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研究成果の概要（和文）：細胞のエンハンサー形成におけるヒストン修飾H3K27me3の役割は未だ明らかではな
い。本研究では、その役割を明らかにするためにH3K27me3欠損K562細胞を用いて各種ヒストン修飾とp300の 
ChIP-seqならびにRNA-seq解析を実施した。その結果、エンハンサー領域のH3K27me3の減少がエンハンサー活性
化の指標であるH3K27acならびにp300の上昇を誘発し、Gene body領域のH3K27me3減少は遺伝子発現を活性化させ
ることが観察された。これらの結果よりH3K27のアセチル化とメチル化の動的な関係によりエンハンサー活性お
よび遺伝子発現が制御されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：It is still unknown whether H3K27me3 histone modification has a repressive 
role toward enhancer activity. To address this issue, we performed series of genome wide analysis to
 map and quantify H3K27me3, H3K27ac, p300 and mRNA expression in H3K27me3-depleted K562 human 
leukemia cells. We observed that the decrease in H3K27me3 level in enhancer region led to massive 
accumulation of H3K27ac and p300 at the same enhancer region, whereas the decrease in H3K27me3 in 
gene body was associated with upregulation of transcription of the same gene. Our results thus 
provide insights into the causal relationship between H3K27 histone modifications in regulatory 
elements and gene expression.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経や表皮といった様々な細胞系譜は発現
する遺伝子の組み合わせで生み出されてお
り、これら適切な遺伝子発現の組み合わせは
プロモーターやエンハンサーといった遺伝
子発現制御領域の働きによって制御されて
いる。エンハンサー活性は、転写因子とそ
の結合配列で制御されることが知られてい
るが、それらのみで説明はできず、エピジ
ェネティクスを含めた複合的な要素によっ
て決定されると考えられている。近年の次
世代シーケンス技術の普及により、これら遺
伝子発現制御領域には特定のヒストン修飾
が集積していることが明らかになりつつあ
り、エンハンサーの活性化にはヒストン H3
の 27 番目のリジン(H3K27)のアセチル化
(H3K27ac)が関与することが明らかとなって
きた (文献 1)。一方で特定のエンハンサーが
細胞種特異的に活性化する際、それ以外の不
要なエンハンサーのH3K27acは適切に抑制さ
れている。しかしながら、この H3K27ac を抑
制する分子機構に関して不明な点が多い。
H3K27 のメチル化(H3K27me3)はクロマチンの
凝集を促進することが知られているため、
H3K27アセチル化酵素p300がエンハンサーに
接近・結合することを阻害する可能性がある
(文献 2)。さらに H3K27me3 は H3K27ac と同一
リジンの修飾であり、H3K27 がメチル化され
ているとアセチル化酵素 p300 の基質になら
ず、p300 が存在しても H3K27 をアセチル化で
きないことが予想される(文献 3)。そこで本
研究課題では、H3K27 のメチル化は、アセチ
ル化酵素 p300 の動員・機能を阻害すること
を介してエンハンサーの抑制機能を担って
いると仮説をたて検証をおこなった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、H3K27me3 がエンハンサーを抑制
する分子機構と H3K27me3 が抑制する遺伝子
発現プロファイルを、分子生物学手法とゲノ
ムワイド解析手法で解明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
H3K27me3 欠損ならびにコントロール K562 細
胞を用いて各種ヒストン修飾 ChIP-seq、p300 
ChIP-seq ならび
に RNA-seq 解析
を実施した。 
H3K27me3 欠損細
胞はH3K27me3修
飾酵素である
PRC2 複 合 体
(Suz12)の shRNA
を恒常的に発現
させることで樹立した(方法 1)。 
ChIP-seq により H3K27me3 がエンハンサー領
域のアセチル化を抑制する分子機構の解析
をおこなった。RNA-seq の情報解析より
H3K27me3 によるエンハンサー抑制によって

遺伝子発現抑制状態が保たれている遺伝子
発現プロファイルを同定した。 
 
４．研究成果 
(1) H3K27me3 減少によるエンハンサーの活
性化 
H3K27me3 欠損ならびにコントロール K562 細
胞を用いて H3K27 ヒストン修飾の ChIP-seq
ならびに RNA-seq 解析を実施した。H3K4me1 
修飾でマークされたエンハンサー領域にお
けるH3K27me3 修飾が減少するとH3K27ac 修
飾が増加し、その近傍に位置する遺伝子の発
現量が増加することを見出した(図 1)。また、

H3K27me3 欠損 K562 細胞では、本来抑制され
るべきGATA転写因子群のうちGATA3、GATA4、
GATA5、GATA6 が大きく発現上昇していること
が明らかとなった。これらの遺伝子周囲には
新規に H3K27ac 修飾部位が出現しており、エ
ンハンサー制御の破たんにより K562 本来の
分化系譜とは異なる遺伝子発現が生じてい
ると考えられた(図 2)。これらの解析よりエ
ンハンサー領域の H3K27me3 修飾がエンハン
サーを抑制する可能性が強く示唆された。 

 
(2) H3K27me3 減少による p300 局在変化の 
解析 

H3K27me3 欠損ならびにコントロール K562 細
胞を用いて p300 ChIP-seq を実施し、
H3K27me3 修飾が減少することによる p300 の
局在変化を解析した。その結果、コントロー
ル細胞ならびに H3K27me3 欠損細胞において
H3K27ac修飾される領域にp300の集積が確認
された。一方で、申請者の p300 ChIP-seq 解
析では H3K27me3 修飾と p300 の共局在は確認



されなかった。したがって、p300 は常に結合
するものの、H3K27me3 修飾が事前に集積する
ことで p300 のアセチル化活性が阻害されて
いる可能性は低いと考えられた。 
 
(3) Gene body 領域における H3K27me3 減少
と遺伝子発現の活性化 
本研究課題の関連課題として、我々はマウス
NIH3T3 細胞において遺伝子の転写開始点か
ら終結点までの遺伝子領域(Gene body) の
H3K27me3 修飾が転写抑制と相関することを
見出してきた(文献 4)。そこで、Gene body
領域の H3K27me3 修飾と遺伝子発現制御の関
係をK562細胞において精査した。その結果、
Gene body 領域の H3K27me3 修飾が減少する
と当該遺伝子の遺伝子発現が増加すること
を見出した(図 3)。 

 
(4)エンハンサー領域特異的H3K27me3修飾変
化の誘導方法の検討 
H3K27me3 修飾をゲノムワイドに減少させる
と、Gene body の H3K27me3 修飾減少とエンハ
ンサーの H3K27me3 修飾減少のどちらの影響
で遺伝子発現抑制が解除されるかを区別で
きない。そこで、細胞全体の H3K27me3 修飾
量は維持したまま、特定の部位でのみ
H3K27me3 修飾レベルを低下させるために、
dCas9 システム(文献 5)と H3K27 脱メチル化
酵素の融合タンパク質を作製し、この
dCAS-UTX融合タンパク質と特定DNA配列を標
的とした sgRNA を K562 細胞に共発現させる
ことで、dCAS-UTX 融合タンパク質を標的 DNA
配列に動員することに成功した。しかしなが
ら、dCAS-UTX 融合タンパク質が動員されても、
当該部位の H3K27me3 量は不変であることが
観察された(図 4)。したがって脱メチル化活
性を有する dCAS-UTX 融合タンパク質の作製
のための更なる条件検討が必要と考えられ
る。 

 
（5）ChIP-seq データのサンプル間比較にお

けるスパイクインの有用性の確認 
本研究を遂行する過程で、各種ヒストン修飾
ChIP-seq の絶対量の変化をサンプル間で比
較するためにはスパイクインを用いたサン
プル間補正が必要と予想された。そこで東北
大・五十嵐研究室で作成されたスパイクイン
を用いて H3K27me3 ChIP-seq のサンプル間比
較における補正の有用性を確認することと
した。従来の ChIP-seq 法における免疫沈降
反応過程において H3K27me3 ペプチドと DNA
配列を融合させたスパイクインを添加して、
免疫反応時ならびにライブラリ作成時の内
部標準としてサンプル情報の補正をおこな
った。その結果、従来の補正なしの ChIP-seq
では、ChIP-qPCR 時点で確認される Suz12 ノ
ックダウン細胞とコントロール細胞のサン
プル間の H3K27me3 修飾量の変化情報が失わ
れていることに対し、スパイクインを用いた
補正有りの ChIP-seq ではサンプル間の
H3K27me3 修飾量の変化情報が維持されてい
ることが確認された（図 5）。したがって、本
研究課題を遂行する際に問題となる、
ChIP-seq のライブラリ作成時に失われてし
まうサンプル間の量比情報をスパイクイン
を用いることで改善できることが明らかと
なった。 

 
従来のヒストン修飾と遺伝子発現制御のゲ
ノムワイド解析の多くは、単一のヒストン修
飾と遺伝子発現制御の相関関係を示してお
り、異なる種類のヒストン修飾間の関係を示
す解析は不足している。本研究において
H3K27 のアセチル化とメチル化の動的な関係
を介入実験によってゲノムワイドに示した
ことで、ヒストン修飾とエンハンサー活性の
因果を示す網羅解析データを取得すること
ができた。また、H3K27me3 はアセチル化酵素
p300 の動員を阻害することでエンハンサー
活性を抑制することが示唆された。エンハン
サーの不適切な活性化は細胞のがん化を引
き起こす。今回の研究で明らかとなった
H3K27me3 によるエンハンサー抑制機構によ
って、成熟分化した細胞の多分化能を消失さ
せ、細胞のがん化を未然に防ぐのではないか
と考えている。今後はより詳細な因果関係を
解析するために、ゲノム全体でヒストン修飾



を増減させるのではなく、領域特異的にヒス
トン修飾を増減させることが必要と考えら
れる。また、2 種類の細胞間のヒストン修飾
の変化を解析するために必要なスパイクイ
ンの開発をさらに進めることによって、がん
細胞と正常細胞、未分化細胞と分化細胞とい
った異なる細胞間のヒストン修飾変化と遺
伝子発現変化を正確に定量する必要である
と考えられる。 
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