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研究成果の概要（和文）：アロマターゼ遺伝子の多重プロモーターの組織特異的選択に対しエピ

ジェネティックマーカーであるヒストンの化学修飾の関与をクロマチン免疫沈降法で解析した。

その結果、ヒストン H3K27 のトリメチル化を介したポリコーム複合体の結合がプロモーターの

組織選択的不活性化に重要であり、使われないプロモーターは凝集したクロマチン構造を示し

た。クロマチン構造の違いがプロモーター選択機構の分子基盤であることが示唆された。	 

	 

研究成果の概要（英文）：The	 human	 aromatase	 (CYP19)	 gene	 has	 three	 major	 promoters.	 

Human	 placenta-derived	 JEG3,	 hepatoma-derived	 HepG2,	 and	 ovary-derived	 KGN	 cells	 

mainly	 utilize	 the	 promoters	 Ia,	 Ib,	 and	 Ic,	 respectively.	 In	 order	 to	 evaluate	 

histone	 modifications	 responsible	 for	 these	 promoter	 usages,	 we	 first	 performed	 ChIP	 

assays,	 which	 are	 well-known	 as	 epigenetic	 markers	 of	 transcribed	 loci.	 The	 results	 

showed	 that	 lysine	 27	 of	 histone	 H3	 at	 the	 inactive	 promoters	 was	 apparently	 

trimethylated	 and	 the	 trimethylated	 levels	 at	 the	 resting	 promoters	 was	 higher	 than	 

that	 at	 the	 active	 one.	 These	 suggest	 that	 alternative	 promoter	 usage	 in	 the	 CYP19	 

locus	 is	 controlled	 by	 this	 silencing	 complex	 recruited	 by	 tri-methylation	 of	 lysine	 

27	 of	 histone	 H3.	 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は従来よりアロマターゼの多様
な生理機能に注目し研究してきた。本酵素遺
伝子を単離し、その特徴的な多重エクソン 1
構造と組織特異的発現調節機構の解明、そし
て生化学、分子生物学及び免疫組織化学的解
析を行ってみると、多くの興味ある知見が見
出された。（1）ヒト・アロマターゼ遺伝子の
多重エクソン 1及びプロモーター構造の決定。
（２）アロマターゼ発現の組織特異的発現調
節機構の解析（３）プロモーター領域のフッ
トプリンティング、ゲルシフトアッセイ、レ
ポーター解析を行なってきた。しかしアロマ
ターゼ遺伝子の in vitro転写活性の解析では
説明できないような遺伝子発現調節機構も
観察された。そこで（４）培養細胞の染色体
中へレポータートランスジーン遺伝子を挿
入することによってアロマターゼ遺伝子の
プロモーター解析を行なってみると、細胞に
加えた誘導因子による発現調節が再現され
た。この事は、アロマターゼ遺伝子は今まで
考えていたようなプロモーター領域への転
写因子・転写共役因子の結合による転写開始
複合体の形成を通した転写調節では説明で
きないような、エピジェノミックな調節機構
が予想させる。そこで細胞内の染色体上のア
ロマターゼ遺伝子のクロマチン構造の開閉
状態（緊縮あるいは弛緩状態）を調べるため
の SEVENS Assayを確立し、その解析法を
使用してヒト染色体構造の解析を実施する。 
 
２．研究の目的 
癌化などの動的変化に伴って、アロマターゼ
遺伝子のクロマチン構造、そして転写調節機
構が変化していくことが示唆されている。そ
こで本研究では、エストロゲン合成を律速す
るアロマターゼ遺伝子について、クロマチン
構造の変化、アセチル化やメチル化などによ
るエピジェネティックな転写調節をクロマ
チン構造の動的変化を追求する SEVENS 
Assayを活用して解析していく。同時に、ア
ロマターゼ遺伝子のアセチル化、メチル化の
寄与も解析する。 
	 アロマターゼはエストロゲン産生を通し
て生殖生理機能のみならず、骨、血管、脳な
ど種々の末梢組織で生理的に重要な役割を
担っており、アロマターゼの発現異常は生殖
生理、骨粗鬆症、動脈硬化症、神経細胞死、
神経機能異常、あるいはエストロゲン依存性
癌の癌化・進展などの病態を引き起こすこと
を報告してきた。こうしたアロマターゼの発
現異常に起因する多様な病態を考える時、発
現異常の分子機構の解明は、これらの疾患の
予防・防止を考える上で有用な情報を与える
ものと期待出来る。 
	 本研究ではクロマチン構造の動的変化に

伴う発現調節機構を、研究分担者が開発した
SEVENS Assay の解析技術を活用して明ら
かにしていきたい。SEVENS Assay の解析
技術を利用した研究報告は未だなされてい
ないので、この SEVENS Assay では DNA
フットプリント法などの解析法に先行する
ようなクロマチン構造の変化を検出できる
ために、新規な重要な知見が得られるものと
期待している。 
	 既に予備的実験でヒストンのメチル化及
びアセチル化によるアロマターゼの発現調
節を示唆する研究成果を得ているので、今回
の研究期間内に、SEVENS Assay によって
発現誘導に伴ったクロマチンの開いた状態
（Sparse state）と閉じた状態（Compact 
state）の単離、その単離されたクロマチンの
ヒストンのアセチル化・脱アセチル化あるい
はメチル化・脱メチル化状態を ChIP法での
確認及び DNA フットプリント法を併用した
解析、標的遺伝子の発現状態の RT-PCR法に
よる解析を行い、相互間の関係を綿密に調べ
ていく予定である。 
 
３．研究の方法 
本研究課題ではクロマチン構造の解析に対
して本研究室で開発した SEVENS	 Assay を使
用して実施した。エクソン 1a から転写調節	 
	 

 
	 
される胎盤由来 JEG3 細胞、エクソン１bから
転写調節される肝臓癌由来 HepG2 細胞、エク
ソン 1c/1d から転写調節される卵巣癌由来
KGN 細胞について、上に示した SEVENS	 Assay
プロトコールで解析した。またアロマターゼ
遺伝子多重エクソン 1選択性及び発現亢進機
構についてクロマチン構造の変化との関連
をヒストン修飾に特異的な抗体や転写因子
抗体などを使用した ChIP 解析により、エピ
ジェネテック修飾の解析を行なった。	 



４．研究成果	 
アロマターゼ遺伝子はエクソン 1からエクソ
ン 10 までの 10 個のエクソンにより構成され
ており、特にエクソン 1は多重エクソン１か
ら成り、その組織特異的選択を通して組織特
異的プロモーターにより発現調節されてい
る（図１）。本研究ではアロマターゼ遺伝子
の主要な多重エクソン１、エクソン 1a、エク
ソン 1b、エクソン 1c/1d に絞って解析を進め
ていった。	 
	 
	 

	 

	 

	 
	 
図１．ヒト・アロマターゼ遺伝子の構造と多
重エクソン１の組織特異的選択性	 
	 
アロマターゼを発現する代表的培養細胞と
して JEG3、HepG2、及び KGN 細胞、発現が見
られない対照の培養細胞として HeLa 細胞を
使用して以降の解析を行なった。図１で示す
ように、胎盤由来の JEG3 細胞はエクソン 1a
からの強い転写が認められ、エクソン 1b と
1c/d からの転写も弱いながら認められた。一
方、肝癌由来の HepG2 細胞ではエクソン 1a
からの転写は認められず、エクソン 1b から
の強い転写、エクソン 1c/d からの弱い転写
が認められた。また卵巣・顆粒膜細胞腫由来	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図２．各培養細胞におけるアロマターゼ多重
エクソン１a、1b、1c/d からの転写量	 

の KGN 細胞ではエクソン 1a や 1b からの転写	 
は認められず、エクソン 1c/d からの転写物
のみ認められた。対照として調べた子宮頸癌
由来の HeLa 細胞ではアロマターゼの転写は
一切検出できなかった。各々の培養細胞で発
現するアロマターゼ遺伝子の各多重エクソ
ン１別の転写レベルを定量的に図示すると
図２のようになった。	 
	 次に本研究で染色体の圧縮（凝集）状態を
解析する SEVENS	 Assay について JEG3 細胞、
HepG2 細胞、KGN 細胞の各々について条件設
定を行った。図３で示すように最適条件の強
度・時間で超音波処理により染色体を小断片
化後、ショ糖光度勾配遠心により架橋度の異
なる染色体分画を得る事が出来た。	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図３．SEVENS	 Assay による染色体の分画	 
	 
遠心チューブ上層から下層にわたって６分
画に採取し、各分画の DNA サイズ 0.5	 kb か
ら 1.0	 kb の大きさの断片を脱架橋化後にヒ
ストンのアセチル化及びメチル化に特異的
な抗体を使用した ChIP 法により解析した。
各アセチル化及びメチル化ヒストン特異的
抗体で免疫沈降した ChIP 分画に対してアロ
マターゼ遺伝子のプロモーター領域を含む
全遺伝子座、全長 140	 kb にわたって細分化
した DNA 領域特異的なプライマーで PCR 増幅
を行い、各 DNA 領域におけるアセチル化及び
メチル化ヒストンの回収を調べた。対照とし
てコンパクトに圧縮されて転写不活性な遺
伝子領域（MYT1、IL2RA、OR1A1）及びルーズ	 
に弛緩した転写活性な遺伝子領域（TUBB、
GAPDH、ACTB）に対するプライマーを使用し
た PCR も行なった。	 
	 ヒストン H3 のリジン K4 のメチル化、リジ
ン K9のメチル化及びアセチル化については、
アロマターゼ遺伝子座の全領域で特別な促
進・抑制は観察されなかった。一方、ヒスト
ン H3 のリジン K27 については各エクソン１
上流のプロモーター領域 1a、1b、	 1c/d で細
胞株に特異的なアセチル化やメチル化の促
進が認められた。JEG3 細胞についての	 
SEVENS	 Assay の結果を図４上段に示す。図 1
及び 2 で観察されたように JEG3 細胞ではア
ロマターゼ遺伝子はエクソン 1a から主に転
写開始され、エクソン 1b 及び 1c/d から弱い
ながら転写が確認されたが、この結果を支持
するようにクロマチン構造はエクソン 1a 上
流プロモーター領域で”Open”な状態に大
きく開かれており、これは転写活性な対照遺	 
伝子として同時に調べらた TUBB、GAPDH、ACTB



と同様の挙動を示した。一方、エクソン 1b	 
及び 1c/d 上流プロモーター領域では僅か
な”Open”状態が観察された。”Compact”	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図４．JEG3 細胞におけるクロマチン構造解析
とヒストン H3K27 のエピジェネテック修飾	 
	 
に閉じられたクロマチン構造に対して、この
ように”Open”な解けた状態の程度に依存	 
して転写因子・転写共役因子が結合し、転写
開始複合体が形成されるものと考えられる。
また図４下段に示すヒストン H3K27 のアセチ
ル化及びメチル化も JEG3 細胞におけるアロ
マターゼ遺伝子の各エクソン１からの転写
レベル及びクロマチン構造の”Open”状態
と一致して、エクソン 1a 領域では、エクソ
ン 1b や 1c/d 領域に比べて、アセチル化が大
きく促進されていた。逆にヒストン H3K27 の
トリメチル化はエクソン 1b や 1c/d のプロモ
ーター領域の方がエクソン 1a 領域より大き
く進んでいた。こうした解析結果はヒストン
H3K27 のアセチル化は転写の亢進を促し、ト
リメチル化は転写抑制を促すという結果と
一致する。	 
	 次に HepG2 細胞のクロマチン構造及びヒス
トンのエピジェネテック修飾の解析結果を
図５に示す。図 1及び 2 で観察されたように
HepG2 細胞ではアロマターゼ遺伝子は主にエ
クソン 1b から転写され、エクソン 1c/d から
の転写も僅かながら観察されるが、エクソン
1a からの転写は検出できない。この結果と一
致して、図５上段で示すようにクロマチン構
造はエクソン 1b 付近で”Open”に開いてお
り、エクソン 1c/d 領域では僅かに”Open”	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図５．HepG2 細胞におけるクロマチン構造解
析とヒストン H3K27 のエピジェネテック修飾	 
	 
状態となっていたが、エクソン 1a 領域では
転写不活性な対照として解析した MYT1、
IL2RA、OR1A1 と同様に閉じられた状態を示し
た。また図６下段で示すヒストン H3K27 のト
リメチル化はエクソン 1c/d 領域で低下、エ
クソン 1a 領域で高くなっていた。	 
トリメチル化とは逆に、ヒストン H3K27 のア
セチル化はエクソン 1a 領域で促進され、エ
クソン 1c/d 領域で抑制されていた。この	 
HepG2 細胞での結果もヒストン H3K27 のアセ
チル化は転写の亢進を促し、トリメチル化は	 
転写抑制を促すという結果と一致する。	 
	 最後に KGN 細胞のクロマチン構造及びヒス
トンのエピジェネテック修飾の解析を行な
った。KGN 細胞では図 1 及び 2 で観察された
ようにアロマターゼ遺伝子は主にエクソン
1c/d から転写され、エクソン 1a 及び 1b から
の転写は検出出来ない。この結果と一致して、
図６上段で示すようにクロマチン構造はエ
クソン 1c/d 領域では”Open”の開かれた状
態、逆に転写が確認できないエクソン 1a 及
び 1b のクロマチン構造は不活性化遺伝子の
対照として解析した MYT1、IL2RA、OR1A1 と	 
同様に”Closed”の閉じた状態であること
が確認できた。また図６下段で示すようにヒ
ストン H3K27 は、エクソン 1c/d ではトリメ	 
チル化が低く、代わってアセチル化が比較的
高くなっていた。逆にエクソン 1a や 1b では
トリメチル化が比較的高く、アセチル化は低



かった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図６．KGN 細胞におけるクロマチン構造解析
とヒストン H3K27 のエピジェネテック修飾	 
	 
	 以上の SEVENS	 Assay 及び ChIP 解析の実験
結果を合わせて考察すると、転写が活発に行
われている「使われているプロモーター領
域」ではクロマチン構造は緩く開かれた状態
にあり、こうした領域では転写活性の強さを
反映するようにヒストン H3K27 のトリメチル
化の亢進とトリメチル化の低下が観察され
た。逆に転写が抑制されているサイレント遺
伝子の「使われていないプロモーター領域」
ではクロマチン構造が密に凝集した閉じた
状態にあり、この時、ヒストン H3K27 はアセ
チル化の低下とトリメチル化の亢進が観察
されていることが確認できた。	 
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