
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

ヒストン修飾パターンによる転写制御の解明

Elucidation of transcriptional regulation by histone modification pattern

６０２９４９７２研究者番号：

中山　啓子（NAKAYAMA, Keiko）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６２９３０５９

平成 年 月 日現在２９   ５ １９

円    12,400,000

研究成果の概要（和文）：乳癌細胞株をTGF-βで処理すると、上皮間葉転換を誘導できる。EZH2のノックダウン
でH3K27me3の修飾レベルを低下させ、修飾の有無による転写変化を調べた。その結果、転写には著しい変化をも
たらさなかった。
EZH2欠失B細胞を解析し、H3K27me3のレベルの低下によって、転写が活性化している遺伝子リストを得た。この
時のエンハンサーの活性を調べるためにヒストンH3K4me1の変化を調べた。EZH2欠失によりH3K4me1が変化してい
るゲノム領域を確認することができたが、その領域がエンハンサーとしていずれの遺伝子を制御しているかにつ
いては、明確な結論を得ることができなかった。

研究成果の概要（英文）：TGF-β treatment to breast cancer cell lines induces epithelial-mesenchymal 
transition. We confirmed suppression of EZH2 expression by shRNA decreased modification levels of 
Histone H3K27me3. With this method, we analyzed the effect of suppression of H3K27me3 modification 
on transcript. Contrary to expectations, suppression of H3K27me3 did not cause a major effect. 
Next to breast cancer cell lines, we analyzed EZH2 deficient B lymphocytes. As we expected, 
modification of H3K27me3 in these downregulated and we obtained list of transcriptional activated 
genes. We also analyzed the modification level of H3K4me1 as a marker of enhancer activity. We 
identified the region where H3K4me1 increased after EZH2 deletion. However, we could not recognize 
which genes were regulated by corresponding enhancers.

研究分野：エピゲノム・H3K27me3 ・ シークエンス
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１．研究開始当初の背景 
DNA のメチル化やヒストンの翻訳後修
飾は、クロマチンの構造を制御し、結果とし
て転写活性を制御し、それらは複製後のク
ロマチンへも受け継がれる。すなわち、エピ
ジェネティックな転写制御機構であると考え
られている。特にヒストンの翻訳後修飾は、
多様性があり転写と相関があることから「ヒス
トンコード」と呼ばれている。しかし、これまで
の我々が詳細な時系列を調べると、転写が
抑制された後にヒストン H3K27 のトリメチル
修飾(H3K27me3)修飾が上昇することや、
H3K27me3修飾酵素 Suz12の抑制による
H3K27me3 が上昇しない状態であっても
転写が抑制されることを見いだした。すなわ
ち H3K27me3 修飾によって転写が抑制さ
れるのではなく、H3K27me3修飾は単に転
写抑制の結果誘導されたものであると結論
される。 

 
２．研究の目的 
ヒストン修飾が転写を制御するためには
どのような染色体や核内の環境が求められ
るのか、について修飾空間的パターンや核
内構造の観点から明らかにすることが、本
研究計画の目的である。ヒストンの修飾は
「ヒストンコード」と呼ばれ転写を制御してい
ると考えられている。しかしながら、終末分
化した培養細胞で、抑制性の修飾と考えら
れるヒストン H3K27me3は、転写抑制の後
に修飾されることを私たちは見いだした。一
方で、H3K27me3 の修飾酵素欠損マウス
は耐性致死であり、この修飾が重要な生物
学的意義を持っていることは論をまたない。
本研究計画では、この修飾が、転写抑制の
原因になる環境はどのような状態であるの
かを探索し、ヒストン修飾が、「コード」として
機能する環境を明らかとする。 

 
３．研究の方法 
乳癌細胞を用いて、TGF-β処理によっ
て 、 EMT を 誘 導 す る 。 そ の 際 に
H3K27me3修飾酵素であるEZH2をノック
ダウンすることで、H3K27me3 修飾酵素を
減少させる。EMT 誘導の前後で、転写の
プロファイルとH3K27me3の修飾の変化を
調べる。これによってH3K27me3修飾が転
写変化にどのように影響を与えるかを調べ
ることができる。 
遺伝子再構成前のPre B細胞、成熟B
細胞、免疫によって終末分化を誘導された
形質細胞をマウスより回収し、マーカー遺伝

子の mRNA 発現量を qPCR 及び RNA 
seq で 、 ヒ ス ト ン 修 飾 （ H3K27me3 、
H3K4me3、H3Acなど）を ChIP-qPCRで
調べる。これによって mRNA の発現量とヒ
ストン修飾の相関係を概観する。また、同様
の解析を胚中心過形成を示す EZH2 の活
性型変異を発現するマウスを用いて行い、
さらに B リンパ腫発症後についてもmRNA
発現量とヒストン修飾量を調べる。 
 
４．研究成果 
血球細胞および乳癌細胞をモデル細
胞として用いて研究を行った。乳癌細胞株
を TGF-βで処理をすると、上皮細胞マー
カーの発現が低下し、間葉系細胞のマーカ
ーの発現が認められることが知られているの
で、これをモデル細胞として用いた。この細
胞で、H3K27me3 の修飾酵素である
EZH2 をノックダウンして H3K27me3 の修
飾レベルを低下させて間葉系細胞のマーカ
ーの発現の変化を調べることを試みた。
EZH2 のノックダウンにより細胞全体の
H3K27me3が大幅に低下することを確認し
た。そこでTGF-βによる転写の変化を誘導
し、EZH2 による修飾の有無が転写変化に
影響を与えるかを調べた。その結果、予想
に反して、転写変化には著しい変化をもた
らさなかった。 
なお、乳癌細胞株を TGF-β処理する
と、増殖が停止することが知られていた。実
際に間葉系細胞のマーカー発言が増加す
ると同時に細胞周期は停止した。しかし、
TGF-β処理を継続すると細胞増殖が再開
することを見出した。そのような細胞の
H3K27me3状態を調査している過程で、こ
の細胞群は癌遺伝子mycを含む 4つの遺
伝子が過剰に増幅していた。すなわち乳癌
細胞株で継続的な TGF-β処理は癌遺伝
子の増幅を誘導する機能を有することが示
唆された。現在、この分子機構についても
検討を行っている。 
次に、B細胞における EZH2 の意義を
調べる目的で EZH2 欠失細胞の解析を行
い、転写が活性化している遺伝子 100 個あ
まりのリストを得ることができた。この時、エン
ハンサーの活性を調べるためにヒストン
H3K4me1を調べたが、エンハンサーとして
いずれの遺伝子を制御しているかについて
は、明確な結論を得るには至らなかった。 
膵β細胞における外環境の変化にとも
なう反応とそれを制御している転写とエピゲ
ノム変化に関する研究については、転写プ



ロファイルを取得した。大きく転写が変化し
ている遺伝子について解析を進め、エピゲ
ノム変化との相関を検討した。 
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