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研究成果の概要（和文）：糖尿病環境で形成されるヒストン・リジン・カルボキシメチル化(HL-CM)を検出し、ヒスト
ン・アセチル化、プロモーターDNAメチル化および遺伝子発現を比較検討することで、HL-CMの遺伝子発現エピジェネテ
ィクスへの影響を検討した。その結果、糖尿病に伴う高等濃度・酸化亢進状態では、HL-CMが生じ、ヒストン・アセチ
ル化に影響を与えることが考えられた。また、メトホルミンは、HL-CMによる遺伝子発現抑制を予防する可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The influence of histone lysine carboxymethylation (HL-CM), which is occurred in 
diabetic condition, was examined by detection of HL-CM to be compared with histone acetylation, the 
promoter DNA methylation and p16 gene expression. The hyperglycemic-oxidative conditions associated with 
diabetes mellitus induced HL-CM, which was considered to affect histone acetylation. Metformin showed the 
possibility of preventing gene silencing by HL-the CM.

研究分野：人体病理
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病において、終末糖化産物がその合併症
の原因として注目を受けている。その機序は
主に異常な糖化修飾を受けたタンパクの蓄
積による酵素機能異常・代謝異常および終末
糖化産物から発生する酸化ストレスにある
とされている。本研究では、糖化修飾による
エピジェネティック変化による遺伝子発現
異常が糖尿病の発生進展に何らかの役割を
果たしているとの仮定から検討を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、糖尿病における高糖濃度・酸化
ストレスにより H4 ヒストンのリジン残基に
生じるカルボキシメチル化が、H4ヒストン・
リジン残基のアセチル化を阻害し、遺伝子発
現を抑制する新規なエピジェネティック変
化であると考え、H4 ヒストン・リジン残基
のカルボキシメチル化の疾病病因としての
意義を解明するとともに、リジン残基・カル
ボキシメチル化を解除し遺伝子異常を回復
する治療方法につながる知見を得ることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
ヒト膀胱癌細胞株を用いて、膀胱癌で高率に
プロモーターDNA メチル化による遺伝子発
現のサイレンシングが見られる p16遺伝子を
標的として、H4ヒストン K9リジン残基カル
ボキシメチル化抗体によりヒストン・リジ
ン・カルボキシリジン化を検出、ヒストン・
リジン・アセチル化、プロモーターDNAメチ
ル化および遺伝子発現を比較検討し、ヒスト
ン・リジン・カルボキシリジン化の遺伝子発
現のエピジェネティクスへの影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 
膀胱癌では、p16は高度の DNAメチル化によ
りサイレンシングされている。まず、ヒト膀
胱癌細胞株T24を用いて糖化中間産物であり
強力な酸化作用を有するグリオキサールの
H4ヒストンのDNAメチル化への影響を検討
した。グリオキサール処理により、p16 遺伝
子に結合するH4ヒストンのK9リジン残基の
カルボキシメチル化をクロマチン免疫沈降
法により検討した。その結果、グリオキサー
ル処理によりH4ヒストンK9リジン残基のカ
ルボキシメチル化は増加していたのに対し、
K9リジン残基のアセチル化は減少していた。
このときのp16 mRNA発現を検討したが発現
変化は認められなかった。さらに、p16 遺伝
子の promoter領域のCpG islandのメチル化を
検討すると、メチル化レベルに変化は認めら
れなかった。 
 一方、p16遺伝子の promoterメチル化レベ
ルが T24 よりも低い UMUC を用い同様の検
討を行うと、グリオキサール処理により H4
ヒストン K9 リジン残基のカルボキシメチル
化は増加し K9 リジン残基のアセチル化は減

少していたが、p16遺伝子 promoterメチル化
レベルは低下し、p16 mRNA発現は増加して
いた。 
 メトホルミンは、糖化抑制作用を有するこ
とが知られるため、H4ヒストン K9リジン残
基のカルボキシメチル化に対して抑制性に
作用することが考えられた。このため、
UMUC細胞を用いて、高糖濃度環境とメトホ
ルミンを処理する系を用いて検討を行った。 
 まず、UMUC細胞を高糖濃度環境で持続培
養し、グローバルな H4ヒストン K9カルボキ
シメチル化を誘導した。その後、高糖濃度環
境にメトホルミン同時処理を行ったが、H4
ヒストン K9 カルボキシメチル化レベルは低
下せず、p16 mRNA発現は低下した。これに
対し、グローバルな H4ヒストン K9カルボキ
シメチル化誘導後に、通常糖濃度培養に移し
た上でメトホルミン処理を行うと、H4 ヒス
トン K9 カルボキシメチル化レベルは低下し、
p16 mRNA発現は回復した。また、高糖濃度
培養開始時からメトホルミン処理を行うと、
H4ヒストンK9カルボキシメチル化レベルの
上昇は抑制され、p16 mRNA発現低下は誘導
されなかった。 
このように、糖尿病に伴う高糖濃度・酸化
亢進状態では、ヒストン・リジン残基にカル
ボキシメチル化が生じ、ヒストン・アセチル
化に影響を与えることが考えられた。しかし、
DNA メチル化への影響はメチル化環境の差
異により反応は異なり、遺伝子発現への影響
もヒストン・リジン残基にカルボキシメチル
化以外の因子による影響が関与すると考え
られた。メトホルミンは、H4ヒストンの K9
リジン残基のカルボキシメチル化による遺
伝子発現抑制を予防する可能性が示唆され
たが、いったんカルボキシメチル化が形成さ
れた後では糖環境をコントロールすること
がメトホルミンの遺伝子発現への作用に必
要であると考えられた。 
 ヒストン・リジン残基のカルボキシメチル
化による遺伝子発現変化をさらに検討する
ため、H3 ヒストン K27 リジン残基のカルボ
キシメチル化に対する抗体を作成し検索を
行った。H3 ヒストン K27 リジン残基は、メ
チル化修飾を受けることにより、遺伝子発現
を制御することが知られている。 

T24および UMUC細胞を用い、グリオキサ
ール処理を行い、グローバルな H3 ヒストン
K27カルボキシメチル化を誘導した。このと
きの p16遺伝子 promoter結合 H3ヒストンの
K27 のメチル化状態を検討すると、T24 では
トリメチル化・ジメチル化・モノメチル化の
割合に変化は認められなかったが、アセチル
化が増加していた。UMUC細胞ではトリメチ
ル化の減少とジメチル化の増加が見られた。
このときの p16発現は先に述べたとおり、T24
細胞ではサイレントのままであり、UMUCで
は発現増加が軽度認められた。さらに、この
系で 5AZA処理を同時に行うと、両細胞でト
リメチル化の減少とジメチル化・アセチル化



の増加が見られた。 
これらのことは、カルボキシメチル化が

K27による発現制御に何らかの影響を与える
ことを示唆すると考えられるが、H3 ヒスト
ンの K27 のメチル化とカルボキシメチル化
のみでは、とくに T24細胞における p16発現
不応性の説明は依然困難であり、すべてのリ
ジン残基の修飾状態や DNA メチル化関連因
子の状態を総合的に判断することが糖尿病
における発現変化の詳細な機序解明に必要
と考えられた。 
最後に、これまで高メチル化状態を伴って
発現低下を生じている遺伝子である p16を標
的として解析を行ってきたが、反対に低メチ
ル化を伴って過剰発現をしめす claudin-4 遺
伝子について解析を行った。 
 T24細胞で claudin-4・ promoterメチル化レ
ベルを検討すると低メチル化状態であった。
さらに、高糖濃度培養あるいはグリオキサー
ル処理を行うとH4ヒストンK9カルボキシメ
チル化は増加したが、claudin-4・ promoterメ
チル化レベルは低メチル化状態のままであ
った。しかし、claudin-4発現は低下していた。
このとき、細胞形態は polygonal から spindle
に変化し、E-cadherin 発現低下と Snail・
Vimentin発現誘導が認められ、EMT形質が誘
導されたと見なされた。 
 このように、claudin-4遺伝子では promoter
メチル化の変化を介さずに、H4ヒストン K9
カルボキシメチル化により発現変化がもた
らされたと考えられた。 
 以上のように、糖尿病によって惹起される
ヒストン・リジン残基のカルボキシメチル化
はエピジェネティックな発現異常をもたら
す因子として、今後、より詳細な検討が必要
と考えられた。 
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