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研究成果の概要（和文）：細胞が分化や決定を受ける時にはクロマチン構造が変化する。その変
化には、DNA 配列の CpG のシトシン残基のメチル化とヒストン末端の翻訳後修飾のパターンが
関わる。本研究は骨格系細胞分化におけるそれらの変化を解析したところ、ヒストン末端の
H3K9メチル化を担う酵素群が分化に伴って発現がダイナミックに変化し、さらにその基質の局
在も変化することを見いだした。またヒストン修飾を変化させると分化機能にも影響を及ぼす
ことがわかった。 
研究成果の概要（英文）： 

Chromatin structure is a critical determinant to regulate gene expression and it alters 

during fate decision or/and cell differentiation. Patterns of post-translational modification 

at histone tails as well as methylation patterns of cytosine residues at DNA affect 

chromatin structure. In this study, we examined histone modification during skeletal cell 

differentiation.  We observed dynamic changes of expression of H3K9  

methyltransferases at H3K9 and  localization of three H3K9 methylation patterns, me1, 

me2, and me3 , during skeletal development. It also suggests that nhibition of H3K9 me2 

affects gene expression and subsequent cell differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

クロマチン構造が遺伝子の発現ならびに幹
細胞の未分化状態の維持あるいは分化・決定
に重要な役割を果たす。胚性幹細胞（ES細胞）
の分化や iPS 細胞における分化細胞から未
分化状態への初期化の本質は、クロマチン構

造の変化であると考えられている。骨格系細
胞 に お い て も cytidine の ア ナ ロ グ
5-azacytidineを線維芽細胞に用いると、DNA
の脱メチル化により筋肉・脂肪・軟骨細胞へ
と分化する. DNA 配列の CpGメチル化のみな
らず、ヒストンのメチル化・アセチル化など
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のヒストン修飾が分化に関わる可能性が示
唆されている。例えばヒストン H3 のリジン
27 残基をメチル化する酵素 Ezh2 は、筋肉細
胞や神経細胞の分化を制御することが示唆
されている。またリジン 4, 9, 27 のメチル
化状態の組み合わせが、分化に関わる遺伝子
発現を規定することから、ヒストンメチル化
状態の重要性が示されている。 
 細胞増殖時には DNAメチル化だけでなくヒ
ストン修飾状態が維持されることで、クロマ
チン構造自体は定常状態に保たれる。また
DNA メチル化は転写抑制のみならず、転写活
性化部位でも認められ、クロマチン構造の変
化は DNAメチル化以外の要素も重要であるこ
とが明らかにされつつある。DNA メチル化や
ヒストン修飾状態が大きく変化するのは、分
化における決定など重要な段階であると思
われるが、骨格系組織も含めて、多くの組織
の分化でどの時期にダイナミックなエピジ
ェネティックな変化が起きるか、どのような
DNA メチル化やヒストン修飾の変化であるか、
十分には明らかではない。 
 

２．研究の目的 

本研究は骨格系細胞分化における DNAメチル
化とヒストン修飾の役割の一端を明らかに
することを目的とする。具体的にはまず骨格
系細胞の分化において DNAメチル化維持に関
わる分子、H3ヒストンのメチル化を担う分子
の発現の解析を行う。また骨格系細胞分化に
おける、DNA メチル化レベル、ヒストンメチ
ル化レベルを変化させた場合の影響を調べ
る。さらに、ヒストンメチル化酵素やその基
質となるメチル化ヒストンの in vivoでの骨
格形成過程における局在を調べる。また骨格
形成に密接な関係のある歯の形成において
同様にヒストンメチル化酵素 H3K9 とメチル
化ヒストンの局在について調べる。さらにヒ
ストンメチル化の機能を明らかにする目的
で、ヒストンメチル化酵素の conditional 
knockout mice を作成し、骨格組織分化への
影響を調べる。 
 

３．研究の方法 

(1)骨格系細胞分化におけるヒストン修飾酵
素の発現  
骨格系細胞分化モデルとしてマウス胎生 18
日齢の骨芽細胞、11日齢の骨格原基前軟骨細
胞、ST2 幹細胞株を用いそれぞれその分化過
程におけるヒストン修飾酵素群の発現を
real time PCRにて解析した。 
 
(2)骨格系細胞分化に対する、DNAメチル化阻
害、ヒストンメチル化酵素阻害薬の影響 
DNA メチル化阻害を行う 5-azacytidine とヒ
ストンメチル化酵素 G9a の阻害剤である、
BIX-01294 を骨格系細胞に作用させ、その影

響を real time PCRや Alkaline phosphatase 
stainingにて観察した。 
 
(3)ヒストンメチル化酵素阻害によるメチル
化状態の変動 
ヒストンメチル化酵素阻害におけるメチル
化状態の変化の解析を行うために、H3K9メチ
ル化に関わる酵素 G9aを siRNAでノックダウ
ンし、 Chipを行うことで H3K9メチル化の状
態の変化を調べた。 
 
(4)ヒストンメチル化酵素の in vivo での骨
格形成過程における局在 
ヒストンメチル化酵素の in vivoでの骨格形
成過程における局在を調べるために、G9a, 
GLP,並びに SETDB1 について免疫組織学染色
Immunohistochemistry、Western blot 
Real time PCR を用いて調べた。メチル化と
しての H3K9me1,2,3,アセチル化としての
H3Kacの局在も同様に比べた。 
 
(5) ヒストンメチル化酵素の in vivoでの歯
の発生過程における局在 
ヒストンメチル化酵素の in vivoでの歯の形
成過程における局在を調べるために、G9a, 
GLP, PRDM2, SUV39H1 に つ い て
Immunohistochemistry、Western blot、 
Real time PCR を用いて調べた。メチル化と
しての H3K9me1,2,3,アセチル化としての
H3Kacの局在も同様に比べた。 
 
(6）ヒストンメチル化酵素の G9a の in vivo
における機能解析 
G9 floxed/floxed mice と sox9-cre の交配
によって sox9 発現領域、すなわち骨格原基
や神経堤においてヒストンメチル化酵素の
G9a の機能欠損となった場合の影響について
観察した。 
 
４．研究成果 
(1)骨格系細胞分化におけるヒストン修飾酵
素の発現 
マウス胎生 18 日齢の骨芽細胞、11 日齢の骨
格原基前軟骨細胞の分化におけるヒストン
メチル化酵素群の発現を調べたところ、G9a, 
Setdb1, KMT1D, KMT8 は類似の発現変動を示
すことがわかった。 

 



 

 

 

(2)骨格系細胞分化に対する、DNAメチル化阻
害酵素、ヒストンメチル化酵素阻害薬の影響 
骨格系細胞分化を起こすことのできる
10T1/2 細胞を用い DNA メチル化阻害を行う
5-azacytidine とヒストンメチル化酵素 G9a
の阻害剤である、BIX-01294 を作用させた。
BIX-01294 を作用させることで骨格系分化に
必須である転写因子 sox9, Osxの発現上昇が
認められた。 

 
(3)ヒストンメチル化酵素阻害によるメチル
化状態の変動 
Chip 実験条件を決めるために免疫沈降後に
amplification plotを作成した。 
H3K9me1-antibody(Upstate)を用いた実験で
は GAPDH, beta-globin のプロモーター領域
の Chip解析。TSS近傍プロモーター領域にピ
ークがあることがわかった。 

 

 
さらに H3,H3K9,me1,me2,me3 抗体を用いて
G9a を siRNA でノックダウンした細胞に用い
たところ、me2 の結合が有意に減少している
ことが認められた。 

 

 

(4)ヒストンメチル化酵素の in vivo での骨
格形成過程における局在 
マウス胎児 16日齢長菅骨 growth plateにお
けるヒストン H3K9 メチル化酵素 G9a, GLP, 
PRDM2, SUV39H1, SUV39H2 ならびに Setdb1、
H3K9 メチル化としての H3K9me1,2,3,アセチ
ル化としての H3Kac, 軟骨分化のマーカーと



しての Collagen type2, typ10の局在を示す。 
 前肥大軟骨細胞層でメチル化酵素群の発
現集積が認められた。 

 

 
(5) ヒストンメチル化酵素の in vivoでの歯
の発生過程における局在 
マウス胎児 16 日齢下顎歯胚領域におけるヒ
ストンメチル化酵素群の発現局在では、歯胚
に G9a, GLPの顕著な集積が認められた。 

 

 
(6)ヒストンメチル化酵素の G9a の in vivo
における機能解析 
右側が野生型 、左側が機能欠損マウスの外
見を示す。明らかな顔面骨格の劣成長を認め
る。 

 
詳細な解析が進行中であり、このマウスにお
ける骨格組織分化への影響を調べることで、
ヒストンメチル化酵素の機能を明らかにし
ていく予定である。 
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