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研究成果の概要（和文）：複数のプロモーターを持つアロマターゼ遺伝子 (CYP19A1) をモデ
ルとして、プロモーターが選択的に活性化される機構とクロマチン構造の関係を解析した。プ

ロモーター選択性の異なる細胞株を用いた解析により、複数のプロモーターの中で使われるプ

ロモーターのみがオープンなクロマチン構造をしていることを明らかにした。また、プロモー

ターが使われない仕組みとして、転写にネガティブなヒストン修飾を伴う積極的な転写抑制機

構が関与していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We	
 analyzed	
 chromatin	
 structure	
 responsible	
 to	
 the	
 alternative	
 
promoter	
 usage	
 of	
 the	
 aromatase	
 gene	
 (CYP19A1),	
 which	
 is	
 transcribed	
 from	
 three	
 major	
 
promoters.	
 Our	
 novel	
 method	
 using	
 sedimentation	
 velocity	
 centrifugation	
 revealed	
 that	
 
working	
 promoters	
 were	
 exclusively	
 composed	
 of	
 open	
 chromatin.	
 In	
 contrast,	
 the	
 
recruitment	
 of	
 trimethylation	
 of	
 histone	
 H3	
 lysine	
 27,	
 which	
 is	
 known	
 as	
 a	
 negative	
 mark	
 
for	
 transcription,	
 was	
 observed	
 around	
 unused	
 promoters,	
 suggesting	
 that	
 polycomb	
 
proteins	
 repressed	
 the	
 promoters	
 selectively. 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究課題は、もともとインターロイキン
２遺伝子の転写誘導時におけるクロマチン
構造の変化から立案された。興味深いことに、
この遺伝子座では発現が高まるにつれて複
数の転写因子が結合し、クロマチン構造が段

階的に変化することを見出した。時間軸に沿
ったクロマチンの変化を明らかにしたこと
で、次に展開すべき研究課題として、空間軸
におけるクロマチンの変化が挙げられた。そ
こで、後述するように、アロマターゼ遺伝子
を研究対象にした。 
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 アロマターゼは、アンドロゲンをエストロ
ゲンに変換する酵素であり、胎盤、脂肪組織、
卵巣など特定の組織で発現している。図１に
示したように、アロマターゼ遺伝子には複数
のプロモーターが存在する。それらプロモー
ターには組織特異性があり、転写活性も大幅
に異なる。従ってアロマターゼ遺伝子の転写
調節では、どの組織で発現させるかに加えて、
どのプロモーターを選択するかが重要にな
る。このプロモーターの選択的活性化に関与
する要因として、組織特異的な転写因子や特
定のシグナルの活性化などが明らかになっ
てきているが、アロマターゼ遺伝子側の要因
の検討は少ない。 
 
２．研究の目的 
	
 複数存在するプロモーターの中から特定
のプロモーターが選択的に活性化される仕
組みを、シス要因である遺伝子自身のクロマ
チン構造に注目して明らかにする。 
 
３．研究の方法 
	
 アロマターゼ陽性細胞として、胎盤、肝臓、
卵巣由来のヒト細胞株である JEG-3、HepG2	
 
及び	
 KGN を用いた。またアロマターゼ遺伝子
を発現していないコントロールとしてヒト
子宮由来の HeLa 細胞を用いた。これら細胞
株について、アロマターゼ遺伝子のヒストン
修飾をクロマチン免疫沈降法（ChIP 法）で、
クロマチンの高次構造を SEVENS 法（後述）
で調べ、プロモーター選択とクロマチン構造
の関係を検討した。	
 
	
 
	
 SEVENS 法は、研究分担者が最近開発したク
ロマチン構造解析法である（図２）。ホルマ
リンで固定した細胞を超音波処理すると、ヌ
クレオソームの局所的密度を反映して、クロ
ーズなクロマチンは大きな粒子に、オープン
なクロマチンは小さな粒子に断片化される。
この大きさの違う断片を、ショ糖密度勾配遠

心により分画することでクロマチンの高次
構造を解析する方法である。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 研究に供する細胞株のアロマターゼ発
現パターンの検討	
 
	
 各細胞株のプロモーター選択性とアロマ
ターゼ遺伝子の発現量を RT-PCR 法で検討し
た。その結果、JEG-3 細胞は Ia、HepG2 細胞
は Ib、そして KGN 細胞は Ic プロモーターを
主に使っており、発現量は JEG-3 細胞が最も
多く,	
 HepG2 細胞,	
 KGN 細胞の順で少ないこ
とを確認した（表１）。このことより、これ
ら細胞株は、本研究に適した材料と判断した。	
 

	
 
(２)	
 各プロモーター領域のクロマチン構造
と転写の関係の検討	
 	
 
①	
 上記３種の細胞株について、アロマター
ゼ遺伝子の転写活性に関連したヒストン修
飾を検索するため、ChIP 法により Ia,	
 Ib,	
 Ic
プロモーターのヒストン修飾を調べた。その
結果、いずれの細胞株でもヒストン H3ac,	
 
H3K4me2/3,	
 H3K9me3の修飾は認められなかっ
た。一方で、HepG2 細胞において、使われて
いないプロモーターである Ia には、転写抑
制のマーカーであるヒストン H3K27 のトリメ
チル化が、使われているプロモーターである
Ib には、転写活性化のマーカーであるヒスト
ン H3K27 のアセチル化が確認された。	
 
②	
 各プロモーターのクロマチン構造を
SEVENS 法で検討したところ、いずれの細胞株
も、使われているプロモーターはオープンな
クロマチン構造をしているのに対し、使われ
ていないプロモーターはクローズなクロマ
チン構造をしていることが明らかになった。	
 
	
 以上の結果より、アロマターゼ遺伝子に存
在する複数のプロモーターは、ヒストンの修
飾を伴うクロマチン構造の変換によって使
い分けられている可能性が示唆された。	
 
	
 
(３)	
 アロマターゼ遺伝子全域のクロマチン
構造と転写の関係の検討	
 
	
 アロマターゼ遺伝子の各プロモーターの
クロマチン状態が決められる仕組みを探る
糸口として、130kb に及ぶアロマターゼ遺伝
子全域のクロマチン構造を SEVENS 法と ChIP
法で解析した。	
 
①	
 SEVENS 法による解析により、アロマター
ゼ遺伝子を発現しない HeLa 細胞では、この
遺伝子座の全域に渡ってクローズ構造であ
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ったが、Ic の 15kb 下流に局所的なオープン
構造が見られた。興味深いことに、この場所
のオープン構造は KGN 細胞でも見られ、活性
を持つ Ic プロモーターと共に２つのオープ
ン構造のピークが観察された。HepG2 細胞で
は、活性を持つ Ib と Ic プロモーターに加え
Ib から 20kb 下流域でオープン構造のピーク
が、また、全てのプロモーターが使われる
JEG-3 細胞では、３つのプロモーター領域と
共に Ib の 30kb 下流にオープン構造が見られ
た。重要なことに、これらのオープン構造の
領域以外では比較的クローズな構造が見ら
れるので、この遺伝子座のクロマチンのデフ
ォルトはクローズ構造で、何らかの活性化機
構がピンポイントでクロマチンをオープン
にする可能性が考えられた。	
 
②	
 次に、先の実験で転写との関連が示唆さ
れたヒストン H3K27 の修飾を、アロマターゼ
遺伝子座全域について検討した。いずれの細
胞株でも、転写にポジティブなマークである
ヒストン H3K27 アセチル化のピークは、使わ
れるプロモーター領域に存在した。一方、転
写にネガティブなマークであるヒストン
H3K27 トリメチル化は、一部の細胞株で、使
用していないプロモーター及びその上流に
ピークが局在していた。これは、ヒストン
H3K27 トリメチル化によりプロモーターが選
択的に転写抑制されている可能性を示唆し
ている。これを検証するため、ヒストン H3K27
トリメチル化酵素の阻害剤を添加し、RT-PCR
で使われているプロモーターを確認したと
ころ、通常使われないプロモーターからの転
写が確認できた。更に、阻害剤添加により使
われるようになったプロモーター領域では、
ヒストン H3K27 トリメチル化が減少し、クロ
マチンがオープンになる傾向が認められた。
以上の結果より、ヒストン H3K27 トリメチル
化がアロマターゼ遺伝子のプロモーター選
択性と活性に関わっていることが明らかに
なった。	
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