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研究成果の概要（和文）：Behcet病患者末梢血有核細胞において、健常者には認められない特徴的なヒストン修飾変化
を確認出来た。さらに、活動性の高い時期と活動性の低い時期の血液において、高い時期でこの傾向は著明であった。
低疾患活動期のヒストン修飾変化は健常者に近かった。変化の強いγδT細胞に焦点を絞り３５名の患者血液から標的
細胞をプール出来た。この患者血液を用いてトランスクリプトーム解析を行ったが、RNA量が少なく満足な結果が得ら
れていない。本研究において治療標的遺伝子の解明には至っていないものの、難病であるBehcet病の病態に直結する新
規治療戦略の開発への第一歩を踏み出す事が出来、今後の展開が期待出来る。

研究成果の概要（英文）：We analyzed peripheral blood nucleated cell subsets and histone modification by 
flow cytometry and transcriptome assay on the patients with Behcet's disease (BD). H3K27me3 and H3K4me3 
were detected in CD4+ T cells, CD8+ T cells, γδ T cells, and CD16+CD66b+ neutrophils. H3K27me3 MFI 
levels were not significantly different in those cell types in BD. In contrast, H3K4me3 MFI levels of BD 
in γδ T cells were significantly increased compared with HC. H3K4me3/H3K27me3 MFI ratio was 
significantly lower in neutrophils of BD and higher in γδ T cells of BD than that of HC. H3K4me3 MFI 
and H3K4me3/H3K27me3 MFI ratio of active BD were significantly increased in γδ T cells as compared to 
inactives. The transciptome assay is still on going. Aberrant histone methylation may be associated with 
the pathogenesis of BD. It is suggested that histone methylation could be a new candidate-biomarker for 
BD.

研究分野： リウマチ膠原病科
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１．研究開始当初の背景 
Behcet 病は、一部に HLA の関与が知られて
いるが原因不明の全身性慢性炎症性疾患で
ある。眼症（ブドウ膜炎、失明）、粘膜病変
（口腔内アフタ、陰部潰瘍）、皮膚病変（結
節性紅斑、毛嚢炎様皮疹）がその主たる３病
変であり、それに加えて多発関節炎、消化管
病変、血管病変、中枢神経病変など特徴的な
病状を示す。Behcet 病は、以前から膠原病類
縁疾患や自己免疫疾患の範疇に入れられて
いるが、Behcet 病の自己免疫異常に関しては、
連鎖球菌関連抗原などの細菌由来の抗原特
異的な T 細胞が活性化されており、IL-6 や
IFN-γなどのサイトカインを産生している
（Zhao C et al. Mol Vis 14:1456-1464,2008; 
Hirohata S et al. Cell Immunol 
140:410-419,1992）。また、CD4 陽性 T 細胞
のうち、Th1 細胞と Th17 細胞が増加してい
ることは申請者（Miyoshi et al. "Annual 
European Congress of Rheumatology, June 
16-19, 2010 にて発表、Paris）やその他の研
究者たちが報告している（Frassanito MA et 
al. Arthritis ＆  Rheumatism 
42:1967-1974,1999; Ekincil NS et al. 
Journal of Investigative Dermatology 
130:2136-2138,2010）。γδT 細胞も Bechet
病患者の末梢血中において増加しており、
IFN- γ や TNF- α の 産 生 が 見 ら れ る
（Freysdottir J et al. Clin Exp Immunol 
118:451-457,1999）。しかし、自己反応性 T
細胞や自己抗体など自己免疫現象を示すエ
ビデンスには乏しく、むしろ最近では、自己
炎症性疾患の範疇に入る可能性が示唆され
ている。しかし、幼年や若年に認められる遺
伝子変異を伴う多くの典型的自己炎症性疾
患とは明らかに異なり、Behcet 病の好発年齢
は中年で単なる遺伝子異常によって惹起さ
れる疾患とは考えがたい。このような病態を
考慮すると遺伝子異常には依らない病因と
して、エピゲノムの関与が推定される。 
 
２．研究の目的 
Behcet 病の病態解明、新規治療開発のために、
今までなされていなかった、ヒストン修飾を
中心としたエピゲノム異常に焦点を絞って
検討する。本研究においては、Behcet 病患者
末梢血白血球（好中球とリンパ球に分離して
それぞれ）のヒストン修飾の変化を網羅的に
解析する。ヒストン修飾異常は中年以降発症
の疾患に置いては重要な病態形成機序と予
想される。これにより、新たな治療標的を明
らかにすることが可能になり、Behcet 病治療
は劇的に進歩すると期待できる。 
 
３．研究の方法 
1. Behcet 病の末梢血中リンパ球・好中球の
ヒストン修飾の flow cytometry 解析 
 Behcet 病患者の末梢血中のリンパ球及び
好中球は活性化しているため、この活性化の
状態を flow cytometry にて解析できないか

検討を行う。ヒストン修飾の中で、ヒストン
アセチル化および一部のヒストンメチル化
は転写活性化と関連しており、代表的なもの
として H3ac、H3K4me3 が挙げられる。これら
のヒストン修飾に対する抗体を用いて、細胞
を染色し、flow cytometiry 解析を行う
（ Dispirito JR et al. J Immunol 
184:4631-4636,2010）。具体的には、ホルム
アルデヒド/サポニン膜透過処理により細胞
膜に穴を開け、一次抗体が細胞膜を通過して
細胞内のヒストン修飾に結合する事が可能
となる。蛍光標識した二次抗体を用いる事に
より、ヒストン修飾が flow cytometry によ
り定量可能となる。ヒストン修飾が、リンパ
球及び好中球の活性化の度合いを反映して
いないか解析を行う。Behcet 病の活動性の評
価として、血清の炎症反応（CRP、血沈）が
よく用いられるが、必ずしもリンパ球や好中
球の活性化の病態を反映していない。Flow 
cytometry によるヒストン修飾の解析は、
Behcet 病の新しい検査法として応用が期待
される。 
2. Behcet 病における特異的遺伝子発現及び
ゲノムワイドなヒストン修飾の解析 
2-a. トランスクリプトーム解析によるリン
パ球・好中球における Behcet 病特異的遺伝
子の同定 
 Behcet 病患者及び健常人の末梢血中の単
核球及び好中球を、セルソーターにより CD4
陽性αβT 細胞、γδT 細胞、CD16 陽性好中
球に高純度に分離する。続いて、各細胞の
mRNA 発現をマイクロアレイ法によりゲノム
ワイドに解析する。これにより、Behcet 病に
おいて特異的に高発現および低発現してい
る遺伝子を同定する。自己炎症症候群の原因
遺伝子（MEFV、TNFSF1A、CIAS1、NOD2、MVK、
PSTPIP1）が含まれていないか検討する。 
2-b. ChIP-Seq 解析 
 2-a.にて高純度に分離した CD4 陽性αβT
細胞、γδT細胞、CD16陽性好中球において、
ヒストン修飾（H3K4me3、H3K27me3）プロフ
ァイルをゲノム全域にわたり解析する。各細
胞からゲノム DNA を抽出し、ヒストン修飾に
対する抗体を用いてクロマチン免疫沈降
（ChIP）を行う。得られた ChIP-DNA の塩基
配列を次世代シークエンサーにて読み取り、
ゲノム上にマッピングする。これらの結果に
より、各遺伝子のヒストン修飾量が定量可能
となる。 
 上記、２−a および bにてヒストン修飾変化
を示す遺伝子が得られた場合、患者末梢血好
中球およびT細胞などの分画に分けて短期間
培養を行う。これら細胞に対して、IL-6 や
TNF-αなどの炎症性サイトカイン、CD3/TCR
刺激、PMA/ionomycin などを添加することに
より、これらの細胞の状態に変化が見られる
かどうか、健常社由来の細胞と比較する。被
刺激性・活性化が亢進している場合には、ヒ
ストン修飾との関係を検討する。酵素的な変
更によりヒストンアセチル化の変化などを



起こし、機能の変化が見られるか検討する。 
 
４．研究成果 
全実験計画は当院IRBおよび本学倫理委員会
にて承認された。その後に、患者および健常
者に対して口頭及び文書を用いて同意を取
得した。 
１. Behcet 病患者の末梢血中のリンパ球及び
好中球を flow cytometry にて、細胞表面マ
ーカーと核内ヒストン修飾の変化を示すヒ
ストン修飾（H3K4me3、H3K27me3）特異的抗
体を用いて、末梢血有核細胞亜分画毎のヒス
トン修飾を認識する事に成功した。そして健
常者を対照として、Behcet 病患者末梢血有核
細胞において、健常者には認められない特徴
的なヒストン修飾変化を確認する事が出来
た。さらに、Behcet 病患者において活動性の
高い時期に採取した末梢血と活動性の低い
時期に採取した血液において、高い時期にお
いてこの傾向は著明に認められた。低疾患活
動期のヒストン修飾変化は健常者に近いも
のであった（図１、２）。以上の事から，Behcet
病における病態の一部にはエピゲノム、特に
ヒストン修飾変化の関与が認められる可能
性が高くなり，治療戦略においても新たな展
開が期待出来ることが示された。 
２. Behcet 病における特異的遺伝子発現及び
ゲノムワイドなヒストン修飾の解析 
2-a. トランスクリプトーム解析によるリン
パ球・好中球における Behcet 病特異的遺伝
子の同定 
上記検討から Behcet 病における病態との関
係が期待出来るヒストン修飾の変化はT 細
胞に存在すると結論した。そこで、このポピ
ュレーションに焦点を絞ってトランスクリ
プトーム解析を試みた。そのためには、1x107

程度の純粋な細胞が必要であった。通常、患
者血液２０mLから採取出来るPBMCは 1x107 オ

オーダーであり、T 細胞の頻度は PBMC の
５％以下であるので回収率１００％であっ
ても２０−３０人以上の患者血液を必要とす
ることが判明した。そこで、２０人の患者プ
ールT 細胞を用いると事にした。そのため、
活動期Behcet病患者から、末梢血を採取し、
マグネティックビーズ法にてネガティブセ
レクションを行い、T 細胞を採取した。改
良により純度は高まったが採取細胞数は少
ないため、２０名の患者血液では不十分であ
った。そのため、患者リクルートを引き続き
行い、３５名の患者血液をプール出来た。こ
の患者血液を用いてトランスクリプトーム
解析を行ったが、RNA 量が少なく満足な結果
が得られていない。再度患者血液を採取して
行う予定である。 
 
以上のことから、治療標的遺伝子の解明には
至っていないものの、難病である Behcet 病
の病態に直結する新規治療戦略の開発への
第一歩を踏み出す事が出来、今後の展開が期
待出来る。 

 
 
図１ 患者及び健常者の末梢血ヒストン修
飾変化；H3K4me3/H3K27me3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 活動期と非活動期の末梢血ヒストン
修飾変化；H3K4me3/H3K27me3 
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