . . . . . T. . . . . . . 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . 

ATAT仁TTATGAATGG仁仁仁ATGTA仁GT仁GTG仁ATTAGATTGTTTG仁仁仁仁ATGAATAATAAG 180 
. .T..... .A......... .A.・・・・・仁A... 

. . . . T. . . . . 

仁ATGTA仁ATAATATCATTTAT仁TTACATAAGTA仁ATTATATTATTGAT仁GTGCATA仁仁仁仁 240 
. . . . . G . . . . . . . . . . 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
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図3-3 PCR-ダイレクトシークエンスのためのDループ増幅部位
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濃度の検討
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M:中X174/Hinc11， レーン 1~ 5 :サラブレッド 5個体の

ゲノミック DNAをテンプレートとした PCR産物.
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表3-1 PCR-RFLPによるタイピング

Aci 1 

(C!CGC) 
ぐ斤 131 

(G!GNCC) 
ltif se 1 

(T!TAA) 
TYPE 

サラブレッド I B A 

サラ ブ レッド II A B 

サラ ブ レッド 111 A A 

rjJ半J01種 A A 

ポニー C A 

B 1 

A 2 

A 3 

B 4 

B 弓
U

(注) 1. AcII cl eavaged pattern 

A ; 232 b p B; 133十 99bp C;152十 80 b p 

2. Cfr13I cleavaged pattern 

A ; 232 b p B; 1 7 9 + 5 3 b p 

3. MseI cleavaged pattern 

A;173+59bp B;139十 59十 34 b p 
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表3-2 サラブレッド6頭のmtDNA.Dループ領域

における塩基置換欠失の分析

No. Observed 

Type of九1utation
Entirety of Data Each Position 

Substitution : 

Transition : 

T一一骨C ・・・・・・・・ 7 5 

c一一骨T . . . . . . . . 14 5 

A一 一骨G .... 10 5 

G一一争A . . . . . . . . 12 4 

Total 43(96)a) 19(90) a) 

Transversion : 

A一一 骨 C 1 1 

G一一骨T . . . . . . . . 1 1 

Total . . . . . 2 2 

Deletion : 

C一一咽P ー 4 1 

G一一市砂ー 1 1 

a) もはi盆基置換のうちTransition型の占める割合

円

t
u

司

i
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第 4章 ウマmtDNADループ領域の多型解析

1 .緒言

第 2章で，ウマのmtDNADループ領域が多型検出に適しているこ

とを明らかにし， また第 3章においてそれらの多型解析のために，

PCR-SSCP， PCR-RFLP， PCR-ダイレクトシークエンスの 3つの方法が

有効であることを明らかにした。本研究では， これらの方法を利用

した家畜馬における品種識別および品種内集団における多型性の推

移および母性遺伝など，いくつかの解析への応用を試みた。

まず，家畜馬における各品種の識別のためにmt:DNADループ多型

の応用を試みた。現在競馬産業における利用性の大きい品種として，

家畜馬Equuscaballusの中でサラブレッド種が最も多く繁殖され，

その他に乗馬用としてポニ一種などが飼育されているが，各国に生

息する野生馬や在来馬等については各品種とも極めて生息数は減少

しており，全地球的ウマ資源保護の観点から，それらの品種を維持

していくことが肝要である。現在競走馬として利用されているサラ

ブレッド種やアラブ種，また北海道和種や木曽馬などの日本在来馬

については，いずれも品種としての血統管理がなされており，特に

体高や毛色などの外貌や血液蛋白質型などの発現形質を利用して，

品種を規定している。しかし，家畜馬に対する遺伝子解析など DN

Aレベルでの客観的な品種識別マーカーはまだ見つかっていない。

そこで，本研究においては，前章の研究で決定したウマ mtDNAのD

ループ領域の塩基配列多型を利用した品種の類型化(品種識別)に

a
H
1
 

円

I
S
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ついて検討した。

次に，現在家畜馬Equuscaballusの品種としてその育成状況が異

なる 3集団(サラブレッド種，北海道和種，モンゴル在来馬)につ

いて， m t DNA多型を指標として，それぞれの集団内における Dルー

プ内の塩基配列の変異の程度を調べた。これらの 3集団は，家畜馬

においてはそれぞれに関係のない別個の集団であり， 3集団はそれ

ぞれ遺伝的に類似性が高いと考えられているので，同一集団内の解

析に利用可能な，優良な遺伝的指標が要望されていた。

また，品種内集団における母系性の遺伝力を調べるため，サラブ

レッドの l家系について 3世代わたる mtDNA多型の母性遺伝様式を

調べるとともに，実際的な応用例として母子関係が疑われている一

組の母子について，その関係の有無をPCR-ダイレクトシークエンス

法で調べた。

F

「
U

可
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2. 実験材料と方法

l)mtDNA Dループ多型解析法

ウマ mtDNAの多型解析は，前章で検討した 3つの方法を用いて行

っfこ。

2)家畜馬における品種識別法

PCR-ダイレクトシークエンス法により，家畜馬に属する 5品種 7

頭(サラブレッド種 2頭，ポニー 2頭， トカラ馬 l頭，北海道和種

l頭，御崎馬 l頭)の mtDNAのhypervariableregion内の 271bpの

塩基配列を決定し，すでにこれらの塩基配列が決定されている 3頭

のサラブレッド種の塩基配列 (Ishidaet al.， 1~~94) と比較検討し

た。

3)サラブレッド集団，北海道和種馬集団，およびモンゴル在来馬集

団の解析法

(1) サラブレッド集団の解析法

競走馬として登録されている非血縁のサラブレッド20頭を用いて

PCR-SSCP法で解析し，アリールの種類とその頻度を調べた。これを

サラブレッド以外の品種で調べた結果と比較した。

また，非血縁のサラブレッド58頭を用いて， PCR-RFLP法により解

析し，塩基置換による構造変異に基づく泳動ノぐターン(アリール〉

の種類とその頻度を調べた。

さらに， PCRーダイレクトシークエンス法により，非血縁のサラブ

レッド 17頭の 271bpの塩基配列を決定し，すでに報告されている 3

- 7 6 -
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頭のサラブレッド種の塩基配列 (rshidaet al， 1994) と比較検討

した。

(2) 北海道和種馬集団の解析法

北海道帯広市の 3地区で飼育され，血統の明らかな北海道和種24

頭を用いて， PCR-RFLP法により解析し，アリールの種類とその頻度

を調べた。

また， PCR-ダイレクトシークエンス法により， 20頭の北海道和種

馬についてmt DNA Dループの 271bpの塩基配列を決定し，その中の

l頭をコントロールとして，塩基配列の相違を比較解析した。

(3)モンゴル在来馬集団の解析法

モンゴル国は，図 4-1に示すように総面積約 150万km2 の広大な

牧畜国であり，約 200万頭のウマが生息している。これらのウマは，

モンゴル在来馬 (Mongoliannative horses)と呼ばれ，図 4-1にお

いて区分されているように， 5地域に 4品種が放牧されている。本

研究では，これらの 4品種のうちの 3品種，すなわち Tuv種 14頭，

Galshir種目頭， Tes種 11頭，計41頭を用いてPCf?-RFLP法により解

析した。

また， PCRーダイレクトシークエンス法により， Tuv種 8頭，

Galshir種 10頭， Tes種 2頭の合わせて20頭のmtDNADループ領域

における 271bpの塩基配列を決定し，その中の l頭をコントロール

として，塩基配列の相違を比較解析した。

4)mtDNA Dループ領域の塩基置換多型を利用した家系解析法

青森県の S牧場の協力によってサラブレッド種の 3世代にわたる

家系から採血を行い，ウマmt DNA Dループ領域をPCR-SSCP，PCR-

- 7 7 -



RFLP， PCR-ダイレクトシークエンス法の 3つの方法を用いて mtDNA

Dループ領域の多型解析を行い，遺伝様式を検討した。

5)mtDNA多型を利用した母子判定法

重種馬において母子関係に疑問が出されている一組の母子馬に関

して， PCR-ダイレクトシークエンス法により， 271 b pの塩基配列を

決定し，その親子関係の有無を調べた。

- 7 8 -
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3. 実験結果および考察

l)mtDNA Dループ多型を指標とした家畜馬における品種識別の検討

mt DNA Dルーフ内超可変領域の塩基置換による多型性を利用して

家畜馬における品種識別を試みた。サラブレッドをはじめとする家

畜馬の 5品種 7頭についてこの超可変領域の 271bpの塩基配列を決

定し，既に配列の決定している 3頭のサラブレッド種の場基配列(

I s h i da e t a 1.， 1 994)と共に比較した。その結果，それらの全塩基

配列の中で変異が観察された部位を表 4-1に示したが，この 271bp

のうち， 32か所に変異部位が認められた。このうち， 31か所は塩基

置換であり，欠失は iか所であった(表 4-2参照)。また，塩基置

換の種類は，全体の 82児がトランジション型塩基i萱換であった。こ

のうち，表 4-3に示すように 5か所の塩基配列の組み合わせを比較

したところ，サラブレッド種では， 11 7番目が Aと Gに分かれ，タ

イプM1とM2に分けることができた。また， トカラ馬はタイプM

3に，北海道和種はタイプM4に，御崎馬はタイプM5に， 2頭の

ポニーはタイプM6にそれぞれ分類することができた。このように

m t DNA Dループ内の塩基配列の変異を指標とした解析によって，明

らかに家畜馬の品種間における差を認めることができた。従って家

畜馬内における品種類型化(識別〉用遺伝標識としてmtDNADルー

フの塩基置換部位の有効性が示唆された。

- 7 9 -



2)サラブレッド集団，北海道和種馬集団およびモンゴル在来馬集団

に対する解析

次に特定のウマ集団におけるmtDNADループの塩基置換多型の分

布について調べた。

(1) サラブレッド集団の解析

まず， PCR-SSCP解析によるサラブレッド集団内の塩基置換の大き

さとその高次構造による変異について調べた。その結果，表 4-4に

示すように，サラブレッド集団内における各個体の DNA変異ノくン

ドパターンの中に， 3種類の変異が認められた。これを便宜上ノくン

ドの間隔が狭い順にタイプ A，B， Cと命名したが， このうちタイプ

Aが最も多いことが明らかになった。また，タイプ Bと Cもそれぞ

れ35および 20%の出現頻度が認められた。しかし，出現頻度の分布

はサラブレッドと他の品種間で明瞭な差異は見られなかった。

次に， 3種類の制限酵素を用いてのPCR-RFLP法による解析を行い

その結果を表 4-5および表 4-6に示した。サラブレッド集団では，

そのほとんどが，制限酵素切断パターン (A，A， B)というタイプで

あったから，他の品種では ， (A， A， B) タイプと (C，A， B) タイプ

がみられ，その割合は 2:1に分かれた。これは，主に 3種の制限醇

素のうち Aci Iの切断ノぐターンを反映しているものと考えられる。

これらの成績について，サラブレッドと他の品種を lつにした家畜

馬EquuScaballusという集団で考えると ， (A， A， B)タイプと (C，

A， B) タイプの 2種類で大部分が占められることから，サラブレッ

ドは主に (A，A， B) タイプの小さな集団から選抜，育種されてきた

ものではないかと推察された。
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次に， PCRーダイレクトシークエンス法によるサラブレッド集団の

解析を行った。サラブレッド20頭における mtDNA Dループの超可変

領域 271bpの中で，変異のみられた29部位を表 4-7に示した。また，

これらの変異の形態について分析した結果を表 4-8に示したが，超

可変領域 271bpの塩基中で，塩基置換27か所および欠失 2か所が認

められた。塩基置換については，その 94児がトランジション型であ

り， トランジションの 4つの組み合わせ (T→C，C→T， A→G， G→A) 

が，ほぼ同じ割合で観察された。

サラブレッド種は競走馬として人為的に血統管理がなされてきた

動物種であるため， Family Table (Studbook) をたどれば，全ての

母系をたどることが可能である (Shirai， 1990)。また， mtDNAは前

述のように母性遺伝することが明らかになっているので， Fam i 1 y 

Numberを利用すれば，逆に mtDNAの変異の程度を調べていくことが

できる。そこで， 20頭のサラブレッド種の中でFamilyNumber 5に

属する 4頭の mtDNAについて調べた。図 4すには，これら 4頭の血

縁関係を示したが，サラブレッド l(Th-l)の 2代前とサラブレッド

4 (Th-4)の 3代前は共通祖先であり，いずれもオンワードフリー(

1964年生)に到達する。さらに 15代逆上ると，サラブレッド20 (Th 

-20)との共通である Shepherdess(1809年生)に到達する。そこから

15代逆上ると，サラブレッド 15(Th-15) との共通祖先である Ebony(

1728年生)に到達し，さらに 2代逆上ると， Family Number 5の根

幹牝馬である TheMassey Mare(生年不詳)にたどりつくことができ

る。次に，サラブレッド 4頭における mtDNAD ループ超可変領域の

変異の数を図 4-4に示した。 Th-lとTh-4は， 25年前が共通担先であ

るが，変異は lか所に見られた。 Th-lとTh-20およびTh-4とTh-20
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は，約 180年前が共通祖先であり，変異は前者に lか所，後者に O

か所であった。 Th-1とTh-15，Th-4とTh-15およびTh-20とTh-15

は，それぞれ約 260年前が共通祖先であり，それぞれ 4か所， 5か

所および 5か所に変異が見られた。このような変異については，ゥ

シの場合に同じ家系で数代を経る聞に塩基置換が見られたという報

告がある (Olivoet al.， 1983)。しかし，サラブレッド種では，血

統書が完備しているので，前述のように検査した個体から約 300年

前まで血統をさかのぼることが可能である。本研究に用いたサラブ

レッドの個体は，最大で30代前まで逆上ることができ，また，

Family Number 5の家系における mtDNAの変異の程度についても明

らかにすることができた。

(2)北海道和種馬集団の解析

北海道和種馬集団について， PCR-RFLP法による解析を行った。そ

の結果を表 4-9に示した。 AciL Cfr 131の 2種類の制限酵素では，

すべてバンドパターン Aを示したが， Ms e Iでは22頑がノぐターン B

を， 2頭は A+Bのパターンを示した(図 4-5参!被)。これら 3種

類の制限酵素切断パターンを組み合わせてみると，北海道和種馬24

頭の中22頭が同じパターンを示しているという結果となった。従っ

て，この集団は，遺伝的類似性の極めて高い集団であると考えられ

る。次に， PCR-ダイレクトシークエンス法による北海道和種馬の解

析結果を表4-10に示した。 20頭の中の 1頭をコントロールとして，

そのアライメントを比較した(表4-11参照)。その結果， 271塩基

で13の塩基置換が認められたが，そのすべてがトランジション型で

あった。また，塩基置換部位は，サラブレッドと比較して少なく，
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すべてがトランジション型の変異であり，遺伝的に非常に近親な集

団であると考えられる。この北海道和種の集団は， Mukoyama et al. 

(1994)のTG繰返し配列によるマイクロサテライト DNA多型解析で

も，アリールの分布に顕著な偏りが報告さ れている。

(3) モン ゴル在来馬集団の解析

モンゴル在来馬についてPCR-RFLP法による mtDNADループの多型

解析を行い， その結果を表4-12に示した。 Aci Iでは，切断ノぐター

ン Aが22頭 (53.7児)， 切断ノ守ターン Bが l頭 (2.4%)および切断ノミタ

ーン Cが15頭 (36.6幻であった。さらにこの他に切断ノぐターン B+

Cが 3頭 (7.3%)認められた。これらの切断ノぐターンについてさらに

詳細な検討を加えたところ，図 4-6に示したように，切断パターン

B+Cは，パターン Bとパターン Cを合わせた切断ノ守ターンを示し

ていることが判った。 Cfr13r切断では， 41頭すべてが切断ノぐター

ン Aであった。 MseI切断では，切断ノてターン Aは認められず，切

断パターン Bが20頭 (48.8%)，切断ノ守ターン Cが:21頭 (51.2児)認め

られた。図 4-7に見られるように，サラブレッド等では観察されな

い切断パターン Cが，モンゴル在来馬のみに認められた新しい切断

パターンであった。次に，主主iI切断パターンと MseI切断パター

ンを組み合わせた mtDNA型とモンゴル在来馬 3品種の関係を表4-13

にまとめて示した。しかし，これら 3種の間ではrntDNADループに

よる明確な品種差は認められなかった。

一方， 2種類の制限酵素切断でモンゴル在来馬においては， 日本

の馬 では観察されなかった 2つの切断ノマターンが認められたことは

極め て興味深 く，モンゴル在来馬は日本在来馬の北海道和種やサラ
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ブレッドの集団と比べて遺伝的に多様性に富むことが示唆された。

次にPCRーダイレクトシークエンスによる解析を行った。すなわ ち，

モンゴル在来馬のmtDNADループの超可変領域における塩基配列の

相違の結果を表4-14に示した。また， この変異のアライメント解析

の結果を表4-15に示したが， 271塩基の中， 35か所の塩基置換， 1 

か所の欠失が認められた。 トランジション型の塩基置換は， 81%で

あり，サラブレッド種や北海道和種に比較してトランスバージョン

の割合が，かなり高くなっていることが判った。このことは，モン

ゴル在来馬が遺伝的にかなり多様性に富む集団であることを示唆す

るものと考えられる。しかし，モンゴル在来馬 3品種の聞には，明

らかな差異が認められなか った。また， Tuv(35頭) ， Galshir(90頭)

の両地区の品種を合わせた 125頭についてTGリピートの反復回数の

差を検討した。その結果を図 4-8に示したが，アリールサイズが

141bpという TG繰返し配列においてサラブレッドでは見られなかっ

た新しいアリールが検出された。このアリールは， 日本在来馬にも

見られないものであるが，フィンランドの在来馬で確認されている

(Mukoyama et al.， 1994)。これらの事実は，モンゴル在来馬の成

立には，ヨーロッパからの遺伝子流入があったと言う Zeuner(1963)

の説を間接的に裏付けていると考えられる。また，モンゴル在来馬

は， 日本の在来馬の北海道和種と比べると，遺伝子構成の上で，品

種特異性が少ないものと考えられる。

3) 家系解析への応用

次に， PCR-SSCP， PCR-RFLP， PCR-ダイレクトシークエンス法の 3

つの方法を用いて，ウマmtDNADループについての母性遺伝の関係
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を調べた。これらの結果は図 4-9 '"'-'図4-11に示した。図 4-9に示し

た結果は， PCR-SSCP法による解析結果であるが，祖母，母，子のモ

ルフはいずれも Bタイプで，父は Aタイプであった。図4-10は，制

限酵素Mse [および Aci [を用いたPCR-RFLP法による解析結果であ

り，祖母，母，子のモルフは同ーであったが，父は異なったモルフ

を示していた。図 4-11は， PCRーダイレクトシークエンス法による解

析結果で，祖母，母，子の Dループ内における 271塩基はすべて一

致が見られたが，父は 9か所で異なっていた。以上の 3つの方法で

mt DNA Dループ配列の遺伝関係を検討したところ，すべてのシーク

エンスがいずれも正確に母性遺伝していることを確認することがで

きた。

4) 母子判定例

重種馬において母子関係が疑われた一組の母子について， PCR-ダ

イレクトシークエンス法を利用して母子判定を行った。その結果を，

図4-12に示したが， mtDNA Dループの超可変領域の 271塩基中， 6 

か所にわたって塩基配列が異なっており ，母子の関係を否定するデ

ータとなった。また， この判定にはTGリピートの反復回数の違いを

利用した STR解析(図4-13参照)およびウマの血統登録に利用され

ている血液型検査を併せて行ったが，両者とも母子関係が否定され

た。これまでmtDNADループの塩基置換を利用した母子判定例はヒ

トにおいて行われているが，第 3章で述べたように， mtDNAを母子

判定に利用する場合，生後に生じる変異やヘテロプラスミーの問題

もあるので，その結果の取扱いには慎重さが要求される。
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4 .小括

1 )家畜馬 5品種計 10頭(サラブレッド 5頭，ポニー 2頭， トカラ馬

i頭，北海道和種 l頭，御崎馬 1頭)のmtDNADループの超可変領

域 271bpの塩基配列をPCR-ダイレクトシークエンス法で決定したと

ころ， 32か所に変異が認められた。このうち塩基置換は31か所であ

ったが，その 82児がトランジション型塩基置換であった。このうち，

5か所の塩基置換部位を組み合わせて検討したが，サラブレッド，

日本在来馬，ポニーの聞に明らかな差異を認めることができ，今後

品種の類型化(品種識別)を行う上でこの手法は指標となり得るこ

とが，明らかとなった。

2)家畜馬集団内における Dループ内の塩基配列の変異状況を知るた

め， 3品種の集団について解析を行った。その結果，サラブレッド

集団の解析では， PCR-SSCPおよびPCR-RFLPによる分析では，多型性

に関して多くの情報は得られず，サラブレッドは遺伝的に類似性の

高い集団であることが示唆された。一方， PCRーダイレクトシークエ

ンス法では，多くの情報を得るこ とができ， 271塩基中， 27か所の

塩基置換および 2か所の欠失を見い出すことができた。これらの塩

基置換の 94児はトランジション型であった。また，母系祖先を明確

にできる FamilyTableを利用して， Family Number 5に属する 4頭

のサラブレッドの塩基配列を比較したところ，約 ~~60年前の共通の

母にたどり着くそれぞれの 2頭の間では， 4---5か所の塩基置換が

みられた。これらの結果から， m t DNAは母性遺伝をし，変異は確実

に起きていることを間接的に証明することができた。

3)次に北海道和種馬集団の解析を， PCR-RFLP， PCRーダイレクトシー
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クエンスの 2つの方法で行った。その結果， この集団では塩基置換

が 271bpの中で， 13か所しかみられず，そのすべてがトランジショ

ン型であり ，サ ラブレッドと 比較しても変異は少なく，サ ラブレッ

ド種よりさらに遺伝的類似性の高い集団であると考え られた。

。モンゴ ル在来馬集団の解析は， PCR-RFLPおよびPCR-ダイレクトシ

ークエン スの 2つの方法で行ったが，両者の解析結果からこの集団

は，サラブレッドや日本在来馬の北海道和種の集団に比較して，非

常に多型性に富むことが示された。すなわち， RFLP解析では他の品

種ではみられなかった切断ノぐターンが見い出されたり，塩基配列の

比較では変異のサイト数が多かったり， トランジションの割合が相

対的に低いものであった。これらの事実は，モンゴル在来馬の成立

の過程で，ヨーロッパからの遺伝子流入があったことを間接的に裏

づけていることを示すものと考えられた。また，モンゴル在来馬内

の 3品種間には明らかな差(品種の特徴〉が認められなかった。

5) 3世代にわたるサラブレッド種の一家系について， PCR-SSCP， 

PCR-RFLP， PCR-ダイレクトシークエンス法を用いて解析したが， 3 

方法とも 3世代にわたる mtDNAの母性遺伝を確認することができた。

6)母子関係の疑われた一組の母子馬に関して， PCRーダイレクトシー

クエンス法による判定を行った。 271塩基中， 6か所もの塩基配列

が異なっており，母子関係は否定された。

以上， 6つの方向から，ウマ mtDNAのDループ領域を用いた多型

解析を行ったが，これらの方法はウマの品種間識別の上で非常に優

れた方法であり，かっ種々の研究への応用も可能なので，今後ウマ

の遺伝学的研究を行う上で，貴重な遺伝的指標になることが示され

た。
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. ... . .T..... .....G.._... .. . 'G' .. .・・ ・・.'G" ・..'T" 
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GCATGTACATAATATCATTTATCTTACATAAGTACATTATATTATTGATCGTGCA.TACCCCATCCAAGTCAAATCA 

1・granddam
2.dam 
3.offsp工l.ng
4.sl.re 

TTTCCAGTCAACACGCATATCACAACCCATGTTCCACGAGCTTAATCACCAAGCCGCGGGA 

"C' . 

一回

図4-11 3世代にわたるミトコンドリアDNAの
Dループ領域の母性遺伝

1 :gran ddam(祖母)

3:offspring(子)

2:dam(母)

4:sire(父)

(注) ドット(・)は lと同じ塩基配列を示す.

ハイフン(一)は欠失を示す
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1. darn ATTTCTTCCCCTAAACGTCAACAATTCACCCTCATGTGCT.A TGTCAGTAT 50 

2. of f s pr ing ATTTCTTCCCCTAAACGACAACAATTTATCCTCATGTGCT.ATGTCAGTAT 50 

1. dam CAGATTATACCCCCACATAACACCATACCCACCTGACATGCAATGAACTT 100 

2. offspring CAGATTATACCCCCACATAACACCATACCCACCTGACATGCAAT-ACCTT 100 

1. dam ATGAATGGCCTATGTACGTCGTGCATTAAATTGTTTGCCCCATGAATAAT 150 

2. offspring ATGAATGCCCTATGTACGTCGTGCATTAAATTGTTTACCCCATGAATAAT 150 

1. dam AAGCATGTACATAATATCATTTATCTTACATAAGTACATT.ATATTATTGA 200 

2. offspring AAGCATGTACATAATATCATTTATCTTACATAAGTACATTATATTATTGA 200 

1. dam TCGTGCATACCCCATCCAAGTCAAATCATTTCCAGTCAACACGCATATCA 250 

2. offspring TCGTGCATACCCCATCCAAGTCAAATCATTTCCAGTCAACACGCATATCA 250 

1. darn CAACCCATGTTCCACGAGCTTAATCACCAAGCCGCGGGA 300 

2. offspring CAACCCATGTTCCACGAGCTTAATCACCAAGCCGCGGGA 300 

図4-12 Dループ289bpを利用した母子判定例

1: dam (母) 2: offspring(子)

n
H
u
 

n
H
U
 



..... 

131 bpのhomoιygole 133 bpのhomoLygole

/ drun 

offs.pring 

図4-13 マイクロサテライト DNA(HTG4)を

利用した母子判定

(汁:) M 13 sequenceを併せて示 した.
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表4-1 Dループ内超可変領域における 5品種10頭の塩基配列の比較

(a) 26 27 28 29 53 58 64 66 70 74 78 96 104 107 110 116 117 128 129 135 136 150 167 181182 204 235 269 271 272 

サラ 1 T C A C A T C C A C C T A G C C G G A T G A 

サラ 2 C G G T T A A C A 

サラ 3 T A 

サラ 4 G G T T T A A 

サラ 5 T T C . T C T A A C 

トカラ馬 G T T A A 

北海道和種 G T T G 

御崎馬 G T C G A 

ポニー 1 T C A 

ポニー 2 T T C . T C T C A A C 

(a) : Dループ内の No.を示す.

(注 1) mtDNAウマのDループの超可変領域271bpの中で，変異の見られた 31か所の配列を示す

(注 2) ハイフンは，欠失を示す.

C A A G T C A A 

G T 

G 

A 

T T 

C T G 

T C T G 



噌・・E

表4-2 5品種10頭のmtDNA.Dループ領域

における塩基置換欠失の分析

No. Obser¥'ed 

Type of恥1utation
Entirety of Data Each Position 

Substitution : 

Transition : 

T一一骨C 12 5 

C一一骨 T 30 10 

A一一 争 G 16 7 

G一一.A........ 16 3 

Total 74(83)a) 25(78) a) 

Trans¥'ersion : 

C一 一争 A 1 1 

A一一骨ー c..... 3 1 

A一 一骨 T 2 2 

G一一.c ..... 6 2 

G一 一炉 T 3 1 

Total 15 7 

Deletion : 

C一一世』ー 3 1 

a) %は塩基置換のうちTransition型の占める割合

- 1 0 2一



表4-3家畜馬(Equuscaballus)における

5か所の典型的な塩基配列の比較

頭数品種基番号

117 129 167 

(a) 塩

78 

mtDNA 
タイフ。 74 

2 サラブレ ッドC A A C C Ml 

3 //  C A G C C M2 

ー

-

o

ω

ー

トカ ラ馬A A A T C M3 

北海道和種T G G C T M4 

御崎馬C G C C C M5 

2 ポニーC A C C C M6 

(a) Dループ内のNo.を示す.



mtDNAのDループ領域299bpの表4-4

SSCPアリールとその出現頻度

No. Frequency (0/0) 
(i n other breeds) 
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サラブレッドにおける mtDNA・D-loopの表4-5

制限酵素切断パターンの数と頻度

Morphs Enzymes No. Frequency (%) 

96.6 
1.7 
1.7 

56 A
B
C
 

AciI 

98.3 
1.7 

57 A 
B 

Cfr13I 

6.9 
93.1 

4 
54 

A 
B 

MseI 

ー

円

。

印

|



3種の制限酵素切断型の組み合わせによる

サラブレッドのmtDNA.Dループのタイピング

表4-6

、、EF
/

*
 

f
'
E
1

、
Fδ 

，d
 

e
 

e
 

r且h
u
 

r且e
 

'hu 

φ
E
t
 o

 
n
 

Thoroughbred Morphs Enzymes 

Types 

No. Frequency (0/0) No. Frequency (0/0) Aci 1 Cfr 131 Mse 1 
l

-

o

o

l
 

ハUハU
。5.2 3 A A A 

61.9 13 89.7 52 B A A 2 

ハUハU
。1.7 A B A 3 

ハUハU。1.7 B A B 4 

38.1 8 1.7 B A C 5 

ハUハU
ハリ

旬

E
E
A

21 ハUハU
ハU

t

，EA
 

58 Total 

(づサラブレッド以外の他の品種を示す.



表4-7サラブレッド種20頭のDJレーブ271塩基の比較

(a) 26 27 28 29 53 58 64“70 72 96 104 107 110 116 117 128 134 135 136 150 181 182 198 204 235 269 271 272 

サラ l T C A C A T C C A A T A G C C G G T T G A A A G G T C A A 

サラ 2 C G G T T A A C A G T 

サラ 3 T 

サラ 4 T 

サラ 5 T T C T C T A A C T C T G 

サラ 6 T T C T C T A A C T C T G 

サラ 7 T T C T C T A A T C T G 

サラ 8 G T A A T 

サラ 9 C G G T T A A C A G T 

サラ 10 G G T T A A C A G T 

Cコ サラ 11 G C G T A A 
~ 

サラ 12 G G T T A A C A G 

サラ 13 G G T T T A A G T 

サラ 14 G T A 

サラ 15 G A C T 

サラ 16 T T C T C T A A T C T G 

サラ 17 T T C T C T A A C T C T G 

サラ 18 C G C T A A C T 

サラ 19 C G C T A A C T 

サラ 20 T 

(a): D ループ内のNoを示す

(注 1) mtDNAウマのDループの超可変領域271bpの中で.変異の見られた31か所の配列を示す

(注 2)ハイ フン は欠失を示す



表4-8 サラブレッド20頭のmtDNA.[)ループ領域に

おける塩基置換欠失の分析

No. Observed 

Type ofルlutation
Entirety of Data Each Position 

Substitution : 

Transition : 

T一一争C . . . . . . . . 29 7 

C一 一骨 T . . . . . . . . 49 5 

A一一骨G . . . . . . . . 27 7 

G一一争A -・・・・・・ー 34 4 

Total 139(94)a) 23(85)a) 

Transversion : 

A一一台帳C . . . . . . . . 3 1 

A一 一惨T -・・・・ーー・ 1 2 

G一一 争T -ーー・.. . . 5 1 

Total . . . . . 9 4 

Deletion : 

℃一一争ー
. . . . . . . . 11 l 

G一一修一
. . . . . . . . 7 1 

a) %は塩基置換のうちTransition型の占める割合

- 1 0 8一



北海道和種における mtDNA・ループの

制限酵素切断パターンの数と頻度

表4-9

No. Frequency (%) Morphs Enzymes 
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ー
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表4・10 北海道和種馬20頭のDループ271塩基の比較

(a) 53 74 80 128 129 134 167 182 198 235 252 255 269 

H 1 G T C A G T T G A C A C T 

H2 A 。T 

H3 C A C C A 。T G T 

H4 

H 5 A C G A C A G T C 

H 6 

H7 

H 8 A C G A C A G T 

H9 C A C G T 。
H 1 0 

o H 1 1 T 

日 12 

日13 

日 14 

H 1 5 

H ] 6 

H 1 7 

H ] 8 

H 1 9 

日20 

(a): Dループ内のNoを示す

(注)ウマmtDNA.Dループの超可変領域271bpの中で，

変異の見られた36か所の配列を示す



表4・11 北海道和種20頭のmtDNA. Dループ領域

における塩基置換の分析

No. Obser¥red 

Type ofルlutation
EI1 tirety of Data Each Position 

Substitution : 

Transition : 

T一一争C -・・・・・・・ 10 4 

C---.T . . . . . . . . 7 3 

A一 一 争G -・・・・・ー・ 9 3 

G一一.A . . . . . . . . 10 3 

Total . . . . . 36(100)a) 13(100)a) 

Transversion : 

Total . . . . . 。 。

a) %は塩基置換のうちTransition型の 占める割合

- 1 1 1 -



表4-12 モンゴル在来馬における mtDNA.Dループの

制限酵素切断パターンの数と頻度

Enzymes Morphs No. Frequency (%) 

A 22 53.~7 

AciI B 1 2.4 
C 15 36.~5 
B+C 3 7.3 

Cfr131 A 41 100 

A 
民生seI B 20 48':S 

C 21 51.2 

- 1 1 2 -



3種の制限酵素切断型の組み合わせによる

モンゴル在来馬3品種のmtDNA・Dループのタイピング

表4-13

Tes* Galshir* Tuv* Morphs Enzymes 

Types 

No. Frequency (%) No. Frequency (0/0) No. Frequency (%) MseI Cfr13 AciI 

30.0 3 35.3 6 42.9 6 B A A 。。29.4 5 14.3 2 C A A 2 
ー
日
目

ω

ー

。。5.9 。。C A B 3 

30.0 3 。。14.3 2 B A C 4 

40.0 4 17.6 3 21.4 3 C A C 5 

。。11.8 2 7.1 C A B+C 6 

ハUハUハU
1
1
 

ハU
噌

E
E
A

ハUハUハU1
i
 

17 ハUハUハU噌.，
i14 Total 

モンゴル在来馬の 3つの品種名( * ) 



表4-14 蒙古在来馬20頭の Dループ271塩基の比較

(a) 26 27 28 29 53 58 60 64 66 70 74 79 90 99 107 117 127 128 129 135 136 147 148 150 167 181 182 191 198 199 204 235 241 252 2ω271 

Ml T C A C G T CCCACCTA  G G A A A T G A A A C A G T G A G T C A T A 

M2 T G 

M3 T T A A C G 

M4 A T T A G C A G A C 

M5 C G T G A A C G 

M6 T T G T A 

M7 T A G T C 

M8  T G A A G C 

M9 T G A G C 

トー・ M 1 0 C G T T A C A 

~ M 1 1 C G T T T C A 

M 1 2 T G 

M 1 3 T A A A C G 

M 1 4 G 

M 1 5 G T A T 

M 1 6 A T G A A C G 

M 1 7 C G T T T C G A G 

M 1 8 T T A C T C T C A C A T C G 

M 1 9 C G A T C T C A G 

M20 T G G A C G 

(a):D ループ内のNo.を示す。

(注 1) mtDNAウマのDループの超可変領域271bpの中で、変異の見られた36か所の配を示した

(注 2)ハイフンは欠失を示すー



表4・15 モンゴル在来馬頭の mtDNA.Dループ領域

における塩基置換欠失の分析

No. Observed 

Type of恥1utatioll
Entirety of Data Each Position 

Substitutioll : 

Transition : 

T一一争C 22 7 

C一一争 T 15 7 

A一一骨G 30 10 

G一一.A.. 29 5 

Total . . . . . 96 (81) a) 29(83)a) 

Transversion : 

C一 一 争 A.. l 1 

A一 一 争 c. 1 1 

A一一 骨 T 17 1 

G一一 争 c.. 2 1 

G一一骨 T 2 2 

Total -・ー・・ 23 6 

Deletion : 

C一一..ー・・・・. 2 1 

a) %は塩基置換のうちTransition型の占める割合

- 1 1 5 -



第 5章 ウマmtDNADループ多型を指標としたウマ科Equus属の

進化解析

1 .緒言

mtDNAを用いた家畜をはじめとする晴乳動物の系統，進化に関す

る研究は，従来全 mtDNAを用いたRFLP法で行われてきた (Brownet 

al.， 1980; Denaro et al.， 1981; Horai et al.， 1984; Cann et 

al.， 1987)0 Anderson et al. (1981)が， ヒト mtDNAの全塩基配列

を解読し，発表して以来，最近ではダイレクトシークエンス法によ

る解析も行われている (Horai et al.， 1990)。特に， ヒトにおける

進化解析研究は最も進んでおり，アフリカ人，ヨーロッパ人，モン

ゴロイドの世界 3大人種の解析が行われてきたが，その研究が進展

した理由の iつには， mtDNA多型検出法の発達があげられる。

ウマにおいては， George and Ryder (1986) が，ウマの全 mtDNA

領域を指標とした制限酵素地図によって Equus属各種聞の系統解析

を行い，モウコノウマ Equusprzewalski iが家畜馬の祖先であると

考察している。また，ウマのヘモグロビンのアミノ酸配列を指標と

した研究 (Clegg，1974) ，血清タンパク質多型を指標とした研究(

Ryder et al.， 1979; KaminskiL 1979) ，および核型分析に関する

研究 (Ryderet al.， 1978)， さらには間接的ではあるが， Higuchi 

et al. (1987) の mtDNAのコード領域の多型に関する研究等によっ

て，モウコノウマが，家畜馬に最も近い関係であることが示されて

いる。本研究において，進化解析のために用いた Equus属の種の染

- 1 1 6 -



色体数は，家畜馬E. caballus: 2n=64 モウコノウマ E.

przewalski i): 2n=66 ， ロノくE. asinus: 2n=62， グレビィシマウマ

E. grevy i: 2n = 4 6 ，ヤマシマウマ E. zebra: 2n=32であることを共

同研究者である広田 (1994)が確認しており(図 5--2)， これらの現

存するウマ科Equus属の 7種(図 5-1)の染色体数は異なっている。

一方，モウコノウマの染色体像(図 5-2)では， acrocentricな常

染色体のうちの 2対が家畜馬においては Robertson型転座をおこし

て， submetacentricな常染色体の l対になっているものと考えられ

ており (Benirschkeet al.， 1965; Ryder et al.， 1978) ， 2種の

有効腕数 (NF)は，同じであると報告されている (Benirschkeet al.， 

1966)。また，モウコノウマと家畜馬の雑種は，稔性を有すと報告

されている (Ryderet al.， 1978; Trommerhausen--Smi th et a1.， 

1979)。

そこで本研究においては，新たに決定されたサラブレッド種の

mtDNAのDループの塩基配列(I s h i da e t a 1.， 1 B 9 4)のうち，

tRNAP r 0 とlargesequence blockとの問の領域を PCR増幅し， mt-

DNAのうちで最も塩基置換の速い領域である Dループ内のhyper-

variable regionの約 270塩基の塩基配列を利用して，その塩基置

換を指標としたウマ科Equus属の 5種 9頭についての進化系統解析

を行った。

- 1 1 7一



2. 実験材料と方法

1 )精製 DNAをテンフレートとした PCR産物

ウマ科Equus属に属する家畜馬，モウコノウマ， ロバ， グレビー

シマウマ，ヤマシマウマの DNAは，それぞれ日本中央競馬会馬事

公苑や動物園等で採取したヘパリン加血20mlより調製した。これら

の各 DNAをテンフレートとして PCR増幅して得られた産物につい

てのPCRーダイレクトシークエンスの方法は，第 3章の多型解析法の

項で記述した手法を用いて行った。

2) mtDNA配列のホモロジー検索

ウマ mtDNAの塩基配列のホモロジー検索は， DNASIS-MacCHitachi 

software Engineering) を用いて行った。

3)系統樹の作製

系統樹の作成は近隣結合法 CSaitou and Nei， 1987)と最大節約法

CSwofford， 1993)を用いて行った。それぞれの系統樹は，ブーツス

トラップ法 CFelsenstein， 1985) を用いて信頼性を評価した。

- 1 1 8 -



3. 結果

mtDNA多型によるウマの進化解析を行うために，先ずヤマシマウ

マ， グレビィシマウマ， ロバ，モウコノウマおよび家畜馬(日本在

来馬，モンゴル在来馬)の mtDNAの非コード領域である 271bpの塩

基配列をPCR-ダイレクトシークエンス法で決定した。図 5-3には，

今回調べたウマ科ウマ属 5種 6頭の全ての塩基配列を， Ishida et 

al. (1994)の報告している 3頭のサラブレッド種の mtDNA配列と並

べて示し，比較検討した。その結果， 271塩基の中に，計68か所の

変異部位が検出された。それらの塩基置換は， tRNAProに近い 5/

側で多く見つかっている。また， 5頭の家畜馬(サラブレッド種 3

頭，モンゴル在来馬 i頭，および日本在来馬 l頭〉内における配列

の変異は，ほとんどトランジション型変異で，挿入，欠失は見い出

されなかった。さらにモウコノウマと家畜馬との聞には，塩基の挿

入を!ないし 2か所認めただけであった。モウコノウマと，ヤマシ

マウマ， グレビィシマウマ，ロバとの比較では， 2か所以上の塩基

の挿入または欠失，および数か所のトランスバージョン型変異が認

められた。このように解析した結果を総合すると， mtDNA Dループ

の 271塩基の中で，塩基置換47，欠失11，挿入 13か所の計68か所の

配列部位に変異が認められた。表 5-1に示すように， 3つの配列部

位で塩基置換及び欠失の両方が認められた。 4か所の基置換部位で

は， トランジションとトランスバージョンの両タイフの変異が見ら

れ，一方， 5種 9頭の個体相互間の塩基配列の差異を，表 5-2に示

した。 2つの種の塩基配列を相互に比較した場合，塩基置換の数が

多く， またトランジション型塩基置換よりはトランスバージョン型
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塩基置換が多く見られる方が 2種聞の系統分岐は進んでいるものと

考えられる。また，欠失や挿入が多く見られる場合も分岐は進んで

いることになるであろう。モウコノウマと家畜馬は近い関係、にあり，

家畜馬と，ヤマシマウマ，グレビィシマウマ，ロバとは遠い関係に

あることを表 5-2より読み取ることができる。図 5-3に示したよう

に，多重整列にもとづいて，系統樹を作成した(図 5-4，5-5， 5-6 

を参照)。図 5-4は， 9頭のウマ mtDNADルーフの塩基配列を用い

て，近隣結合法により作成された系統樹を示している。 1塩基あた

りの塩基置換数の評価は， Kimura(1968)の方法を用いて算出し，ブ

ーツストラップ法により統計的検定を行った。図 5-5は， PAUPの分

岐限定法オプションを用いて得られた 10個の同時に最大節約な系統

樹を示したものである。これらの 10個の系統樹は，すべて 68個の塩

基変化を必要としている。特に，系統樹の根は， caballus-

przewalskii クラスターと zebra-grevyi-asinus クラスターの聞に

あると仮定して作成した。各校の上に示した数字は，それぞれの枝

における塩基変化数をPAUPのACCTRANオフションを用いて推定した

ものである。系統樹 3は図 5-4の近隣結合法を用いて作成した系統

樹と同ーの樹形であり， またはballus-przewalskiiクラスター内の

樹形だけを考えると，系統樹 3，5， 9は，近隣結合系統樹と同ーの

樹形である。一方，図 5-6には， PAUPを用いて Equusの塩基配列 9

本から作成した系統樹を示した。すなわち，ブーツストラップ法を

用いて，多数決規則による合意系統樹を作成した。この系統樹の中

で， 6個の枝に示した数字は， 100個のブーツストラップ系統樹で

観察された各校の出現確立を%で表したものである。この系統樹は，

図 5-4の近隣結合法による系統樹と同ーの樹形であった。
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4 .考察

本研究においてウマ科 Equus属の 5種の mtDNAの非コード領域で

ある Dループの 271塩基の配列を決定した。サラブレッド種 3頭を

含む 5種 9頭の塩基配列についてそれぞれ比較検討したところ，

271bpの領域で， 68か所の塩基置換による変異部位が検出された。

一方，絶滅種であるクァッガ E. quagga とヤマシマウマ，シマウマ，

家畜馬の 229bpのコード領域で， Higuchi et al. (1987) は21か所

の変異サイトを検出している。従って，本研究から求められた変異

率は， Higuchi らの値の 2倍以上であった。また， Higuchiらの報

告では，欠失や挿入は観察されなかったが，本研究の Dループ内で

は欠失や挿入が相当数見られた。本研究で指標とした tRNAPro と

large conserved-sequence blockの聞の領域でも，特に tRNAPro に

近い程変異が多いことが明らかとなった。この現象については，

Horai et al. (1990) がヒトの研究でも同様の報告をしている。表

5-1に示したように，家畜馬とシマウマやロバのように divergence

が広がるほど，塩基配列の違いは明瞭となっている。家畜馬の 5頭

聞の比較では欠失や挿入は観察されなかった。また，モウコノウマ

と家畜馬を比較すると，サラブレッドにおいては 2か所の挿入が認

められ，モンゴル在来馬や日本在来馬では 1か所の挿入が認められ

た。また，家畜馬とシマウマやロバとではトランジション型塩基置

換の他にトランスバージョン型の置換も数か所認められ，挿入や欠

失も増えている。トランジション型塩基置換は，一般にトランスバ

ージョン型変異に比べて起こりやすいことが知られている。また，

図5-4 に示した近隣結合法による系統樹からも，モウコノウマは家
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畜馬に最も近いことが示された。さらに家畜馬の中でもサラブレッ

ドよりは，モンゴル在来馬や日本在来馬の方がモウコノウマに近い

ことが示さ れている。これは，モンゴル在来馬は，モウコノウマと

生息地域が重複していること (Mohret al.， 1970) ， 日本の在来馬

の起源にはモンゴル在来馬の寄与があると考えられていること(野

沢ら， 1992) ， 日本在来馬はトカラ馬，御崎馬，北海道和種などの

各品種が形成され遺伝的に維持されてきたことなどからも理解でき

る。

ウマの化石や mtDNAの研究から，ウマ属の分化は 300----500万年

前と推定されている (Lindsayet al.， 1980; George and Ryder， 

1986; Higuchi et al.， 1987) 0 mtDNAは， トランスノくージョンよ

りはトランジションの方向ヘバイアスがかかつて進化することが知

られている (Brownet al. 1982; Aquadro and Greenberg 1982)。

本研究で分析した Equus属 5種 9頭の mtDNAには，延べ83のトラン

ジション，および 12のトランスバージョンが観察されたことから，

Equus属の進化でも同様のバイアスが存在することが明らかになっ

た。本研究で用いた mtDNAで、これらの領域から推察された塩基置換

速度(児 sequencedivergence) は， 2. 3----4. 6児/Myrであり，

Higuchi et al. (1987) の報告による1.5----3. 5% / Myrよりもやや

高い値を示した。ヒトにおいても Horai et al. (1990) が制限酵素

切断型多型分析による値 (0.4わ の約 4倍(1.5わであったことを報

告している。これらのことは，本研究で用いたこの領域が，他の哨

乳類においてだけでなく， Eq u u s属においても集団内変異を同定す

るために極めて有効な領域であることを示唆している。また， m t-

DNA を用いた PCR-ダイレクトシークエンス法は簡便な手法であり，
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DNA多型解析や動物の進化解析等に便利で有用な方法であると考

えられた。
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5 .小括

mtDNAのDルーフ内の tRNAPro とlargeconserved-sequence 

blockとの聞の領域は，晴乳類の mtDNAにおける超可変領域である

が， 日本在来馬およびモンゴル在来馬を含むウマ科 Equus属の 5種

(ヤマシマウマ，グレビィシマウマ，ロバ，モウコノウマ，家畜馬)

を用いて，この領域の塩基配列を決定した。これらの塩基配列を既

に知られている 3頭のサラブレッド種の塩基配列と比較検討したと

ころ，サラブレッドの l頭を標準として比較した場合， 271 bpのう

ち68か所の変異部位を認めた。その変異の割合は Equus属のコード

領域でみられた値(229塩基のうち 21か所)の 2倍以上であった。ま

た，本研究により推察された塩基置換速度は， 2.3---4.6% / Myrで

あり，これは従来の幼/Myrよりやや高く，この領域が mtDNAの中

でも変異の多い部位であるためと考えられた。

さらに， Dルーフ 271塩基における塩基置換を利用して近隣結合

法で系統樹を作成したところ，従来考えられていたように，モウコ

ノウマが家畜馬に最も近いことが示された。また，家畜馬の中でも，

モンゴル在来馬や日本在来馬が，サラブレッドよりモウコノウマに

近い関係にあることも示された。
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現存するウマ科Equus属の 7種

とその染色体数

図5-1



K./ebra 2n=32 lgre、yi 2n=~6 t~. asinu" 2n=62 

['..コ

。コ
E. caballu、 2n=6~

図5-2 ウマ科Equus属 5種の染色体展開図



E. caballus 1 
E. cabal1u8 2 
E. caballus 3 
E. x:>rzewalskii 
E. c. Mongolian 
E. c. Jax:>anese 
E. zebra 
E. asinus 
E. grevyi 

E. caballus 1 
E. cabal1us 2 
E. cabal1us 3 
E. x:>rzewalskii 
E. c. Mongolian 
E. c. JaI>anese 
E. zebra 
E. asinus 
E. grevyi 

E. cabal1us 1 
E. caballus 2 
E. caballus 3 
E. I>rzewalskii 
E. c. Mongolian 
E. c. JaI>anese 
E. zebra 
E. asinus 
E. grevyi 

E. caballus 1 
E. caballus 2 
E. caballus 3 
E. I>rzewalskii 
E. c. Mongolian 
E. c. JaI>anese 
E. zebra 
E. asinus 
E. grevyi 

E. caballus 1 
E. caballus 2 
E. caballus 3 
E. I>rzewalskii 
E. c. Mongolian 
E. c. JaI>anese 
E. zebra 
E. asinus 
E. grevyi 

50 
ACAACAATTCACCCTCATGTGCTATGTCAGTATCλAAT--TATACCCC-C 

-・・・・・・・C・G・・・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G・・-ー・・・・・・・・-・
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ーー・・・・・・・・ー・
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・G・・ーー・・・・・・・・-・
• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • G・・--・・・・・・・・-・. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・G・・ーー・・・・・・・・ー・
-・・・・・・CC・・・・・・・・・・・・・c・・・ ・ . ・ . ・ . . T・・・・GG・G・-...A-・
.........T.T・・・・・・・・・・c・・・・・・・・・・T...A--・・c・・・・・-・
・・・・・・・・c・・T・・・・・・・・λ・・ ..........T...A--・・・・ ・ ・ ・ .T. 

100 
ACA-TAACACC--AT-ACC-CACCT-GA-CATGCAATA-TCTTATG-AAT 

.T・-・・・・・・・--・・ー・・・ー・・・・・ー・・ー・・・・・・・・・ー・・・・・・・-・・・
-・・-・・・・・・・ーー・・-・・・-・・・・・-・・-・・・・・・・・・-・・・・・・・-・・・
-・・-・・・・・・T--・・-・・・-・・・・・-・・-・・・・・・・・・ー・・・・・・・-・・・
・・・-・・・・・・T--・・-・・・-・・・・・-・・-・・・・・・・・・-・・・・・・・-・・・
・・・-・・・・・・T--・・-・・・-・・・・・-・・-・・・・・・・・・-・・・・・・・-・・・
ー・ーー・・G・・・・GC・・T・T・ー・・ーーーー・・-・・CJl!..・ ・ .G-・・C・・・・-・・-
G・・-C・・・・・・ーー・・ー・T・ーー・G・.C..A...Jl!・・・・・c・・・ー・・TT・・・
・・・G..T. .T-一一・・T・G.T・・ーーーーー・-・ ・ ・ Jl!.・・・・・ー・・C・・・C-・・・

150 
GGCCCATGTACG-TCGTGCAT1‘AGATTGTTTGCCCCATGAATAATAAGCA 

....T・・・・・ .A-. • • • • • • • • .A・・・・・・CA.• • • • • • • • • • • • • • • • • 

....T・・・・・・・-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
• • • • T・・・・・・・C・・・・・・・・・GA.• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
....T......A-・・・・・・・ ・ ・ ・ AG. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
....T・・・・・・・-・・・・・・・・・・ AG. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • ・C・.T......A-・・・ .......A・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
・C..T・・・・・・・-.・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ .A・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
.C..T......T-・・・・・・・・・・λ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

200 
TGTACATAATATCATTTATCTTACATAAGTACATTATATTATTGATCGTG 

-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・G・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・G.• • • • • • • • • • • • • .A・・・・・-............T・.. . . . . . . . .・・・G・・・・・・・・・・・・・・・λ・・・・・・
• • • • • • • • • • • .A・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
・・・・・・・・C...T......T・・・・・・G・・・・・・・・・・・・・・・・・G・・・・・
・・・G........A・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・G....A 

• • • • • • • • • • • .T・・・-・・・・・・・・・・G.• • • • • • • • • • • • • .A・・・・・・
250 

CATACCCCA TCCAAGTCAAA TCAT'l'TCCAGTCAACACGCATATCACAACC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・c・・・・・・・・・・・・・・・・・・・. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

E. caballus 1 CATGTTCCACGAGCCTAATCACCAAGCCGCGGGA 

E. caballus 2 ・・・・・・・・・・・・・・・・T.• • • • • • • • • • • • • • • • 
E. caballus 3 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
E. przewalskii ・・・・・・・・・・・...T・・・・.. . . . . . . . . . . . . . 
E. c. Mongolian ..............T・・.. . . . . . . . . . . . . . . . 
E. c. Japanese ..............T................... 
E. zebra ..............T・・・・・・・・・・・・.. . . . . . 
E. asinus ・・・A.• • • • • • • • .T. • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
E. grevyi ・・・・・・・・・・・・・ .T・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

図5-3 9頭のウマmtDNAの塩基配列の比較
E. przewalskii ， Mongolian native horsc， ]apanese native horse， E. zebra ， 

E. asinus . E. grevyiと31IJiのサラプレッドのDループ271塩基を比較した
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N 

00 

E. caballus 1 

E. caballus 2 

E. c.Japanese 

E. przewalskii 

92 
E. c. Mongolian 

E. asinus 

E. zebra 

E. grevyi 

I 0.01 

図5-4 9頭のウマmtDNA.Dループの塩基配列を

用いて作成された近隣結合系統樹
(注 1)塩基あたりの塩基置換数の評価は， Kimuraの方法を用いた.

(注 2)ブーツストラップ法により統計的検定を行った.



.!_ E.cabtlllus 1 
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喝 E.c.Mongolian
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10仙の同等に以大節約な系統樹(その 1) 
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6 
E.caballusl 

竹T1E rω叫…-La剖副山山11刷lIusωrs-T  E p r z e W a l s k l l 

ヲ E.c.Mongollan 

E.c.Japanes8 
E.caballus2 

5 E.asinus 

7 1--E.caballus 1 
E.cヤIlus3

E.caballus2 
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1--E.przowalskii 
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E.asinus 

E.grovyl 
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E.asinus 
13 

9 

!_ E.caballusl 
9 

J4fca?H11luS3 E caballuS2 
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E.orzewalskll 
-p E C Mongolian 

E.c.Jaρanese 
E.caballus2 

5 

9 
E.asinus 

図5-5 P AUPの分岐限定法オプションを用いて得られた

10個の同等に最大節約な系統樹(その 2) 
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c..コ

78 

41 

E. caballus 1 

E. caballus 3 
巳 caballus2 

E. przewalskii 

E. c. Mongolian 

E.c.Japanese 

E. grevyi 

E. zebra 
E.asinus 

図5・6 PAUPを用いてEquusの塩基配列9本から作成した系統樹

ブーツストラップ法を用いて多数決規則による合意、系統樹を作成した. 6個の枝に示した

数字は， 1000個のブーツストラップ系統樹で観察された各校の出現確率を%で表したもので

ある.この系統樹は図5・4の近隣結合法による系統樹と同ーの樹形であった.



表5-1 ウマ科Equus属5杭9~Jí の mtDNA.Dループ領域

における塩基置換挿入欠失の分析

No. Observed 

Type of Mutation 
Entirety of Data Each Position 

Substitution : 

Transition : 

T一一骨ー c.. 13 9 

C一一争 T ........ 30 11 

A一一争 G ...... . . 20 11 

G一一 骨 A .. 20 7 

Total 83(87)a) 38(81) a) 

Transversion : 

C一一.A...... 1 1 

A一一炉 c........ 1 1 

T一一争 A ........ 2 1 

A一一骨 T 2 2 

G一一骨 C 4 2 

C一一争 G 1 1 

G一一争 T 1 1 

Total 12 9 

Deletion : 14 11 

Insertion: 14 13 

a) %は塩基置換のうちTransition却の 占める割合

n
L
 

円
‘
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個体相互間の塩基配列の違い表5-2

G A Z J M P C3 C2 C1 mtDNA compared 
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I
I
J
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E
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I
I
-
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ハu
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E
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Caballus 1 (C1) 
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，，，，，，， ハUCaball us 2 (C2) 

11/6 15/5 18/3 5/1 ハU，
，
r
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ハ
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t
E
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I
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ハ
U
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巳ムコ
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9/6 20/5 20/3 4/1 
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B
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t--' 
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ハUハU，
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ハUハU
I
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ハUMongolian (M) 

1apanese (1) 9/7 16/4 18/4 ハU
，，，，
F'' 

ハU1
1
 

，II
I
 

ハ
υハU

I
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ハ
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ハU
t---ハU

13/5 14/6 5/6 5/6 5/7 5/6 6/7 5/7 Zebra (Z) 

Asinus (A) 

Grevyi (G) 

17/2 11/8 4/2 4/2 4/3 4/2 4/2 4/2 

1/6 7/9 4/7 3/7 4/8 4/7 4/7 4/6 

右上半分は塩基置換 (Transition/Transversion) を示す.

左下半分は(挿入/欠失)を示す.

(注 1) 

(注 2) 



第 6章総括

ウマ科に属する動物は，現存する家畜馬，ロバ， シマウマなどの

Equus属に属するものを除き，すでにそのほとんどが絶滅している。

また，野生馬や在来馬などの急激な生存頭数の減少や競走馬や乗馬

として育種改良された家畜馬などは近交係数の高まりなど，家畜馬

の種の保存や遺伝育種上の問題点が生じている。これらの現存する

ウマ科動物を保護し，遺伝子資源として活用を図るために，考古学，

生化学および細胞遺伝学による解析に加えて，新たに mtDNAを指標

とした分子遺伝学的分析法を用いてこれらのウマ科に属する動物の

品種識別や進化解析を行う必要がある。 mtDNAは母性遺伝をし，そ

の塩基置換速度が核 DNAよりも極めて速い特徴がある。この現象

は，近縁種間でmtDNAの配列を比較することにより，多くの塩基置

換が蓄積していることを，容易に観察でき，また種内変異 (DN A 

多型)としてもよく観察されることにも反映している。そこで，本

研究ではウマの mtDNA多型を遺伝的指標として応用し，ウマの品種

識別や進化解析を行った。

まず，ブタの mtDNAプローブを用いて，ウマの全 mtDNAのRFLPs

分析を行った。非血縁のサラブレッド 5頭と 8種類の制限酵素を用

いて分析を行ったが，多型は検出されず，ホモロガスな集団である

サラブレッド等の解析にはこの方法は適していないことが示唆され

た。

そこで，ウマの品種識別や進化解析に利用できるウマの mtDNAに

おける変異(多型性〉を効率的に検出するため， mtDNAの中でも取
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も変異が蓄積していると考えられる Dループ領域の全塩基配列の解

読を行 った。ヒトのmtDNADループの塩基配列を基にして プラ イマ

ーを作製し，このプライマーを用いて非血縁の 3頭のサラブレッド

のmtDNADルーフ領域を PCR増幅したのち， クローニングして，そ

の全塩基配列を解読した。これらの解読したmtDNADループの塩基

配列とすでに配列のわかっている他の動物種の配列とを比較したと

ころ，ウマにおいても各動物において共通する largeconserved-

sequence block)およびconservedsequence block 1，2，3の存在を

認めることができた。また，ウマ特異的な配列として， conserved 

sequence block 1と 2の聞に， TGTGCACCの 8塩基の反復配列が認め

られ， この反復回数は，ウマの 3個体間で比較したところ，異なっ

ていた。 3頭の塩基配列の比較から， tRNAPro とlargeconserved-

sequence blockの聞が最も変異の多い，超可変領域 Chypervariable

region)であることがわかった。

次に，塩基配列の決定されたウマ mtDNAのDループ領域の塩基配

列を利用して多型解析を行うため， PCR-SSCP法， PCR-RFLP法， PCR-

ダイレクトシークエンス法の 3つの方法を検討した。

PCR-SSCP法で Dルーフ領域 299bpの解析法を検討したところ， 10 

Zグリセロールを含む 7児ポリアクリルアミドゲルを用いて， 15
0

C 

で電気泳動を行うのが，最適条件であることが示された。また，こ

のPCR-SSCP法を用いて 5頭の非血縁馬を分析した結果， 3種類のバ

ンドノ〈ターンが認められた。

PCR-RFLP法では， Dルーフのhypervariableregion 232bpを PCR

増幅し， 3か所の塩基置換部位を認識する 4塩基認識の制限酵素

Aci I， Cfr 13L Mse Iを用いて検討を試みた。サラブレッド種 3
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頭，中半血種 l頭，ポニ- 1頭を用いて解析を行い， Aci 1， 

Cfr 13I. Mse 1の 3つの制限酵素で，それぞれ 3種， 2種および 2

種の切断ノミターンが認められた。また， 3種類の制限酵素による切

断パターンの組み合わせにより， 5頭のウマが 5つのお互いに異な

るタイプに分類された。

PCR-ダイレクトシークエンス法では， Dループの超可変領域を

PCR増幅し，マグネットビーズを用いた固相化ダイレクト・シーク

エンス法によって検討した。本法によって 6頭の非血縁馬(サラブ

レッド種)のmtDNA Dルーフ超可変領域の 271塩基を決定したが，

このうち 21か所は塩基置換であり，欠失も 2か所認められた。ウマ

において遺伝学的にホモロガスな集団と考えられるサラブレッド種

で多 くの変異を認めており，本法は，特に同一集団内での遺伝組成

を知る上で有効な方法であると考えられた。

次に，前述の 3つの方法を実際にウマ mtDNAの多型解析に応用し

た。まず，家畜馬における品種識別への応用について検討した。す

なわち，家畜馬 5品種 10頭(サラブレッド 5頭，ポニ- 2頭， トカ

ラ馬 i頭，北海道和種 l頭，御崎馬 1頭)の Dループ超可変領域

271bpの塩基配列を決定したところ， 32か所の変異がみられた。こ

のうち，塩基置換は 31 か所であったが，その 82~bがトランジション

型塩基置換であった。また， 5か所の塩基置換部位の組み合わせを

検討したところ，サラブレッド， 日本在来馬，ポニーで明らかな差

を認めることができ，今後家畜馬の品種の類型化(品種識別)の指

標としての有効性が示唆された。

家畜馬 3集団の解析への応用を試み，サラブレッド集団での解析

は， PCR-SSCP， PCR-RFLP， PCR-ダイレクトシークエンスの 3つの方
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法で行った。 PCR-SSCPおよびPCR-RFLPでは， mtDNA Dループの多型

性に関して多くの情報は得られず，サラブレッドは遺伝的に類似性

の高い集団であることが示唆された。一方， PCR-ダイレクトシーク

エンス法は， mtDNA Dループにおける塩基置換に関して多くの情報

を得ることができ， 271 塩基の中27か所の塩基置換 および 2か所

の欠失を見い出した。また，塩基置換の 94児はトランジション型で

あった。さらに，母系が一頭の牝馬にたどりつく FamilyTableを使

って， Family Number 5に属する 4頭の塩基配列を比較したところ，

約 260年前の共通の母にたどり着くそれぞれの 2頭の聞に 4---5か

所の塩基置換が認められた。このように mtDNAは母性遺伝をするが，

それらの塩基配列内では変異は確実に起きていることを間接的に証

明することができた。

北海道和種馬集団の解析は， PCR-RFLP， PCRーダイレクトシークエ

ンスの 2つの方法で行った。両者の解析によって，この集団では近

交化が進んでいることを示す結果を得た。また，塩基置換も 271bp

の中で 13か所しかみられず，そのすべてがトランジション型であり，

サラブレッドと比較しでも変異は少なく，サラブレッド種よりさら

に遺伝的類似性の高い集団であると考えられた。

また，モンゴル在来馬集団の解析は， PCR-RFLP， PCR-ダイレクト

シークエンスの 2つの方法で行った。両者による解析結果とも，こ

の集団では，サラブレッドや日本在来馬の集団と比べて，非常に多

型性に富むことが示された。つまり， RFLP解析では他の品種ではみ

られなかった切断ノ〈ターンが見られ，塩基配列の比較では変異の部

位が多く， トランジションの割合が相対的に低かった。こうした事

実は，モンゴル在来馬の成立に，西方(ヨーロッノりからの遺伝子
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流入があったことを間接的に裏づけているものと考えられた。また，

モンゴル在来馬内の 3品種間には明らかな差(品種間差)は認めら

れず，ウマの移動にもとずく交雑があったであろうと推察された。

さらに， mtDNA Dループの塩基置換多型を基にしたウマの家系解析

への応用について検討した。 3世代にわたるサラブレッド種の一家

系について， PCR-SSCP， PCR-RFLPおよびPCR-ダイレクトシークエン

ス法を用いて解析したが， 3方法ともに， 3世代にわたるウマの

mtDNAの母性遺伝を確認することができた。

また，母子判定への応用については，実際例を用いて検討した。

すなわち，母子関係の疑われた一組の母子馬に関して， PCRーダイレ

クトシークエンス法によって母子判定を行った。 mtDNADループ超

可変領域の271 塩基中， 6か所にわたって塩基配列が異なっており，

母子関係は否定された。 mtDNAの場合，生後に生じる変異やヘテロ

プラスミーの問題もあり， m t DN Aを用いた母子判定では，その結果

の運用にあたっては慎重さが要求されると考えられた。

次に， 日本在来馬およびモンゴル在来馬を含むウマ科 Equus属の

5種(ヤマシマウマ E. zebra， グレビィシマウマ E. grevy 1， ロバ

E. asinus， モウコノウマ E. przewalskii，家畜馬E. caballus)を

用いて， Dループ内超可変領域 271bpの塩基配列を決定した。この

配列を塩基配列が既に知られている 3頭のサラブレッド種の塩基配

列と比較検討した。すなわち，サラブレッドの l頭を標準塩基配列

として比較すると， 271 b pのうち 68か所の変異部位を認めた。変異

の割合は，ウマ属のコード領域で報告されている値 (229塩基のうち

21か所)の 2倍以上であった。この研究より推察された塩基置換速

度は， 2.3-4.6 % / Myr (100万年)であり，これは従来の2%/ Myr 
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よりやや高いが，この値は， mtDNAの中でも変異の最も多い Dルー

プ領域の超可変部位であることに起因しているものと考えられた。

さらに，近隣結合法で系統樹を作製したところ，従来考えられてい

たように，モウコノウマが家畜馬に最も近いことが示された。また，

家畜馬の中でも，モンゴル在来馬や日本在来馬が，サラブレッドよ

りモウコノウマに近い関係にあることも示唆された。また， 日本の

在来馬は，モンゴル在来馬に近く，その起源はモンゴル在来馬であ

るという説に矛盾しない結果を得た。

以上，ウマ mtDNAのDループ領域の全塩基配列を決定し，その特

徴を明らかにし，またその配列を利用したウマの品種識別，ならび

にウマ科 Equus属の進化解析へ応用することができた。今後さらに

ウマの遺伝学的研究を進める上で， Dループ内塩基配列多型が貴重

な遺伝的指標になることが示唆された。
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PolYlllorphic sequence of D・loop.'egion in equine Initochonddal DNA 
and its apl】licatiollsfo." breed vedfication 
and 1l10Ieculu.' evolutiol1 of the genus l~qllllS 

Nobllshige Ishida 
Eq II i lle Research 1 Ilst i t II te 
Japan RClcing AssociCltion 

27-7， TSllrtlll1Clki 5-cllollle SetagClyCl-ku， Tokyo 154 JClpClIl 

It is wiuely kllOWI1 tl18t In日111111~ll i ei 11 J 11 i t 0 C h 0 11 d r i a I 0 N A (J 11 t 0 N A) i s 
il1ll_eritccl by 11lCltcrJl日IiJlhcrit日IlCCeillcl lJClS Cl frequcl1cy of nucleotide 
substitlltioll 5-10 timcs eiS high eiS l111clceir DNA. Usillg tlle rCltc of ll11cleotide 
Sll bst i I ul ions日sgcnct ic 111日rkcrs，日11el! Y s c s 0 f e v 0 1 u t i 0 Jl i n v a r i 0 1I S Clll i 111 ClI 
spccics havc bccn CeilTiccJ olll. 111 this stlldy thc scqucJlce of eqlliJle D-Ioop 
regioll ill rlltDNA ¥V日sucterl11illecl Clnd it WelS utilizcd ClS a genetic J11Clrker for 
breecl ¥'erjficatioll ClllcJ evollltioll eilledysis of the genus EqllllS. 

RFLPs eiJlalysis of wholc 11ltDN八offi vc lIJlrclated thoroughbrcd horses， 

digesled with 8 restrictioll cllc!ol1l1c1eases， WClS dOlle llsillg pig IntDNA c1011e as 
a probe. No variatioll ¥VeiS dctcclcd frorn the reslllts of the experilllcnt. It was 
suggestcd that this IllelhocJ was Ilot sllilable 10 detect the snlall varieitiolls in 
hOlllogeneolls thorollghbred population. 

111 order to detect the vClrjntioll of equille 111tDNA easily， the equine D-Ioop 
region were c10nedwith PCR al1cJ these nllcleotide seqllences were detennined. 
Cornparing DNA seqllcnccs alllong horsc， hlllllall， cattle ancJ rabbit，日 large 
centra卜conserved-seqllenceblock ancJ tlnee SI11ClIl-coJlserved-sequence blocks 
(CS B 1 ， CS 82 ancJ CS 83) were cJetected. There were tandeln repeats of the 8 
bp sequence TGTGCACC between CSB 1 and CSB2. The I111Inbers of tandeI11 

repeats varied aI11α19 three horses. It WClS delennined that the regioll between I ' -~';::' .~. ._~ '""'~"b 

tRNAハoClnd the large centrClI-coIlserved-sequel1ce .block WClS the hypervClriable 

regiol1 in cOlllparisol1 of the tlnee Ihoroughbred seqllences. 
The three Illethods of PCR-SSCP， PCR-RPl.J) alld PCR-direct-scqllencing 

were investigated lo cllarClcterize polyrnorphisll1 within equine D-loop region. 
The D-Ioop region of 299 bp was Cllllplified by PCR allcJ al1alyzed by SSCP. 
The best ideCll cOllclitiol1 of electroplIoresis was 011 a 70/0 polyacrylClll1icJe gel 
cOlltaining 100/0 glycerol Clt lSoC. Tlnee SSCP balld patterl1s were fOlll1d [roln 
the aJlalysis of 5 unrelated horscs by the above cOllditioll. The D-Ioop regioll 
of 232 bp was 8mplified by PCR ClIld allalyzed by I~FLPs. Total DNA of 3 
thorollghbreds， a cross-brecl alld 2 ponies was Clrnplified and digcsted lIsing 3 
restriction ellcloIlllcleClses Aci 1， Cj，. 131 alld tdse 1. The threc Aci I pCltterlls， 

t wo Cjr 131 pat t erns alld t wo ̂  lse 1 pCltt erns were delecled. B y COlll bi Ilal IOIl of 
three RFLPs， 5 llllrelated horses were classified inlo 5 types. The 271 bp 
hyper¥'ariable regiolls of lhe 6 1I1lrclated thorougllbrcds were all1plified with lllc 
biolinylaled prilller to dclerlllillc the sequellce direclly with solid phase 
scquellclllg 111巴thocJ.COlllp日ringthe 6 seqllcllces， 21 sllbstitlltioll sites and 2 
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deletion sites were detected. M8ny Illut8tions were detected in the hOl11010g011S 
population of thorollghbreus. SO， it was suggested that PCR-direct-seqllencing 
method was very USeflll to c8rry out gelletic analysis of sOlne breed 
population. These three Illethods were lIsed for SOJl1e different polYll1orphic 
analyses of equine 111tDNA D-Ioop region. 
For breed veri[ication， 10 hypervariable region seqllences of 5 

thoroughbreds，2 pOllics， a Tokara native horse， a Hokkaido Ilative horse and a 
M i saki nati ve horse were deterlll i Ileu. COll1 pari Ilg 10 seqllences， 31 
sllbstitlltion sites and a deletioll site were reve日led.Eighty-two percent of 
sllbstitutions ¥vere trallsition types. When we arbitrarily chose 5 sites which 
were hi ghl Y pol y Illorphic anlon g t hc t horollgh breds， the Japanese nali ve horses 
(the Tokara Ilative horse， the 1 lokkaido native horse and the Misaki l18tive 
horse) and the ponies， all cOllld bc classified into the 6 cOlnbinalions of 
nllc1eotides. It was sllggested thal the hypervariable region sequence was 
useflll for breed verification. 
PolYll1orphic analysis of a thorollghbred population ¥vas eslill1ated by PCR-

direcl-sequencing Jl1ethod. A few PolYlllorphic sites were clelected by PCR-
RFLP and PCR-SSCP 111ethocJ. This sllggested that the thorollghbred 
poplllation ShOllld be highly hOll1ogeneolls. Contrary to this， 111any 
sllbstitlltions within D-Ioop region were detected by PCR-direct-seqllencing 
frolll the salne one. Withill 271 bp regioll， there were 27 substilution sites alld 
2 ueletion sites， 94 % of which were trallsitions. Two thorollghbred horses b 

belonging to Family NlIInber 5 were sllggested to have the COllllllOIl dalll 
ancestor 260 years ago. Close observation of their sequences revealed 4 or 5 

substitutions， which showed that SOll1e Il1tDNA 111utatiolls occurred during the 
260 years. 
PolYI110rphic anal ysis of a Hokkaido native horse populatioll was done by 

PCR-RFLP and PCR-direct-sequencing 111ethod. A fe¥v polynlorphic sites 
were detected by these Inethods. It was suggested that this poplllation ShOllld 
be 1110re hOll1ologous than thorollghbred poplllation. 
PolYlllorphic analysis of a Mongoliall native horse population was done by 

PCR-RFLP and PCR-direct-sequencing Illethou. Il was sllggested that this 
population had extensive PolYlllorphisll1. III RFLP analysis we idelltified Ilew 
alleles of RFLPs which had not been found in any olher populations. By PCR-
direct-sequencing analysis 1l1ally sllbstitutiollS wel ピfou nd， and t rans versions in 
the l¥10ngolian native horse poplIlation ¥Vere 1110re frequently observed than in 
other breed poplIlations. So、itwas sllggested that ElIropean horses shollld 
have cOl1tributed to the cstablislllllcl1t of the MOll~oliall llative horses. No 

b 

differences all10ng the tlnee MOllgoli8n nalive horse breeds (Tuv， Galshir and 
Tes) ¥Vere found. 
The pedigree allalysis ill Olle thorollghbred horse falniily ¥Vas done by PCR-

SSCP， PCR-RFLP alld PCR-direct-seqllencillg. The expected 111aternal 
inheritallce of IntDNA w日scOllfinned by these three 111ethods. 
111 one pair of dall1 alld offsprillg the ll1aterllal testing was clolle by PCR-

direct-sequencillg， whiclt revealed 6 substitutiolls. It was indicaled that the 
gelletic relatiollship of c!elll1 81lcJ offspring was neg8tive. 
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The hypcrvarIable regioll of five spccies of EqllllS， Illcllldillg MOllgoliClIl Cllld 

jnimilese llalive hoi-ses，wel e sequenced-Tilese data weI e colilpal eく1wilh 

?lmdy known1110loughbred holse HIll〉NAseqmlces Wilhill27l bp of D-

loop regioll， there ¥¥'ere a lote11 of 68 sllbslilllliol1 sites. This ratio is 1110re than 

1¥¥'0 lill1es higher of 111Cll ¥¥'hich previollsly reporled by lligllchi el al. The Illean 

I~llc of tlJc di¥'crgcllじChCCOII1CS bじlWCCll2.3o/c} ;:1I1d 4.6~~ per rvlillioll year 
(~行 r). It was a lillle lJighcr Ihall lhe vallle (2%/Myr) oble1ined in plとVIOllS
sludies 011 lhe geIllls EqllllS e111d sOllle other verlebrates. The phylogenetic 

lrees were cOI1strucled by llsiI1g lhe neighbor-joilling Inethocl日I1cllhemaXiInllIl1 

j1e1ISII11(11)' l11cthod. Thesc pllylogel1etic trccs show lhe Mongolian wild horse 

(εq[{US f7l"z:e¥¥'ulskii)日11c1dOl1lcslic horse (Eq[{[{s caballus) 10 be geI1elically 

1ll0s1 c10sely relaled. 1I ¥¥'日salso iI1dicaled lhat E. prz.ewμl‘仏:iIis genctically 

closer to tllc MOl1goli日110l hIMInese llalive holsethalllo tile lholdl只hbred

horses_ 13y these reslllts， lhc hypolhesis ¥V日salso suppolledillatlhilalMUlese 

Ilali¥'e horses he1d becJl derivcd froll1 lhe MOllgolie1Jl Jlative horses 

As we Il1cl11ioIlCd above， lhc cquil1e D-Ioop l111cleolide seqllellces were 

Culllplclely dclcJ"Jnilled alld ils characlcristic fee1tllres were well clarified here. 

The eqllille D-Ioop scquellce ¥¥'日sf Olllld 10 bc ，¥11 cff ccl i ve genet ic Inarker f 01' 

breed verificaliol1 alld stlluyillg 011 the evo]utioll of the geI111S EqUllS. 
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