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研究成果の概要（和文）：年齢及び外見推定マーカーを法医学的個人識別に活用するための基礎的研究を行い、以下の
成果を得た。
(1)年齢依存性M-LP遺伝子発現は新規な年齢依存性転写抑制因子Rhitによって制御されている。(2)Rhitのヒトホモログ
は転写因子FODX3及びGABPによって発現制御されている。(3)M-LPは酸化ストレス応答に関与している。(4)年齢依存性
転写因子を利用した年齢推定マーカー同定の基盤が確立した。(5)Rhit欠損マウスは顕著な表現型を示さず、Rhit機能
は他の転写抑制因子によって補完されている。(6) HMGA2遺伝子などは日本人集団において身長に、さらにGHR遺伝子は
心重量などに相関する。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to confirm a molecular basis for utilization of age- 
and physical appearance-estimation markers for forensic individualization; (1) Age-dependent M-LP gene, 
previously identified, was regulated by a novel transcriptional repressor Rhit. (2) Human homolog of Rhit 
gene was regulated by FODX3 and GABP. Furthermore, several SNPs producing loss-of-function were present 
in the gene. (3) M-LP was involved in cellular response to oxidative stress. (4) A methodology using 
age-dependent transcriptional factors for identification of novel age-estimation markers could be 
confirmed. (5) Rhit-knockout mice exhibited no unique phenotypes, indicating that the Rhit gene might be 
functionally complemented by other factors. (6) HMGA2 and GHR genes were related to height, and cardiac 
weight etc., respectively, in a Japanese population. (7) All the functional SNPs, possibly served as 
genetic risk factor for autoimmunity, in the genes encoding human DNase family were identified.

研究分野：法医学、鑑識科学
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１．研究開始当初の背景 
昨今の犯罪の悪質・巧妙化に伴う容疑者等
の関係者特定能向上の要請に応じて、近年
DNA 多型が法医実務に導入され個人識別精
度の飛躍的向上がもたらされている。しかし、
DNA 型による個人識別では法医学的試料か
らの検査結果と該当者と想定される関係者
からの検査結果との異同識別が不可欠であ
り、該当者と推定される関係者を限定・特定
することが個人識別検査の前提条件となる。
現在のところ、法医学的試料から該当者を絞
り込む指標は性別以外にほとんどなく、個人
識別検査の前提となる“該当者の絞込み”は
法医鑑識科学分野において盲点であり、個人
識別能向上のブレークスルーとなる今後解
決すべき案件である。 
報告者らはこれまで、プロテオーム解析
及び免疫学的手法を用いて年齢特異的に消
失・出現する年齢依存性生体分子に関する
研究に取り組み、年齢推定マーカーとなり
得る生体分子を発見した。さらに、トラン
スクリプトーム解析によって、年齢依存性
発現遺伝子の包括的な検索を行った結果、
ユニークな年齢依存性発現パターンを示す
未知の遺伝子などを見出している。これら
の年齢依存性生体分子を“年齢推定マーカ
ー”として組合せて使用すれば、法医学的
試料から該当者の年齢幅の推定を行うこと
は十分可能である。さらに、外見を特徴付
ける眼・毛髪・皮膚の色に関与する遺伝マ
ーカー(SNP)が検索されており、応募者らも
日本人の眼の色を決める遺伝マーカーを解
析している。以上のような基礎的な研究成
果から、年齢推定マーカー及び外見推定マ
ーカーによる“該当者絞込み指標”の確立
を図る本研究を着想した。 

 
２．研究の目的 
本研究では、 “該当者絞込み指標”とし
て「年齢」と「身長・身体所見」に着目し、
①新規な年齢推定マーカーの同定のための
基盤確立、②年齢依存性生体分子の病態生
理学的機能の解明、③外見推定マーカーの
法医学的実用化の検証、を目的とした。 
そこで、以下の具体的目的を達成できるよ
う研究を推進した。 
①従前に見出した年齢依存性生体分子M-LP
の年齢依存性の基盤を解明するため、関連
する転写因子を検索・同定する。 
②マウス Rhit のホモローグを検索・同定し、
その転写調整機能を明らかにする。 
③RhitH及び M-LPHの病態生理学的な関与
を解明する一助として、其々の遺伝子内
非同義置換型 SNPの機能への影響を明ら
かにする。 
④Rhit の生理的な役割を明らかにするため、

Rhit欠損マウスの表現型を明らかにする 
⑤外見・身体所見推定マーカーとして活用し
得る遺伝子群を関連する SNPs を用いて検

索・同定する。 
⑥年齢依存性変化を示す DNase Iを含め、ヒ
ト DNase familyの病態遺伝学的性状を明ら
かにするため、DNase I、DNase II及び DNase 
I-like 2 (1L2)遺伝子内の非同義置換型 SNPs
について遺伝子型―活性相関と集団遺伝学
的性状を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 新規な年齢依存性転写因子 Rhitの同定 
マウス腎細胞株 TCMK-1を用い、M-LP遺
伝子について転写抑制に係る転写因子結合
部位を同定した。次いで、相当する
DNA-affinity chromatography によって結合タ
ンパクを精製し、そのアミノ酸配列を解析し
た。その結果に基づき、RACE法などにより
結合タンパクの full-length cDNA をクローニ
ングした。 
 
(2) ヒト RhitHの同定と転写調節機構の解明 
ヒト乳がん細胞株MCF-7を用い、データベ
ース検索および RACE法によって Rhit cDNA
と相同性の高いヒトオソローグの full-length 
cDNA をクローニングした。real-time PCR、
RNAiおよび promoter assayによって RhitHの
ヒト M-LP(M-LPH)転写調節への関与を精査
した。次いで、promoter assay、EMSA assay、
ChIP assay、RNAiなどを利用して、RhitH転
写調節に関与する転写因子を同定した。 
 
(3) RhitH及びM-LPH遺伝子内非同義置換型
SNPの機能への影響と集団遺伝学的解析 
アジア人、アフリカ人、白人など 16集団
（計 1752名）から採取した DNAを用い、
RhitH遺伝子内非同義置換型 SNPs（9座位）
について、それぞれの遺伝子型を PCR-RFLP
法により判定した。さらに、各 SNPのminor 
alleleに相当するアミノ酸置換型RhitH発現
ベクターを正常ヒト腎上皮細胞に導入し、72
時間後に回収した細胞内M-LPH量を
Western Blottingにより解析した。また、
M-LPH遺伝子内非同義置換型 SNPsについ
て、同様に、遺伝子型を判定した。 

 
(4) Rhit欠損マウスの表現型解析 
常法によって、C57BL/6CrSliマウスを用い
て、Rhit-/Rhit-マウスを作製した。Microarray
法による遺伝子発現、血液生化学的指標、病
理組織学的知見等を wild-type と比較検討し
た。 
 
(5) 身長など、外観を規定する遺伝子群の検
索・同定 
島根大学における日本人剖検例 100 名 (男
性 65、女性 35; 平均年齢 57.5歳; 平均身長 
160.1 cm)及び(3)項で示した異なる 16集団か
ら採取した DNAなどを用い、其々の SNPの
遺伝子型を PCR-RFLP法により判定した。剖
検例について、身長や臓器重量などと遺伝子
型の相関を精査した。 



 
（6）DNase family 遺伝子の病態遺伝学的解
析 

(3)項で示した異なる 16集団について、新
規に開発した PCR-RFLP法によってそれぞれ
の SNPsの遺伝子型を判定した。それぞれの
DNaseについて、主要 haplotypeに対応する
cDNAを挿入した発現ベクターを作成し、
site-directed mutagenesisによってそれぞれの
SNPsの minor-alleleに相当するアミノ酸置換
型 DNase発現ベクターを構築した。それぞれ
の発現ベクターを導入した COS-7細胞中に
発現した DNase活性を single radial enzyme 
diffusion法によって定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 新規な年齢依存性転写因子 Rhitの同定 
クローニングされたcDNAは1,539bpのORF 

(512アミノ酸に相当)を含み、新規なマウス転
写 抑 制 因 子 で あ り 、 Rhit (regulator of 
heat-induced transcription) と命名した。Rhit
には転写抑制に関与する KRAB ドメインを
含む zinc finger型抑制因子に属していた。Rhit
過剰発現細胞では EMSA assay における
DNA-protein複合体量が増加し、一方 Rhitの
発現抑制によって M-LP発現量が増加したこ
とからなど、Rhitが M-LP遺伝子発現の転写
抑制因子として作用することを確認した。
M-LPと Rhitの年齢依存性発現変化は逆相関
しており（年齢とともにM-LPは増加し、Rhit
は減少する）、M-LPの年齢依存性発現は Rhit
の発現変化に起因することが明らかとなっ
た。従って、Rhitは年齢依存性を示す新規な
転写抑制因子であることが確認された。 
さらに、従前の研究によって、M-LPは熱ス
トレスや酸化ストレス応答に関与すること
が示唆されたが、heat shock stressによって、
Rhit量は減少し、それに伴って M-LP量が増
加した（下図）。この結果は、Rhit が M-LP
の熱ストレス応答を直接制御していること
を示すものである（主要公表論文⑫）。 

 
 (2) ヒト RhitH の同定と転写調節機構の解
明 
クローニングされた cDNA は 1,665bp の

ORF (554 アミノ酸に相当)を含み、転写抑制
に関与する KRABドメインを含む zinc finger
型抑制因子に属する転写因子 human Rhit 
(RhitH)をコードしていた。RhitH の発現抑制

によって M-LPH 発現量が増加したことから
など、RhitHがM-LPH遺伝子発現の転写抑制
因子として作用し、さらに RhitHは年齢依存
性発現（M-LPH と逆相関）を示した（下図
1,adult由来；2, fetal由来）。 

次に、RhitH遺伝子の転写調節に関与する
転写因子を検索したところ、forkhead box D3 
(FODX3)および GA-binding protein (GABP)が
同定された。前者は抑制因子に、後者は活性
化因子として RhitH遺伝子の転写調節に関与
していることが明らかとなった。 
さらに、RhitH抑制または RhitH過剰発現
によって、細胞内 H2O2量の増加、ミトコン
ドリア機能の不全が惹起されたことから、
M-LPは酸化ストレスからミトコンドリア機
能を保持することに関与しているものと考
えられた（主要公表論文⑨）。 
前項及び本項の結果、新規な年齢依存性遺
伝子を同定するためには、年齢依存性転写因
子の解析が有効であることが明らかとなっ
た。     
                           
(3) RhitH及びM-LPH遺伝子内非同義置換型

SNPの機能への影響と集団遺伝学的解析 
RhitH及びM-LPHの病態生理学的関与を明
らかにする一助として、それぞれの遺伝子内
に座位する非同義置換型 SNPについて、
world-wideなヒト集団における遺伝子型分布
を明らかにするとともに、相当するアミノ酸
置換の機能への効果を解析した。 

 
①M-LPH遺伝子内の非同義置換型 SNPs 
M-LPH遺伝子の発現調節に関わる転写因
子 RhitHは、Krüppel associated box 
(KRAB)ドメインと8個のC2H2亜鉛フィンガ
ーモチーフを有し、M-LPH遺伝子の転写抑
制活性を示す。RhitH遺伝子内の非同義置換
型 SNPのうち、KRABドメイン内または亜
鉛フィンガーモチーフ内にアミノ酸置換を
惹起するそれぞれ 3座位および 6座位に着目
した。今回確立した PCR-RFLP判定法によ
り、SNP 9座位の遺伝子型を再現性よく判定
することができた。KRABドメイン内および
亜鉛フィンガーモチーフ内にアミノ酸置換
を惹起する計9座位は、すべての集団でmono 
allelicであったことから、ヒト集団の進化過
程でよく保存されたものと考えられた。 



次に、各 SNPsのminor alleleに対応する
アミノ酸型 RhitHを正常ヒト腎上皮細胞に
発現させたのち、細胞内のM-LPHを半定量
した。その結果、亜鉛フィンガーモチーフ内
にアミノ酸置換を惹起する p.Cys461Ser、
p.Thr465Ala及び p.Leu491Pheでは細胞内
のM-LPH量が増加したことから、これら 3
座位のSNPsはRhitHの転写抑制活性を低下
させる functional SNPであることが明らか
となった。明らかにした functional SNPsは
すべて多様性が著しく乏しく、従って、ヒト
集団において RhitHの機能は十分保存され
ていると考えられた（主要公表論文④）。 

 
②M-LPH遺伝子内の非同義置換型 SNPs 
機能への影響が予測されたM-LPH遺伝子内
非同義置換型 SNP（9座位）について、同様
に、集団遺伝学的解析を行った。各 SNPの遺
伝子型を判定するため、新規な PCR-RFLP法
を確立した。本判定法によって、3大人種を
含む異なる 16集団における遺伝子型分布を
調べたところ、すべて mono-allelicな分布を
示した。従って、各 SNPの minor allele 
frequencyは 0.0003以下と算定され、これら
非同義置換型 SNPについてM-LPH遺伝子の
遺伝的多様性は極めて低いことが明らかと
なった。 
 
(4) Rhit欠損マウスの表現型解析 
年齢依存性転写抑制因子 Rhit の機能を解
明するため、今回作製した Rhit-/Rhit-マウスの
表現型解析を行った。その結果、①2週齢、5
週齢及び 12 月齢由来腎における mRNA発現
をmicroarray法によってwild-typeマウスと網
羅的に比較したところ、顕著な発現上昇、降
下を示す遺伝子は見出されなかった；②12 月
齢由来精巣における mRNA 発現について同
様に解析したところ、顕著な遺伝子発現変動
は認められなかった；③およそ 12 月齢まで
の成長・発達、妊性などについて、Rhit-/Rhit-

マウスには wild-type マウスと異なる顕著な
所見は認められなかった。④一連の血液生化
学的指標及び病理組織学的所見について、
Rhit-/Rhit-マウスには wild-type マウスに比較
して顕著な相違は認められなかった。以上の
ことから、Rhit-/Rhit-マウスには wild-typeと比
較して顕著に異なる表現型は見られず、従っ
て Rhit の機能は他の転写抑制因子によって
補完されているものと考えられた。 
 
(5)身長など、外見を規定する遺伝子群の検
索・同定 
 従前の研究において、外見推定マーカーと
して“目の色”を規定する遺伝子を確認した。
本研究では、身長を規定する遺伝子群につい
て、日本人集団における身長との相関を検
索・同定した。 
 
① High mobility group-A2 (HMGA2)遺伝子 
コーカシア人集団において身長との関連が

報告されている HMGA2遺伝子の着目し、遺
伝子内 3SNPs (rs1047275, rs7868682及び
rs7968902)と身長との相関を調べたところ、
日本人において rs1047275及び rs7968902に身
長との有意な関連が認められた（下図）。従
って、HMGA2遺伝子は日本人集団における
身長推定マーカーとなり得る。 

次に、16集団で 3SNPsの頻度分布調査を行
ったところ集団間で差異がみられ、
rs7968902(G/T)では全てのアジア人で Gアリ
ル優位、アフリカ 人では Tアリル優位、コ
ーカシア人ではその中間であった。このよう
に、日本人における身長と HMGA2遺伝子多
型(rs7968902)の関連を初めて明らかにし、さ
らにそれら多型の民族差異を提示した（主要
公表論文⑩）。 

 
② Growth hormone receptor gene (GHR)遺伝
子 
成長に関与する GHR遺伝子内 SNP(rs6180)
について、同様の解析をしたところ、日本
人集団(187人)において身長との相関は認
められなかった。しかしながら、rs6180 
(A/C)における Aアリルは心重量、左心室
重量、右腎重量、左腎重量、右肺重量を有
意に増加させることが明らかとなった。 

 
③ LIM homeobox 3 (LHX3)-quiescin Q6 

sulfhydryl oxidase 2 (QSOX2) 及び
insulin-like growth factor 1 (IGF1)遺伝子 
日本人集団において身長との関連が報告さ
れている LHX3- QSOX2遺伝子と IGF1遺伝子
内 SNPsついて replication studyを行った。
LHX3-QSOX2内 SNP (rs12338076)と IGF1内
2SNPs (rs1457595, rs17032362)は、今回調査し
た日本人では身長と有意な関連がみられな
かった。次に、これら SNPsの集団調査結果、
rs12338076(A/C)ではアジア人とコーカシア
人で Aアリル優位、アフリカ人では Cアリ
ル優位であった。rs17032362(A/G)はアジア人
では Gアリル優位であったが、コーカシア人、
アフリカ人では全て Aアリル優位であった。
今回調査した日本人集団では SNPsと身長に
有意な関連は見られず、少なくともこれら
SNPsの身長に対する遺伝的寄与は小さいも
のであると考えられた。さらに、これら身長
関連 SNPs（rs12338076及び rs17032362）の分
布には民族差異が見られることが明らかと



なった（主要公表論文⑧）。 
 
（6）DNase family 遺伝子の病態遺伝学的解
析 
報告者らは、DNase Iが年齢依存的な活性
変動すること明らかとした。他方、DNase I
を含めた DNase familyは内在性または外来
DNAを分解・除去することによって、生体内
の恒常性維持に関与しており、その機能破綻
は自己免疫疾患発症のリスクファクターと
なることが示唆されてきた。本研究では、
DNase Iを含めた DNase familyの病態生理学
的関与を明らかにするための一助として、遺
伝子内の非同義置換型 SNPsに着目して、そ
の遺伝子型－活性相関ならびに集団遺伝学
的性状を明らかとした。 

 
① DNase I遺伝子 
 DNase I遺伝子内に座位する全ての非同義
置換型 SNPs(58座位)は、アミノ酸置換による
活性への影響の観点から、活性変動を生じな
い“SNPs not affecting the activity”(23座位)、
活性上昇を生じる“SNPs elevating the 
activity” (9座位)、活性減弱を生じる“SNPs 
reducing the activity” (14座位)、及び活性を消

失する“SNPs abolishing the activity” (12座
位)に分類できた（下図）。 
 これら SNPsの遺伝子型分布を調べたとこ
ろ、SNP4座位について、全てのまたは一部
の集団で多型性が認められたが、全ての
“SNPs abolishing the activity”を含め他の
SNPsは全て mono-allelicな分布を示した。従
って、酵素活性の減弱・消失を惹起する殆ど
全ての functional SNPsについて、遺伝的多様
性は極めて乏しいものの、特に loss-of function
型を産出する SNPsのminor alleleは自己免疫
疾患等の遺伝的危険因子になるものと考え
られた（主要公表論文②, ③, ⑪）。 
 
②DNase II遺伝子 
血清 DNase 活性低下を惹起する DNase 遺
伝子の変異等は自己免疫疾患の遺伝的素因
を形成する一つの因子となる。DNase II遺伝
子について、慢性関節リウマチ(RA)との関連
が示唆されている SNP5 座位及び非同義置換
型 SNP 15座位に着目した。 
非同義置換型 SNP 15座位のうち、4座位が

functional SNPとして同定された。さらに、遺

伝子型分布について、ほとんど全て
mono-allelicな分布を示した。 

RA関連 SNPのうち、3座位(rs12609744, 
rs11085823及び rs7249143)は血清 DNase II活
性との相関が認められ、それぞれの RA関連
アリルは酵素活性を低下させた。これら SNPs
はDNase II遺伝子プロモーター領域に分布し、
reporter assayから、RA関連アリルに相当す
るものではプロモーター活性が低下した。従
って、DNase II 遺伝子内プロモーター領域の
SNPは転写活性低下によってDNase II産生量
が低下し、もって 血清 DNase II活性を減少
させることが明らかとなった。さらに、遺伝
的多様性は極めて乏しいものの、特に loss-of 
function型を産出する SNPsの minor alleleは
RAの遺伝的危険因子になるものと考えられ
た（主要公表論文⑤, ⑦）。 

 
③DNase 1L2遺伝子 
角化細胞の最終分化過程に関与する DNase 

1L2の活性低下が尋常性乾癬などに見られる
不全角化病変を惹起することが示唆されて
いる。そこで、DNase 1L2について、機能に
関連する可能性のある全非同義置換型 SNP6
座位に着目した。 
今回、調査した 16 集団において、全ての

SNPについてmono-allelicであった。従って、
非同義置換を起こすDNase 1L2遺伝子内 SNP
には顕著な遺伝多様性は見られないことが
明らかとなった。 
各 SNPの minor alleleに対応するアミノ酸
置換型酵素の活性を調べたところ、4座位の
functional SNPsが同定され、特に p.Asp287Asn
では活性の消失が認められた。従って、
functional SNPとなる非同義置換型 SNPにつ
いて、in vivo活性が保持されるようにヒト集
団において分布が著しく偏っているが、これ
ら minor alleleは不全角化のリスクファクタ
ーになることが明らかとなった（主要公表論
文①, ⑥） 
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