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研究成果の概要（和文）：膠芽腫の細胞株と臨床標本における EHMT1 の発現や H3K9 の

methylation status について検討した。膠芽腫細胞株である U87MG 株および T98G, U251MG 株、 
U118MG 株、A172 株に対して genomic quantitative PCR を行った。いずれの細胞株でも LOH を

示唆する結果は得られなかった。EHMT1 遺伝子のシークエンスを試みが、mutation は検出されなかっ

た。また、quantitative RT-PCR の手法を用いて EHMT1 遺伝子の転写活性を評価した。メッセンジ

ャーRNAでも発現は認めなかった。細胞株ならびに臨床摘出標本に対し、ウエスタンブロッティ

ングを行ったが EHMT1 蛋白の発現低下は認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined the genetic and epigenetic aberration of EHMT1 gene 
in the several glioblastoma cell lines and clinical specimen. Genomic quantitative PCR was 
performed in glioblastioma cell lines, such as U87MG, T98G, U251MG, U118MG and A 172. 
None of all cell lines showed the loss of heterozygosity. We did not detect the mutation of 
the EHMT1 gene on genomic sequence. We also examine the expression levels of mRNA 
and protein of EHMT1 using quantitative RT-PCR and Western blotting method in 
glioblastoma cell lines and clinical specimen. The expression of mRNA and protein of 
EHMT1 did not decrease in those materials.  
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１．研究開始当初の背景 
 
神経膠腫の一種である膠芽腫は、生存期間

中央値が１年と臨床的に最も悪性な腫瘍のひと

つである。近年、日本国内でも承認されたアル

キル化剤 (Temozolomide) と放射線照射の併

用療法が生存期間を延長したとの報告がなされ、

世界的な標準治療となっているが、延長し得た

生存期間はわずか 2カ月に過ぎない。海外では

すでにいくつかの分子標的治療薬が開発され、
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膠芽腫の再発例に対して使用されているが、そ

の治療成績も予後を改善させるところまでは至

っていない。手術以外の有効な治療法の確立

は我々脳外科医にとって急務である。この現状

をふまえ分子生物学的に膠芽腫の性質を明ら

かにしていくことは治療戦略を構築する上で極

めて重要であり、将来の分子標的治療薬開発に

つながるものと考えられる。 
これまで我々は悪性脳腫瘍に対して様々な分

子生物学的手法を用いて、ゲノム解析、エピジェ

ネティクス解析を行ってきた。網羅的な遺伝子解

析を行い、その中から悪性脳腫瘍において癌抑

制遺伝子として働いている可能性がある遺伝子

を同定可能であった研究もある。 
しかし一方で、異常を示す遺伝子は多数あり、

その中でどの遺伝子が癌化に強く関与している

のかを決定することは難しい。膠芽腫は不均一

性(heterogeneity)を強く示す腫瘍として特徴づ

けられており、特に癌遺伝子、癌抑制遺伝子を

特定することは困難であるといわれてきた。単一

の遺伝子異常にとらわれるのではなく、それぞれ

の遺伝子異常がどのように関連しているのか、分

子生物学的な“系”の中で異常を示した遺伝子

群を関連づけていくことが重要であると考える。 
現在、癌では DNA メチル化およびヒストンのメ

チル化に依存した遺伝子不活化機構が注目さ

れている。他臓器の癌では、この“機構＝系”に

よって不活化される遺伝子として p16や hMLH1, 
BRCA1 などが挙げられている。従来の網羅的な

遺伝子異常解析で検出されていた個々の遺伝

子異常は “DNA メチル化－ヒストンメチル化 

系”の異常の結果として検出されていたものであ

り、個々の単一遺伝子の異常の上流に“DNA メ

チル化－ヒストンメチル化 系”の異常が存在す

ると考えられる。 
我々は、小児の代表的な悪性脳腫瘍である髄

芽腫において、網羅的な遺伝子解析を行い、こ

れまで報告のなかった多数の遺伝子の増幅や

欠失を検出し、癌遺伝子、癌抑制遺伝子として

の可能性を示唆したが、その中に非常に興味深

い 遺 伝 子 、 Euchromatin Histone 
Methyltransferase 1 gene (EHMT1) を認めた。

髄芽腫において EHMT1 遺伝子は deletion お
よび methylation により不活化されていることを

発見した。EHMT1 はヒストン H3 の Lys9 (H3K9) 
を特異的にメチル化する働きがある。さらに我々

は髄芽腫において H3K9 が hypomethylation
の状態であることを示し、網羅的な遺伝子解析に

おいて異常を示した遺伝子群の中に H3K9 に関

連した遺伝子を多数検出した（Nature Genetics 
41, 465-472, 2009）。 この報告は悪性脳腫瘍

を対象とした研究の中で、世界で初めて EHMT1, 
H3K9 について検討したものである。これまで他

臓器癌で指摘されていたように、悪性脳腫瘍の

分野でも DNA メチル化とヒストンのメチル化が密

接に関連し、重要な遺伝子不活化機構として存

在している可能性があると考えられる。 
以上をふまえ、“DNAメチル化－ヒストンメチル

化”の異常が、成人の悪性脳腫瘍である膠芽腫

においても遺伝子不活化機構として働き、癌化

に関与しているのではないかという着想に至った。

まず、膠芽腫の細胞株と臨床標本における

EHMT1 の発現や H3K9 の methylation status
について検討したい。これまで膠芽腫に対して

行われた網羅的ゲノム解析で検出されていた膨

大な数の遺伝子異常は、この“DNA メチル化－

ヒストンメチル化”の異常から惹起された結果とし

て検出された現象である可能性がある。さらに髄

芽腫同様に膠芽腫においても H3K9 が

hypomethylation であることが証明されれば、

H3K9 を特異的にメチル化させるという新たな分

子標的治療薬が開発でき、ひいては膠芽腫患者

の生存期間を延長させる治療法の開発につなが

ることを期待して、この研究をすすめていきたい。 
 
２．研究の目的 
 
本 研 究 の 目 的 は 、 膠 芽 腫 に 対 し

Euchromatin Histone Methyltransferase 1 
(EHMT1) とヒストン H3K9 について検討する。

これらの分子に関連した癌化制御機構を解明し、

新たな分子標的治療薬を開発するための基礎

研究結果を得ることである。 
EHMT1 遺伝子のゲノム、発現解析をおこな

い、EHMT1が不活化されているか、その機序は

ゲノム上の変化かエピジェネティックな変化であ

るかを決定する。EHMT1 の不活化と H3K9 のメ

チル化に逆相関があるかを検討する。H3K9 を

特異的にメチル化する働きをしている EHMT1
が不活化され、H3K9はhypomethylationとなっ

ていると予想している。H3K9 によって影響を受

ける遺伝子を同定し、膠芽腫の増殖メカニズム

を解明する。 
 

３．研究の方法 
 
(1) 膠芽腫におけるEHMT1遺伝子のゲノム、発

現解析 



 

 

① EHMT1 蛋白の発現解析を行う。抗 EHMT1
抗体を用いて、正常脳および膠芽腫細胞株にお

ける EHMT1 の蛋白発現を評価する。 
② 膠芽腫細胞株からmRNAを抽出しqPCRで

発現量を定量化し、EHMT1 の発現が高い株と

低い株を決定する。 
③ EHMT1 遺伝子が不活化されている機序を

解析する。細胞株を用いて、不活化がゲノム異

常によるのか、エピジェネィックな抑制機構が働

いているかを検討する。 
④ 臨床摘出標本に対して抗 EHMT1 抗体を用

いたTissue microarrayを行い、発現を評価する。

凍結組織が確保できた検体については、蛋白発

現、転写活性を定量する。 
⑤ EHMT1 の不活化が癌化に関与しているか

どうかを検討する。EHMT1 construct を作製し、

低発現株に EHMT1 を強制発現させ cell 
proliferation assay を行う。EHMT1の不活化が

癌化に関与していれば、EHMT1 を強制発現さ

せた細胞株では細胞増殖が抑制されると予想さ

れる。 
膠芽腫において EHMT1 が不活化されているか、

不活化されていれば癌化と関連があるか、その

機序はゲノム上の変化かエピジェネティックな変

化によるものかを決定できる。 
 
(2) EHMT1 遺伝子の不活化と H3K9 のメチル

化に逆相関があるか 
① 膠 芽 腫 細 胞 株 に 対 し Chromatin 
immunoprecipitation analysis を行い H3K9 の
ジメチル化の程度を評価する。 
② 臨床摘出標本に対し、抗 dimethyl-H3K9 抗

体を用いた免疫組織染色を行う。 
H3K9 を特異的にメチル化する働きをしている

EHMT1 が不活化されていることで、H3K9 は

hypomethylation となっていることが予想される。 
 
(3) H3K9 の methylation status で影響を受け

る遺伝子の同定 
膠芽腫細胞株のうち仮説に沿った結果を示した

細胞株について、抗 acetyl-H3K9 抗体と抗

dimethyl-H3K9 抗 体 を 用 い た ク ロ マ チ ン

ChIP-chip 法を行う。 
 
４．研究成果 

 

細胞株は継代を重ねるにつれ、ゲノム変化

とともにエピジェネティックな変化もきたす

ことがひろく知られている。したがって、本

研究においては初代培養株を使用することが

適していると考えた。代表的な膠芽腫細胞株

として U87MG 株および T98G 株の初代培養

株を購入した。この 2 株は古くから膠芽腫の

基礎研究に用いられてきた株で、これまでに

多数の遺伝子異常が網羅的に解析されており、

データベースから得られる遺伝学的情報も豊

富な細胞株である。 

研究の方法(1)にあげているように、まず、

膠芽腫細胞株におけるEHMT1遺伝子のゲノム

を開始した。EHMT1 遺伝子は UCSU Genome  
Browser によると、第 9番染色体に存在し 16個

のエクソンをもつ。Microarray のデータによると、

adult および fetal の大脳において、優位な遺

伝子の増幅、欠失は認めないとされている。 
まず、U87 株と T98 株を培養し、genomic 

quantitative PCR を行った。この二つの細胞株

では LOH を示唆する結果は得られなかった。

EHMT1 遺伝子のシークエンスを試みた。しかし、

mutation は検出されず、ジェノミックな異常は認

めなかった。 
並行して、EHMT1 の発現解析を行った。

U87MG 株と T98 株から、メッセンジャーRNA
を抽出した。quantitative RT-PCR の手法を用

いて EHMT1 遺伝子の転写活性を評価した。

UCSU Genome  Browser の Microarray のデ

ータから、コントロールサンプルとしてラットの大

脳 組 織 を 使 用 す る こ と に し た 。 し か し 、

quantitative RT-PCR の結果は、U87MG 株お

よび T98 株ともにメッセンジャーRNA レベ

ルでの転写活性は低下しておらず、コントロ

ールと同等の発現レベルであった。 
つぎに、蛋白レベルでの EHMT1 の発現を

評価することを試みた。UCSU Genome  
Browser のデータベースで検索をしたところ、ヒト

の組織から培養された細胞株のうち、kidney の
細胞株である HEK-293 株において、EHMT1
蛋白が高い発現を示すことがわかった。この細胞

株を入手し、positive control 株として使用するこ

とにした。U87MG 株と T98 株から蛋白を抽出

し、ウエスタンブロッティングを行った。し

かし、ウエスタンブロッティングでも、

quantitative RT-PCR の結果と同様に、U87 株、

T98 株はともに、EHMT1 蛋白を発現していた。

二つの結果は整合性を持っており、正しい結

果と判断した。 

本研究は、膠芽腫において EHMT1 の発現が

低下しているという点が、仮説の第一段階で

あり、これが証明されなければ、膠芽腫の癌



 

 

化機構を解明するという目的が達成できない

と考えられた。したがって、初代培養を購入

した U87MG 株、T98 株のほかに、当施設で

保有していた膠芽腫細胞株、U251MG 株、 
U118MG 株、A172 株についても検討すること

にした。購入時に保存していた細胞株の mother 
stock から細胞を培養し、U87MG 株、T98 株と

同様に、quantitative RT-PCR およびウエスタ

ンブロッティングを行った。いずれの細胞株

においてもメッセンジャーRNA 転写活性およ

び、EHMT1 蛋白発現ともに低下している細胞株

は認められなかった。 
膠芽腫細胞株では、EHMT1 蛋白の発現低下

は証明することができなかったが、quantitative 
RT-PCR およびウエスタンブロッティングの

条件は確立することができていたため、実際

の膠芽腫患者から摘出した臨床標本で検討す

ることにした。当教室で凍結標本として保存

されていた臨床検体は少なく、また、脳腫瘍

という腫瘍の性質上、十分量の組織量が得ら

れないことが多かった。さらに、膠芽腫は非

常に heterogeneous な腫瘍であることも、実

験結果に大きく影響したと考えられる。これ

まで当院で摘出した標本に関しては、パラフ

ィン切片で保存しているものが多かったため、

EHMT1蛋白の発現解析にはEHMT1抗体を用

いた免疫染色が有用と考え試みた。ここでも

膠芽腫の heteroneneityが評価を困難にさせた。 

これまでに小児の代表的悪性脳腫瘍である

髄芽腫において、EHMT1 の発現が低下し、

その機序は、EHMT1 遺伝子が deletion およ

び methylation により不活化されていることを報

告していた。 
本研究の出発点は、EHMT1 の発現低下が、

髄芽腫と同様に、成人の悪性脳腫瘍の代表で

ある膠芽腫においても認められるのではない

かという仮説から、膠芽腫の発現機構の解明

に発展させる計画であったが、発現低下自体

の評価が困難であった。 
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