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研究成果の概要（和文）：TCMK-1およびRPTEC細胞において、M-LPH やRhitの発現抑制によって発現が変化する遺伝子
群を検索した結果、酸化ストレス関連遺伝子やアポトーシス関連遺伝子において発現が有意に促進または抑制されるも
のが多数同定された。Rhit KOマウスについて病理組織学的検査などを行ったが、wild-typeとの顕著な差が認められず
、Rhitの機能は、他の転写因子によって補われているものと考えられた。RhitHは、M-LPH遺伝子のintron 1内に存在す
るTtk binding siteに結合し、RhitH遺伝子の発現には抑制因子FOXD3および促進因子GABPがかかわることが示された。

研究成果の概要（英文）：I have identified a number of genes which were up- or down-regulated by 
siRNA-mediated knockdown of M-LPH or Rhit. No significant differences in histological appearance were 
observed between Rhit-/Rhit- mice and wild-mice. It was shown that RhitH binds to the Ttk 69K binding 
site and functions as a transcriptional repressor in M-LPH expression, and that expression of RhitH gene 
is transcriptionally regulated by two transcription factors, FOXD3 and GABP.

研究分野：法医学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
昨今の犯罪の悪質・巧妙化に伴い、法医鑑
識科学分野において、被疑者や被害者特定
のための個人識別精度の向上が求められて
いる。近年、分子生物学の進歩に立脚した
DNA多型の法医実務への導入により、個人
識別精度の飛躍的向上がもたらされた。し
かし、体液や臓器などの法医学的資料から、
年齢を推定する研究は、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
するものや近年ではエピジェネティクスを
利用するものなどあるものの実用化には至
っておらず、法医鑑定の盲点となってきた。 
 申請者は、従前より年齢依存性生体分子
に関する研究に取り組み、これまでに多数
のの年齢依存性生体分子を同定した（Mech 
Aging Dev, 113, 135-144, 2000; Biochem 
Biophys Res Commun, 283, 292-296, 2001; 
FEBS J, 274, 3939-3947, 2007他）。これらの
年齢依存性生体分子のうち、Mpv17-like 
protein (M-LP) はマウスの腎において新
規に見出したタンパク質である（J Biol 
Chem, 278, 6301-6306, 2003他）。また、M-LP
遺伝子の発現調節機構の解析の結果、新規
転写因子抑制因子 regulator of heat-induced 
transcription (Rhit) を同定した。両者の発現
パターンは逆相関関係にあり、M-LPの年
齢依存性発現は Rhitの発現変化に依存して
いる(Mol Cell Biol, 30, 2306-2315, 2010)。し
たがって、M-LPや Rhitの影響下で発現変
動する遺伝子群もまた年齢推定マーカーと
なり得る可能性が高いと推測された。そこ
で、本研究では、法医学における個人識別
検査の新たな飛躍を図るため、M-LPおよ
びRhitの発現変動によって影響を受ける遺
伝子群を同定し、これらを“年齢推定の指
標”として利用することを目的として企画
した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の 3点について研究を
推進した。 
(1) 年齢依存性生体分子M-LPおよび

Rhitの発現変動によって影響を受ける
遺伝子群の検索・同定 
(2) ヒト転写抑制因子 Rhit (RhitH) の遺
伝子発現機構の解析および年齢依存性
発現の分子論的基盤の確立 
(3) RhitH遺伝子内の非同義置換型 SNP（9
座位）の多集団における分布調査と遺
伝子型と活性の相関解析 
 
３．研究の方法 
(1) 年齢依存性生体分子M-LPおよび

Rhitの発現変動によって影響を受ける
遺伝子群の検索・同定 
①培養細胞レベルでの解析 
マウス腎細胞（TCMK-1）やヒト正常尿細
管上皮細胞（RPTEC）内に、siRNAを導入
し、遺伝子発現を抑制した。導入の48時間

後、細胞から抽出したtotal RNAや逆転写反
応により作製したcDNAを用いてmicro array
解析やPCR array解析を行い、mRNAレベル
で発現変動する遺伝子群を網羅的に検索し
た。 
②RhitのＫＯマウスの作製と表現系の解析 
 Rhit-/Rhit-マウスは常法によりC57BL/ 
6CrSliマウスを用いて作製した。遺伝子発現
解析、血液生化学的分析および病理組織学
的検査を行い、wild-typeと比較した。 
 
(2) RhitHの遺伝子発現機構の解析および
年齢依存性発現の分子論的基盤の確立 
①M-LP (M-LPH) 遺伝子promotor活性の測
定 
M-LPH遺伝子のintron 1の上流域を含む
様々なDNA断片を、ヒトゲノムDNAを鋳型と
してPCR法により増幅し、得られた断片を
pGL4.10ベクターのSacI/BglII サイトにそれ
ぞれ挿入した。RhitHの結合部位内に塩基置換
を有するベクターの作製にはKOD-Plus- 
Mutagenesis kit (Toyobo) を使用した。ヒト乳
癌細胞 (MCF-7) 内に各ベクターを導入し、48
時間後のpromotor活性を、Dual-Lu3-Basic 
Reporter Assay Systemを用いて測定した。 
②RhitH遺伝子の転写調節因子の検索 

RhitH遺伝子の上流域を含む様々な DNA
断片を、ヒトゲノム DNAを鋳型として PCR
法により増幅し、得られた断片を pGL3-Basic
ベクターの KpnI/HindIIIサイトにそれぞれ挿
入した。また、FOXD3および GABPの結合
部位内に塩基置換を有するベクターの作製
および RhitH遺伝子の promotor活性測定は、
上記①と同様の方法により行った。また、同
定した転写因子を再確認するため、さらに、
Gel Shift assay、ChIP assayなどを行った。 
③胎児および成人の各臓器におけるM-LPH
およびRhitHのmRNA量の定量はリアルタ
イムPCRにより行った。 
 
(3) RhitH遺伝子内の非同義置換型 SNP（9
座位）の多集団における分布調査と遺
伝子型と活性の相関解析 
①RhitH遺伝子内SNPの遺伝子型判定 
9座位の SNPすべてについて、PCR-RFLP
による型判定法を開発した。これらの方法
によりアジア人、アフリカ人、白人など 16
集団、計 1,752 名について解析し、遺伝子
型分布を調査した。 
②SNPにより惹起されるアミノ酸置換と転
写抑制活性との相関解析 
各SNPのminor alleleに相当するアミノ酸
置換型の発現ベクターをRPTEC細胞に導入
して過剰発現させたのち、細胞から調製し
たcell lysateについてWestern Blotting解析を
行ってM-LPHを検出した。 
 
４．研究成果 
(1) 年齢依存性生体分子 M-LP および
Rhit の発現変動によって影響を受ける遺



伝子群の検索・同定 
①TCMK-1細胞による検索 

TCMK-1細胞において、Rhitの発現抑制に
よって発現が変化する遺伝子群を検索した。
microarray解析では140の遺伝子 (Galnt13, 
Olfr1511, Adamts16など) で4倍以上の発現
量増加が認められ、399の遺伝子(Arx, 
Slc5a4b, Lcp1など) で1/4以下の発現量低
下が認められた。一方、酸化ストレス関連
遺伝子を対象としたPCR array解析では、発
現が有意に促進される8遺伝子（Gpx1,Gpx8, 
Slc38a3など）および発現が有意に抑制され
る29遺伝子（MPO,Rag2,Aassなど）が同定
された。 
 
②RPTEC細胞による検索 

RPTEC細胞において、M-LPHの発現抑制
によって発現が変化する遺伝子群を、アポ
トーシス関連遺伝子を対象としたPCR array
を用いて検索した。その結果、発現が有意
に促進される10遺伝子 (TNF, TRAIL, Fas
など)と発現が有意に抑制される19遺伝子
（TRAF3, AKT1, CASP2など）を同定した。 
 
③RhitのKOマウス表現系解析 

Rhit-/Rhit-マウスでは、遺伝子発現解析、
血液生化学的分析および病理組織学的検査
においてwild-typeとの顕著な差が認められ
なかった。したがって、Rhitの機能は、他の
転写因子によって補われているものと考え
られた。 
 
(2) ヒト転写抑制因子 RhitH の遺伝子発
現機構の解析および年齢依存性発現の
分子論的基盤の確立 
①M-LPH遺伝子内のRhitH結合部位の同定 
 M-LPH遺伝子上流域のPromotor assayの
結果、RhitHは、M-LPH遺伝子のintron 1内に
存在するTtk binding siteに結合することを
明らかにした(図１)。したがって、M-LPH
の年齢依存性発現はRhitHが持つ発現抑制
効果によるものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 M-LPH の Promotor assay、(A) M-LPH の
Promotor 領域内の RhitH 結合部位を で示した。 
+1 は転写開始部位を表す。(B) M-LPH遺伝子の 5'
上流域を含む種々の reporter vectorの転写活性  
 
②RhitH遺伝子の転写調節因子の検索・同定 

RhitH遺伝子の転写因子をPromotor assay、
Gel Shift assay、ChIP assayなどにより精査し
た。転写開始点の約1.5 kb上流には抑制因

子であるFOXD3が結合し、約50 bp上流には
ミトコンドリア電子伝達系の主要な制御因
子である促進因子GABPが結合することが
示された (図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ RhitHの Promotor assay (A) RhitHの 
Promotor 領域内のシスエレメント +1 は転写開
始部位を表す。(B) RhitH遺伝子の 5'上流域を含む
種々の reporter vectorの転写活性  
 
③M-LPH および RhitH の mRNA レベルで
の発現量 

M-LPHは、肝、腎、脳などATP産生が活
発な臓器で多く発現し、成人における発現
量は胎児での発現量を大きく上回っていた
（1.3-6.9倍）。一方、RhitHは胎児と成人
ともに種々の臓器で広く発現していたが、
胎児と成人の発現量に大きな差は認められ
なかった。 
 
(3) RhitH遺伝子内の非同義置換型 SNP（9
座位）の多集団における分布調査と遺
伝子型と活性の相関解析 
①RhitH遺伝子内SNPの遺伝子型判定 

RhitHの遺伝子発現抑制に関与する
KRABドメインや zinc fingerドメイン内の
アミノ酸置換を惹起する計 9個の非同義置
換型 SNPのそれぞれについて PCR-RFLP
による遺伝子型判定法を開発し、日本人を
含む16民族(n=1,752)における頻度分布調
査を行った。その結果、すべての SNPが
mono-allelicであったことから、RhitH遺伝
子はよく保存されており、遺伝的多様性に
乏しいことが明らかとなった。 
②SNPにより惹起されるアミノ酸置換と転
写抑制活性との相関解析 
図 3に示すように、zinc fingerドメイン
内の 3アミノ酸置換 C461S、T465Aおよび
L495QではM-LPH発現量の増加が認めら
れ、これらのアミノ酸置換によって転写抑
制効果が減弱することが示された。 
 
 
 
 
 
図３ RhitHの各SNPのminor alleleに相当するアミ
ノ酸置換型の発現ベクターを導入したRPTEC細胞
におけるM-LPHの検出 Lane 1, pcDNA3.1; lane 2, 
pcDNA3.1/RhitH (wild type); lane 3, p.Leu133Val; 
lane 4, p.Arg135Trp; lane 5, p.Arg135Gln; lane 6, 
p.Arg309Gln; lane 7, p.Ser461Cys; lane 8, 



p.Ala465Thr; lane 9, p.Leu491Phe; lane 10, 
p.Gln495Leu; lane 11, p.Ser517Thr. 
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