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研究成果の概要（和文）：研究代表者が初めて見出したGlyoxalase 1 (GLO1)のプロモーター領域内の複数の遺
伝子多型の中に、ヒトGLO１の転写活性を著しく亢進させる遺伝子多型が存在していた。この遺伝子多型の転写
調節機構を解明すると、エピジェネティックな変化が関与していた。また、当該遺伝子多型と1型糖尿病患者の
糖尿病血管合併症の発症進展の程度には相関があることも明らかとなり、当該遺伝子多型は糖尿病合併症のリス
ク予測因子や予防・治療の新規ターゲットになりうる。また、当該遺伝子多型の出現は環境因子に影響を受ける
ことも初めて明らかとなった。他の遺伝子にも同様な調節機構が働いているのかどうか、今後の研究に期待した
い。

研究成果の概要（英文）：Detoxifying enzyme glyoxalase 1 (GLO1) is known to be involved in the 
development of diabetes and its complications. However, the transcriptional regulation of GLO1 is 
not yet fully understood. In this study, we have identified novel polymorphisms in the human GLO1 
promoter region. One of the polymorphisms was found to significantly upregulate the transcription of
 GLO1. We next addressed to reveal molecular mechanisms under the upregulation of the GLO1 
transcription. As a result, the recruitment of histone proteins and the epigenetic modifications 
were involved in the transcriptional regulation. Cell culture conditions such as high glucose 
concentration or normoxia could change the frequency of the polymorphisms of the GLO1 gene. The 
polymorphisms were also found to link to the development of advanced diabetic vascular 
complications. These findings will offer a possible new avenue for the prevention and the treatment 
of GLO1-related diseases.

研究分野：分子生物学

キーワード： 転写調節
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１．研究開始当初の背景 
Glyoxalase1(GLO1)は、後期糖化反応生成
物（advanced glycation end-products, AGE）
の前駆体で反応性の高い-ジカルボニル化
合物メチルグリオキサール（MG）を解毒する
酵素である。これまでの研究により、GLO1 は
糖尿病、がん、精神疾患などに関与している
ことが明らかになっている。しかし、GLO1 の
転写発現調節機構については、ストレスによ
り 活 性 化 さ れ る Nrf2 （ nuclear 
factor-erythroid 2 p45 subunit -related 
factor 2）の関与が報告（Biochem J 443, 
2012）されただけで、未だその全貌は明らか
にされていない。GLO1 は生体にとって大変重
要な酵素と考えられ、GLO1 の転写発現調節機
構を解明することは生物学的にも意義ある
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者のこれまでの検討により、世界
で初めて GLO1 プロモーター領域内の反復配
列内に複数の遺伝子多型が見いだされた。こ
れらの遺伝子多型は、個人、患者、細胞群ご
とに異なる発現頻度を示すことが明らかと
なった。さらに、その中で、著しく転写活性
を亢進させる遺伝子多型（以下、当該遺伝子
多型）を見出すことに成功した。当該遺伝子
多型に焦点を当て、GLO1 の転写発現調節機構
の分子メカニズムを解明することが本研究
の目的である。さらにヒト疾患と当該遺伝子
多型との関連についても明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 研究代表者は、当該遺伝子多型に特異的に
結合するヒストンを同定し、GLO1 遺伝子の転
写発現調節機構にエピジェネティックな変
化が関与することが重要であるという結果
を得た。 
また、GLO1 プロモーター内反復配列の遺伝
子多型と糖尿病血管合併症の発症進展の関
連についてヒト臨床検体を用いて検討を行
った。 
（１）ヒストン修飾による GLO1 転写発現
調節機構の全貌解明 
ヒストン修飾と GLO1 遺伝子多型の転写活
性の関連性を調べるために、アセチル化修飾
に影響を与えるアセチルトランスフェラー
ゼ阻害剤、脱アセチル化酵素阻害剤を使用し
た。また、メチル化修飾の解析においてはメ
チルトランスフェラーゼ阻害剤を使用し検
討を行った。 
また、ビオチン標識された GLO1 プロモータ
ー領域をLipofectamine2000を用いて培養細
胞（293T または HepG2 細胞）に導入し、24
時間後に 1%ホルムアルデヒドを用いてクロ
スリンクした。その後、細胞を溶解しストレ
プトアビジンビーズを用いてビオチン標識
された DNA をプルダウンし、プルダウンされ
た GLO1 DNA 量は、PCR 法で確認した。プルダ
ウンされたヒストン修飾（アセチル化、メチ

ル化）は特異抗体を用いて検出した。 
（２）ヒト臨床検体を用いた病態と GLO1
プロモーター反復配列当該遺伝子多型との
関連性の検討 
GLO1 遺伝子プロモーター領域内の反復配
列に存在する遺伝子多型と糖尿病血管合併
症の発症進展との関連性についての検討を 1
型糖尿病患者の末梢血ゲノム DNA 臨床検体
（75 症例）を用いて行った。 
GLO1プロモーター反復配列領域をPCR法に
よって増幅し制限酵素（KpnI と XhoI）処理
しベクター（pGL4.14）に組み込み、得られ
たクローンの塩基配列をDNAシークエンシン
グ法で決定した。解析では、1 人の患者につ
き少なくとも 20 個のクローンの塩基配列決
定を行うことで GLO1 遺伝子多型発現頻度の
解析を行った。また、コントロールとして約
29 名の健常者の末梢血ゲノム DNA も使用し、
GLO1 遺伝子多型の発現頻度の解析を行った。 
（３）細胞への各種刺激・ストレス暴露によ
る GLO1 プロモーター遺伝子多型の発現頻度
の検討 
細胞分裂に伴って GLO1 プロモーター内反
復配列の遺伝子多型が出現する可能性が考
えられたので、培養細胞を用いた検討を行っ
た。293T 細胞を低酸素（2% O2）または高血
糖（グルコース 4.5 g/L）状態で培養した。
その後、ストレスを加えた 293T 細胞からゲ
ノム DNA を抽出し、GLO1 遺伝子多型の発現頻
度を経時的に解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒストン修飾による GLO1 転写発現
調節機構の全貌解明 
293T 細胞に GLO1 当該遺伝子多型を含むプ
ロモーター領域の下流にルシフェラーゼ遺
伝子を連結させたベクターを過剰発現させ、
その後アセチルトランスフェラーゼ阻害剤、
脱アセチル化酵素阻害剤またはメチルトラ
ンスフェラーゼ阻害剤を作用させ GLO1 の転
写活性をルシフェラーゼを指標として解析
した。その結果、アセチルトランスフェラー
ゼ阻害剤の存在下で当該遺伝子多型よる転
写亢進が著しく抑制された。逆に、脱アセチ
ル化酵素阻害剤では、当該遺伝子多型の転写
は、さらに亢進された。 
次に、ヒストンアセチル化修飾が関与して
いるのかを明らかにするために検討を行っ
た。プルダウンされたヒストンの修飾をウエ
スタンブロット（アセチル化特異抗体）を用
いて検討したところ、当該遺伝子多型では、
他の遺伝子多型に比べて著しくヒストンの
アセチル化修飾が増加していることが明ら
かとなった。 
これらの結果より、当該遺伝子多型の転写
亢進は、特異的に結合するヒストンの存在と
ヒストンアセチル化修飾が関与するという、
エピジェネティクスな発現誘導によること
が明らかとなった。 
（２）ヒト臨床検体を用いた病態と GLO1



プロモーター反復配列当該遺伝子多型との
関連性の検討 
当該遺伝子多型と糖尿病血管合併症の発
症進展の関連についての検討をヒト臨床検
体を用いて行った。1 型糖尿病患者 75 症例、
コントロールとして健常者 29 名の末梢血ゲ
ノム DNA を使用し GLO1 遺伝子多型発現頻度
の解析を行った。結果、当該遺伝子多型と糖
尿病血管合併症の発症進展の間には相関が
みられた。この結果より、当該遺伝子多型は
糖尿病血管合併症の新たなリスク予測因子、
あるいは治療ターゲットまたは診断のマー
カーになると考えられた。 
（３）細胞への各種刺激・ストレス暴露によ
る GLO1 プロモーター遺伝子多型の発現頻度
の検討 
293T 細胞を低酸素（2% O2）で培養したと
ころ当該遺伝子多型の発現頻度が、変化する
ことが明らかとなった。 
次に、293T 細胞を高血糖条件下（グルコー
ス 4.5g/L）または正常血糖で培養し、0、1、
2、4、6、8週目で細胞よりゲノム DNA を抽出
し、GLO1 遺伝子多型の発現頻度を調べた。結
果、高血糖状態では、著しく当該遺伝子多型
の割合が高くなることが明らかとなった。ま
た、興味深いことに 6週間高血糖状態で培養
した細胞を正常血糖の状態で培養すると当
該遺伝子多型の割合が低下することも明ら
かになった。 
これらの結果より、細胞は培養条件により
当該遺伝子多型の割合を変化させて細胞外
環境に適応していると考えられた。 
この研究により、GLO1 は当該遺伝子多型を
持つ細胞の割合を高血糖下で増加させるこ
とにより、GLO1 遺伝子の転写発現を調節して
いるものと考えられた。 
本研究により GLO1 当該遺伝子多型による
これまでにない新たな転写発現調節機構が
明らかとなった。また、この GLO1 当該遺伝
子多型は、糖尿病血管合併症の発症進展にも
関与していることが明らかとなり、糖尿血管
病合併症のリスク予測因子や新しい治療タ
ーゲット分子となりうる。 
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