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研究成果の概要：ヒストンメチレーションがストレス状態によって変化しうることが明らかと

なった。フローサイトメトリーを用いたリンパ球の解析から、ホストのストレス状態を把握で

きる可能性があり、診断法開発への基盤となる成果が得られたといえる。 
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１．研究開始当初の背景 
 エピジェネティクス研究の多くは、ＤＮ
Ａメチル化の機能に集中している。 ＤＮ
Ａメチル化は、癌細胞における癌抑制遺伝
子のサイレンシングや遺伝に関わるゲノム
インプリンティングなど、その生物学的役
割はかなり解明されつつある。一方、遺伝
子発現をダイナミックに制御していると推
測されているヒストンメチル化の生物学的
意義  (Nat Rev Mol Cell Biol. 6:838-849, 
2005) については、未解決な点が多い。と
くにヒストンメチル化と病態との関連性に
ついては、ほとんど知られていない。当該
研究は、臨床医という立場から、ヒストン

メチル化の意義を疾患・病態との関連性に
着目して探求するものであり、疾患発症メ
カニズムの解明または、診断法の開発につ
ながる極めて新規性の高いものと位置づけ
できる。 

申請者らは、これまでにヒストン脱アセ
チル化酵素阻害剤によってヒストンアセチ
ル化を惹起しクロマチン構造を変化させる
ことにより、アポトーシス誘導蛋白Ｂｉｍ、
Ｂｍｆなどの転写が亢進すること。さらに
その結果、アポトーシス誘導や放射線照射
後のＤＮＡ傷害の増強が生じることなどを
世界に先駆けて報告してきた。またＣｈＩ
Ｐ アッセイによって、Ｂｍｆ遺伝子上流の
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プロモーター領域の選択的アセチル化を証
明してきた(Cell Death Differ. 13:129-140, 
2006; Apoptosis. 11:1349-1357, 2006; Int J 
Cancer. 110:301-308, 2004)。したがって、ク
ロマチン構造変化が及ぼす遺伝子発現調節
機構の重要性を認知し、その解析を進めて
きたことが、本研究の着想に至った経緯で
ある。申請者が行ってきたヒストンアセチ
ル化レベルの解析結果やテクニックを基盤
として、ヒストンメチル化レベルを解析し
てゆく研究であることから、これまでの研
究成果を発展させる研究といえる。 
 
２．研究の目的 

細胞株や、さまざまな疾患を有する患者
様から得られたリンパ球、悪性細胞、さら
に正常コントロール細胞におけるヒストン
コア蛋白のメチル化レベルを検出し、疾
患・病態との関わりを探索する。また、ヒ
ストンメチル化酵素発現を人為的に制御し、
過剰発現や siＲＮＡによる発現抑制によ
る細胞特性への影響についても解析をすす
め、ヒストンダイナミズムの分子機構と疾
患との関連性を総合的・論理的に解明して
行く。 

 
３．研究の方法 
（1.）ヒストンメチル化レベルの評価 
得られた臨床材料（血液疾患、免疫異常の
ある患者様からのリンパ球や腫瘍細胞）の
ヒストンメチル化レベルを、３つのステッ
プで解析してゆく。すなわち、細胞全体（核
内）、染色体上、さらに特定の遺伝子・マイ
クロＲＮＡの発現調節領域のヒストンメチ
ル化レベルを評価する。細胞全体のメチル
化は、抗メチル化ヒストン抗体を用いたウ
エスタンブロット法によって行う。細胞間
のヒストンメチル化レベルの差異を検出す
るために、フローサイトメトリー法によっ
て、表面抗原を蛍光ラベルした後、サポニ
ンによって膜透過性を亢進させ、抗メチル
化ヒストン抗体によって、核内のメチル化
レベルを検出する。これによって、血液中
の白血病細胞と正常細胞を同時に比較検討
しうる。また、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ２０
抗体などを駆使し、免疫担当細胞における
メチル化レベルを比較する。同様にして、
多種の細胞間の差異を浮き彫りにする。 
 
（2.）メチル化ヒストンのマッピング  
  ヒストンメチル化は、ヘテロクロマチ
ン領域に顕著に検出されることが知られ
ている。恒常的ヘテロクロマチンは遺伝
子がＯＦＦになっている領域で生じてお
り、その部位のメチル化の相違は細胞特
性を決定付けるために生じているものと

予想される。本研究では、ヘテロクロマ
チン部位の相違とヒストンメチル化レベ
ルの変化を共焦点顕微鏡を用いて詳細に
検討する。サンプルをプレパラート上で
展開し、抗メチル化ヒストン抗体で免疫
染色し観察する。染色体位置はＤＡＰＩ
やプロピヂウムアイオダイド（PI）染色
によって３蛍光によって同一サンプルで
の解析が可能となり、概ねの核内部位の
把握が可能である。 
 
（３）ＣｈＩＰアッセイによる特異的ヒス
トンメチル化領域の解析 
メチル化に著変のある特定の領域を見出し、
その部位から推測されるターゲット分子の
ＣｈＩＰアッセイを行う。最も機能的に重
要と思われる１０前後の分子のプロモータ
ー領域を選択し、その発現の解析、さらに
ＣｈＩＰアッセイによるヒストンメチル化
を解析する。これらの操作で、ヒストンメ
チル化が実際に in vivo で生じており、そ
れが遺伝子発現に影響していることが明ら
かになる。 
 
（４）ヒストンメチル化酵素の制御 
ヒストンメチル化酵素（ヒストンメチルト
ランスフェラーゼ）は、巨大なファミリー
を形成しており、どの酵素が異常を生じて
いるかを証明することは容易ではない。本
研究では比較的小さく、解析のし易いヒス
トンメチル化酵素である Suv4-20h2 をタ
ーゲットとする siRNA を用いて発現抑制
を行い、発現低下後の細胞特性への影響を
みる。 
 
４．研究成果 
 

1. ヒストンメチル化レベルの評価 
臨床材料のヒストンメチル化レベルを解

析した結果、ウエスタンブロット法による
血液細胞全体のメチル化は著変なく、有意
な差異は認められなかった。フローサイト
メトリー法を用いて各細胞群における比較
において、リンパ球、単球、B 細胞 T 細
胞などの各細胞種で異なった挙動を示して
いた。増殖・分化と、どのような関連性が
あるかを詳細に分析し、報告する予定であ
る。また、細胞株を用いた解析によって、
ある種のストレスによって、ヒストンメチ
ル化が変化することを見出した。さまざま
なメチル化の中で、ヒストン H3K27 とヒ
ストン H4K20 のメチル化が特に関連して
いるものと思われた。ストレスとクロマチ
ン高次構造との関連性を示唆するものであ
り興味深い。この生物学的意義について、
現在解析中であり、まとまり次第、この点
についても報告する予定である。 



 

 

 
2. ヒストンメチル化の染色体マッピン

グ  
ヘテロクロマチン領域を含めて、染色体 

上のヒストンメチル化レベルの違いを検討
した。HP1は、メチル化ヒストンに結合する
蛋白であり、これに対する抗体を用いたマ
ッピングでは、非特異的シグナルが少なく、
HP1の発現レベルの違いを正しく評価でき
た。しかし、HP1の発現レベルやパターンと
関連した明らかな疾患関連領域は特定され
ていない。 
 

3. ＣｈＩＰアッセイによる特異的ヒスト

ンメチル化領域の証明 

CｈIPアッセイを用いて、特定の遺伝子領
域のヒストンメチル化を解析した。リボゾ
ームDNAは、複数の染色体上に数百コピー存
在していることから、この領域に着目し、C
ｈIPアッセイを行った。放射線照射によっ
て、ある種のヒストンのメチル化が変化す
ることが判った。この点に着目し、放射線
感受性との関連性について、検討したが、
放射線感受性と明らかな関連性は見いだせ
なかった。現在、特定の遺伝子のプロモー
ター領域に着目して解析中である。 
 

４. 
ヒストンメチル化酵素（ヒストンメチル

トランスフェラーゼ）の中で、SUV4-20H1 及
び SUV4-20H2 に着目して解析を進めた。こ
の遺伝子をターゲットする siRNA をトラン
スフェクトし、その発現を抑制し、ストレ
ス応答への影響をみた。複数の siRNA の中
で高率に転写を抑制するものが得られ、現
在、詳細にその生物学的意義を解析中であ
り、その結果を報告する予定である。 こ
れまでの結果から、放射線の感受性に何ら
かの関与しているらしいことが判明した。
これも、詳細な情報を加えて報告する予定
である。また、現在 shRNA 発現ベクターの
構築中であり、これを用いてより長時間の
発現抑制しうるシステムを確立しつつある。 

ヒストンメチル化酵素のノックダウン 

この情報によって、siRNA を用いた新しい
放射線治療を開発したい。 
 
5. 

申請者が、同時進行して解析を進めてきた
酸化ストレスに関する研究成果が、ようや
くまとまって報告した。その主旨は、小胞
体ストレス応答に関わるＸＢＰ１が酸化ス
トレス応答にもかかわり、一分子が両者の
ストレスに働き、細胞をストレスから守っ
ているらしいことを突き止めた。酸化スト

レス応答において、XBP1 はカタラーゼ遺
伝子発現の転写を亢進させ、酸化ストレス
を除去しうるように制御していることが判
明した。この転写活性化がヒストンのメチ
ル化と関連している可能性があり、現在解
析中である。 

酸化ストレスの調節機構にＸＢＰ１が
関与している 

 
6. 酸化ストレス誘導を促す parthenolide 
が亜ヒ酸との併用ですい臓がんの治療に
役立つことを発見 
 これまで、申請者らが中心となって、継
続してきた酸化ストレスを利用した新しい
がん治療の開発に関して報告した。主旨は、
亜ヒ酸と薬草成分 parthenolide との併用
で、単剤にはない著明な抗腫瘍効果を得る
ことである。この結果は、すい臓がんに対
する新たな治療法になるものと期待できる。 
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