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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、血液などから、その試料が由来する人物の年齢・身長などを推定す
る方法の開発である。本研究の成果を以下に示す。
①年齢推定の指標となる生体分子（M-LPHなど）についてRNAレベルでの定量法を確立した。② 年齢依存性発現
生体分子M-LPHの機能を明らかにするため、M-LPHタンパク質と相互作用する分子を検索し、H2AXなどの分子を同
定した。また、M-LPH がミトコンドリアDNA損傷に伴うミトコンドリア機能不全を抑制することを明らかにし
た。③身長との相関が予想されるDNA遺伝的多型の簡便な検査法を確立した。本分析法は身体的特徴の推定指標
のスクリーニングに有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was the development of novel methods for estimation of
 age and for screening of trait-related CNVs. Consequently, the following results were obtained: (1)
 Methods for the determination of age-related biomolecules such as M-LPH at the RNA levels were 
developed. (2) Proteins that interact with M-LPH (H2AX etc.) were identified and it was suggested 
that M-LPH is involved in the maintenance of mtDNA and protects cells from mitochondrial 
dysfunction. (3) A simple method for screening of trait-related CNVs, which is useful for forensic 
casework, was developed.

研究分野： 法医学

キーワード： 社会医学　生体分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、DNA検査法の発展より個人識別（ご遺体が誰であるか、また、血液、体液、臓器などが誰に由来するかを
決定すること）の精度は飛躍的に向上した。しかし、比較すべき対象が入手できない未知の検査試料に関しての
個人識別は困難を伴い、有用な情報となりうる年齢・身体的特徴などの推定法は未だ確立していない。本研究で
は年齢や身長の推定に有用な指標のスクリーニングと、指標となる生体分子の定量法の開発および生理的機能の
解析を実施した。本研究の進展により、今後、法医学的試料から該当者の年齢や身長の推定が可能となっていく
ものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

昨今の犯罪の悪質・巧妙化に伴い、法医鑑識科学分野における被疑者や被害者などを特定す

るための個人識別精度の向上が要請されている。近年、分子生物学の進歩に立脚した DNA 多型

検査―証拠試料の DNA 型と関係者（被疑者）試料の DNA 型の異同識別―による個人識別精度は

飛躍的に向上した。しかし、血液、体液や組織などから、年齢や身体的特徴を推定するマーカ

ーについては、アスパラギン酸のラセミ化やテロメア長の短縮などを指標とする年齢推定法や

目や髪の色を決定する SNP などが散見されるに過ぎず、これらの指標によって年齢や身体的特

徴を絞り込むには精度が極めて不十分である。報告者はこれまで、年齢依存性発現生体分子の

研究に取り組み、年齢依存性発現パターンを示す未知の生体分子(M-LPH、RhitH など)を見出し

た。これらの分子を年齢推定マーカーとして使用すれば、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と考えられる。一方、身体的特徴に相関する DNA マーカーについて

は、日本人の眼・毛髪・皮膚の色を特徴付ける SNP の集団遺伝学的解析を実施した。このよう

な従前の研究基盤に基づき、年齢推定マーカー及び身体的特徴推定マーカーを用いた profiling

を着想し本研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、以下の３点を達成できるよう研究を推進した。 

(1）年齢推定マーカーの法医学的実用化：従前の研究において同定した年齢依存性発現生体

分子について検出・定量法を確立し、年齢推定マーカーとしての有用性について検討する。 

(2）年齢依存性発現生体分子の病態生理学的機能の解明：これまでにおよび新規に見出した年

齢依存性生体分子の生理的機能や加齢・老化・疾患との関連を解明する。 

(3）身体的特徴推定マーカーの開発と法医学的実用化の検証：身体的特徴の間に相関が予測さ

れる DNA 多型のうち、一塩基多型（SNP）とコピー数多型マーカー（CNV）に焦点を絞って判定

法を確立し、集団遺伝学調査、形質との相関性解析を実施し有用性を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1）年齢依存性発現生体分子mRNAのReal-time PCRによる定量 

年齢依存性発現生体分子（M-LPH およびRhitH）のmRNAの定量は、TaqManプローブ法により行

った。また、M-LPH の２種のバリアントのmRNAの個別定量には、SYBR Green I 法を使用した。 

(2）M-LPHと相互作用する生体分子の精製・同定および細胞内局在解析 

ヒトM-LPH発現細胞株（乳ガン細胞MDA-MB-453および正常腎上皮細胞HK-2）の細胞溶解液を材

料とし、Dynabeads Co-Immunoprecipitation kit (Invitrogen)を用いた免疫沈降によってM-LPH

と相互作用する分子を分離・精製した。精製サンプルをポリアクリルアミド電気泳動で分離後、

銀染色を施した上でそれぞれのバンドを切断し、ゲル内トリプシン消化により得られたペプチド

をLC-MS/MS解析に供した。細胞内局 

在の解析には共焦点レーザー顕微鏡 

を使用した。 

(3）CRISPR-Cas9技術によるM-LPH

ノックアウトHepG2細胞の作製 

CRISPR-Cas9の発現ベクターは、

M-LPH遺伝子 exon 1内の20塩基を標的

とするオリゴDNAをpX459（Addgene  図１ CRISPR-Cas9技術によるM-LPHノックアウト細胞の作製 



plasmid ID: 48139）に挿入して作製した（図1）。アリル内への塩基の挿入は、目的の領域を含

むゲノム領域の塩基配列解析によって確認し、タンパク質レベルでの発現消失はWestern blot

により確認した。 

(4）mtDNA損傷 およびミトコンドリア機能の解析          

mtDNA 損傷はReal-time PCRにより既報（Iida et al., Free Radic Biol Med, 87:336-345, 2015）

に従って解析した。ミトコンドリア膜電位の変化は Cell Meter JC-10 Mitochondrial Membrane 

Potential Assay kit (ATT Bioquest)により検出した。細胞内活性酸素の検出は、DCF-DA法およ

びMitSOX染色法により行った。 

(5）DNA 試料 

DNA 試料は、島根大学医学部倫理委員会の承認（No. 1678）を得て解剖時に採取した日本人

男女の心臓血より QIAamp DNA Investigator Kit（Qiagen）を用いて抽出した。 

(6) キメラプラスミドベクターの作製 

ゲノムDNAを鋳型としてPCR増幅したZNF80、LTBP1 、ETV6およびNEDD4L遺伝子特異的な配列を、

pcDNA2.1 vector （Invitrogen）にそれぞれ挿入した（pcDNA2.1/ZNF80、 pcDNA2.1/LTBP1、

pcDNA2.1/ETV6、pcDNA2.1/NEDD4Lと表す）。さらに、ZNF80特異的配列および目的CNV（LTBP1、ETV6、

NEDD4L）に特異的な配列をそれぞれ1コピーずつ含むキメラプラスミド（LTBP1-ZNF80、ETV6-ZNF80、

NEDD4L-ZNF80）をHortonらの方法（Gene 77, 61-68, 1989）にしたがって作製した。 

(7) CNV解析法 

Q-PCRは、StepOne Plus real-time PCR system （ Applied Biosystems ）を用いて行った。

各 CNVの解析に用いるZNF80および目的CNV遺伝子の検量線は、(6)で得たキメラプラスミドの希

釈列を鋳型とした定量的PCRによりそれぞれ作成した。2倍体あたりのCNVコピー数は式 [目的CNV

の増幅産物量/ ZNF80の増幅産物量 × 2] によって算出した。 

 

４．研究成果   

(1）年齢推定マーカーの定量 

初めに、当初の計画に従って年齢依存性発現分子の

タンパクレベルでの定量（ELISA法）を試みたが抗体

の特異性が低く、いずれも満足のいく結果が得られな

かった。そこで、M-LPH およびRhitHのそれぞれにつ

いて、Real-time PCR（TaqManプローブ法）を用いた

RNAレベルでの定量法を開発した。また、M-LPHには2

種類のバリアント（M-LPH1、M-LPH2）が存在し、局在

や生理的機能が異なることが予測されるが、前出の

TaqManプローブ法では両バリアントとも検出対象と

なることから、個別の解析が不可能であった。そこで、個々のバリアントの定量法（SYBR Green

法）をそれぞれ確立した。この定量法により、培養細胞における2種類のバリアントの発現を分

析したところ、各バリアントの分布は培養細胞ごとに異なることが示された（図２）。 

(2）年齢依存性発現生体分子の病態生理学的機能の解明 

 M-LPH と相互作用する生体分子の同定 

免疫沈降法およびLC-MS/MSを利用してM-LPHと相互作用する分子の同定を試みた。その結果、

H2A histone family, member X (H2AX)、ribosomal protein S14 (RPS14)、ribosomal protein 

S3 (RPS3) および B-cell receptor-associated protein 31 (Bap31) の 4つの分子が同定され

図２ MLPH バリアントの各種培養細胞
における分布 



図３ M-LPH の抑制は AMA による
ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ膜電位低下を促進
する 

た。H2AX および RPS3 は DNA の損傷や修復との関連が報告されているタンパク質である。また、

共焦点レーザー顕微鏡による観察や細胞構成要素の分画などにより、M-LPH は主として細胞核

に局在し、その他、ミトコンドリアの一部や細胞質にも局在していることが示された。ミトコ

ンドリアに局在する M-LPH は点状に分布し、mitochondrial transcription factor A (TFAM) や

ミトコンドリア DNA の一部と共局在していることから、M-LPH はミトコンドリア核様体あるい

はその近傍に局在するものと考えられた。 

 M-LPH の発現抑制と mtDNA 損傷 

ヒト培養細胞（HK-2)に電子伝達系の阻害剤であるアンチ

マイシン A（AMA）処理を施すと、ミトコンドリアに局在す

る M-LPH の foci が顕著に増加した。これらの foci は DNA

修復関連酵素 DNA polymerase γおよび DNA ligase 3 と共

局在していた。また、RNAi により 発現を抑制した細胞で

は、mtDNA 損傷の増加や mtDNA がコードする遺伝子の発現減

少が認められ、対照細胞 に比べて AMA 処理後の活性酸素

の増加やミトコンドリア膜電位の低下がより顕著であった

（図３）。したがって、M-LPH は mtDNA 損傷に伴うミトコン

ドリア機能不全を抑制する機能を持つことが示唆された。       

 M-LPH ノックアウト細胞の作製 

M-LPHの生理的機能をより明確にするために、ヒト乳癌およ

びヒト肝臓ガン細胞（MDA-MB-453およびHepG2）について、M-LPH

遺伝子を標的としたCRISPR-Cas9システムによるゲノム編集

（遺伝子ノックアウト）を試みた。その結果、ヘテロ変異型

（M-LPH+/-）のMDA- MB-453細胞、さらに、ホモ変異型

（M-LPH-/-）のHepG2細胞をそれぞれ得ることができた。M-LPH

変異型細胞はいずれも野生型細胞に比べて増殖速度が明らかに

低下していた（図４）。M-LPHの生理的機能をより明確にするた

め、M-LPH遺伝子ノックアウト肝癌細胞（HepG2,M-LPH-/-）を用いて、野生型細胞（HepG2,MLPH+/+）

との比較解析を行い、以下のような結果を得た。                              

①ノックアウト細胞ではDNA損傷マーカー（γ-H2AX、8-OHdG）の明らかな増加が認められた（図

５）。したがって、M-LPHは核DNAおよびミトコンドリアDNA (mtDNA)の維持に関与することが示

唆された。 

 

 

 

 

a                                                      b              

図４ M-LPH遺伝子ﾉｯｸｱｳﾄによる増
殖速度の低下（HepG2） 

図５ M-LPH遺伝子ﾉｯｸｱｳﾄによるDNA損傷マーカー（a:γ-H2AX、b: 8-OHdG）の増加 



② ノックアウト細胞ではmtDNA損傷の増加が認められた一方、mtDNAにコードされた遺伝子の発

現量（mRNA量）、細胞内活性酸素量、ATPレベル、ミトコンドリア膜電位などに変化は認められ

なかった。したがって、ノックアウト細胞ではミトコンドリア機能が維持されていると考えられ

た。 

③ ノックアウト細胞ではmtDNAコピー数が約1.7倍まで増加してい

た（図６）。このことから、mtDNA損傷により引き起こされるミト

コンドリア機能の低下の阻止にはmtDNAコピー数の増加が関与して

いると考えられた。 

(3）身体的特徴推定マーカーの開発と検証             

今回開発したReal-time PCR によるCNV解析において、リファレ

ンス遺伝子ZNF80とそれぞれの目的CNVの増幅効率に大きな相違は

無かったことから、適切な正規化と正確な定量が十分可能と考え

られた。そこで、約100名の日本人男女のDNAを用いて、身長との

相関が予想されるZNF80、LTBP1 、ETV6およびNEDD4L遺伝子のCNVについてのCNV型判定を実施し

た。しかしながら、いずれも身長とコピー数との間に有意な相関は認められなかったことから、

より大きな集団での検討が必要である。また、本法はCNVのスクリーニング法として十分有用で

あることが示され、新たなCNVのスクリーニングを実施する必要があると考えられた。 
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