
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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)

2014～2012

エピジェネティック異常の超高精度蛍光イメージングによるがん悪性度診断法開発

Development of a diagnostic method for epigenetic posttranslational modifications 
of histone using fluorescence imaging

８０３７５４３５研究者番号：

権田　幸祐（Gonda, Kohsuke）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４３００３３６

平成 年 月 日現在２７   ５ ２１

円    14,800,000

研究成果の概要（和文）：DNAやヒストンのエピジェネティック異常の蓄積は、がん抑制遺伝子の転写抑制を引き起こ
し、発がんを促す。これまで、エピジェネティック異常の検出法は、細胞の形態情報を失っており、細胞個々の情報が
平均化されていた。本研究ではヒストンＨ3の9番目のリジン(H3K9)の修飾に注目し、蛍光１粒子イメージングによる独
自病理染色法を開発した。その結果、従来のDAB染色に比べ幅広いレンジでヒストンの修飾レベルを測定することがで
きた。また本方法によって、細胞個々のヒストンの修飾レベルを高精度に測定することが可能となり、がん細胞間のエ
ピジェネティック異常の不均一性を評価することに寄与できた。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic post translational mutations plays an important role of tumorigenesis. 
To estimate the degree of modification level of histone methylation mutation, immunohistochemistry (IHC) 
using 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (IHC-DAB) has been used. However, because the quantitative sensitivity 
of IHC-DAB is low, an improvement of IHC is desired. In this study, to develop a diagnostic method of 
histone methylation in breast cancer tissues with fluorescent signals, we developed IHC method using 
fluorescent nano-particle quantum dots (QDs). By immunostainig cultured breast cancer cells with QDs, we 
succeeded in detecting a statistically significant difference in the histone methylation between cancer 
cell lines. Moreover, the IHC-QDs results in cancer tissues demonstrated that the QDs were able to 
widely-detect histone modifications at low and high level. This novel IHC method may be expected to 
contribute to the diagnosis of various epigenetic post translational mutations in cancer.
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１．研究開始当初の背景 
 DNA のメチル化修飾やヒストンのアセチ
ル化・メチル化修飾などエピジェネティクス
では、修飾異常の蓄積が、がん発生を促すと
考えられている。特に最近は特定のがん抑制
遺伝子やヒストン修飾酵素に着目した解析
が進み、エピジェネティック異常の仕組みの
一端が明らかにされつつある。またエピジェ
ネティック異常は、遺伝子塩基配列の突然変
異とは異なり、異常の除去が可能であるため、
今までにない新しいがん治療法として期待
されている[1-11] (図１)。 
 効果的ながん治療を行うには、的確ながん
診断は必須である。これまでのエピジェネテ
ィック異常の診断は、シークエンス、質量分
析、高感度発色の抗原抗体反応(ウェルプレー
ト)、などの方法開発が主流であった。これら
の方法は感度や定量性に優れているものの、
がん組織を破砕した抽出液を用いるため、が
ん細胞の形態情報が失われている。またがん
細胞個々の情報が平均化されてしまうため、
高悪性度のがん細胞が存在してもその割合
が少ない場合、見逃してしまう危険性があっ
た。多くのがんの確定診断に細胞レベルの情
報は必須であり、形態を含む細胞個々のがん
診断法として、免疫組織化学法が臨床で利用
される。しかし免疫組織化学法の発色に関し
て、酵素反応を利用した色素法(DAB 等)では
反応条件(基質量、温度、時間)に左右され定
量性が低く、蛍光法では褪色や組織自家蛍光
による S/N 比の悪化が問題となっていた (図
2)。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では独自画像解析技術による
新規の免疫組織化学法を応用し、ヒトがん組
織のエピジェネティック異常の診断システ
ムを開発する。この新システムを用い、ヒト
乳がん組織のエピジェネティック異常が、が
ん悪性度とどの様な相関性を持つのか臨床
標本を利用し検討する。 
 
３．研究の方法 
 エピジェネティック異常を診断するため
に、ヒストンＨ3 の 9 番目のリジン(H3K9)に
注目して解析する。H3K9のメチル化は DNA メ
チル化と協調して強固な遺伝子不活性化機
構として働く(PNAS 2004)。また正常細胞で
は H3K9 は無修飾もしくはアセチル化されて
いるが、がん化に従いアセチル化→モノメチ
ル化→ジメチル化→トリメチル化に移行す
る (図１)。本計画では、以下のテーマで研
究を進める。 
(1) 蛍光１粒子イメージングによるエピジ
ェネティク異常の組織診断法開発： 
 H3K9 のヒストン修飾を認識する抗体を用
いた免疫染色で、超高精度に修飾量を蛍光粒
子イメージングする。 
(2) ヒト乳がん組織のエピジェネティク異
常の病理診断： 

ヒト乳がん組織のエピジェネティック異常
が、がん悪性度とどの様な相関性を持つのか
臨床標本を利用し検討する。 
 

図１ ヒストン修飾の概要 
 

図２ DAB 染色と蛍光染色の特徴 
 
４．研究成果 
 24年度は、ヒストン修飾の免疫蛍光染色法
の確立のために、ヒト培養細胞を使った実験
を行った。様々なメーカーからヒストン H3
のアセチル化やメチル化を認識する抗体を
複数種類購入し、ヒト乳がん培養細胞 MCF-7
使って、Cy3 や蛍光粒子を標識剤とした染色
法の確立を試みた。染色条件の検討では、界
面活性剤の種類や濃度を色々と試すととも
に、タンパク質分解酵素を染色プロセスに応
用した。その結果、A社の抗ヒストン H3アセ
チル化抗体や C 社の抗ヒストン H3 メチル化
抗体で、MCF-7 のヒストン修飾を特異的に染
色することに成功した。またヒト乳がん培養
細胞株 MCF-7の細胞抽出液中のヒストン修飾
量を、それぞれの抗体を用いてウエスタンブ
ロットで検出することにも成功した。 
 25 年度は、24 年度に検討したヒストン修
飾の蛍光免疫染色法をさらに改良した。実際
には、24年度の反応条件を基盤として、さら
に界面活性剤の種類や濃度を検討し、いくつ
かのタンパク質分解酵素を応用することで、
Cy3 や蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色法の特
異性を向上させた。ヒト乳がん由来の低転移
性や高転移性の培養細胞株を複数種類用い、



これらの培養細胞株の免疫染色を 25 年度に
改良した方法で行った。その結果、細胞株間
のヒストン修飾レベルの違いを高精度解析
することに成功した。 
 26 年度は 25 年度に確立した方法を応用し
て、ヒト乳がん組織(30 症例)の蛍光免疫染色
を行った。その結果、従来の蛍光染色に比べ
幅広いレンジでヒストンの修飾レベルを測
定することができた。本方法によって、ヒス
トンの修飾レベルを高精度に測定すること
が可能となり、がん細胞同士のエピジェネテ
ィック異常の不均一性を評価することにも
寄与できたと考えられる。 
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