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Involvement　 ofHistone　 Acetylation　 in　Ovarian　 Steroid-induced　 Decidualization　 of

Human　 Endometrial　 Stromal　 Cells.

(卵巣性ステ ロイ ドホルモ ンにより誘導 されるヒ ト子宮内膜間質細胞脱落膜化における

　　　　　　　　　　　　ヒス トンアセチル化の役割に関す る研究)

酒　井 の　ぞ み

内容の要旨

　 ヒ ス トン アセ テ ル 化 酵素(histone　acetyltonsferase;HAT)と 脱 ア セ チ

ル 化酵 素 〔histonc　deaatylau=HDAC)は 、 核 構 造 璽 白 コア ヒス トン

(H2A,　 H23,　 H3,　 H4)の ア セ チ ル 化 ・脱 ア セ チ ル 化 を介 して 転 写 活

性 の 制 御 を 行 っ て い る。一 方 、脱 落 膜 化 現 象 は 子 宮 内 膜 間質 細 胞 に お

い て エ ス トロ ゲ ン の プ ライ ミン グ に 綬 い て プ ロ ゲ ス テ ロン の 作 用 に

よっ て 引 き 起 こされ 、 妊娠 の 成 立 〔着 床)・ 維 持 に と っ て き わ め て 重

嬰 で あ る.増 殖 ・分 化(脱 落 膜 化)・ 剥 脱 を繰 り返 す 子 宮 内 膜 で は 、

特 異 的 か つ 周 期的 な エ ピ ジSネ テ ィ ッ クな 遺 伝 子 発 現 制 御 の 関 与 が

強 く示 唆 され る。本 研 究 では 子 宮 内 膜 脱 落 膜 化 の 制 御 機 櫓 を ヒス トン

ア セ チル 化 の 側面 か ら明 らか に す る こ と を 目的 と した。

　 ヒ ト子 宮 内膜 組織 よ り腺 細 胞 な らび に 間 質 細 胞 を分 雌 した 後 、特 異

的HDAC阻 害 剤(vichostatin　 A;TSA)、 卵 巣 ス テ ロ イ ド(17β ・

alradio)+progacerone　 l　E2+P,)の 存在 下 ま た は 非 存 在 下 に て培 養 した

後RNAを 袖 出 し、脱 落 瞑 化 マ ー カ ー で あ るinsulin・like　growヒh　factor

binding　protein　1(lGFBP・1)お よびprolactin(PRL)、 そ の 他 にmatrix

metalloproteinau-2(MMP・2)のmRNAの 発 現 をRT。PCR　 CompetiIive　 RT

・PCR 、　Nonbem　 blocに て解 析 した ◎ ヒス トン を抽 出 し.ピ ス トン の ア

セ チルfヒ状 態 とそ の アセ チ ル 化 部 位 を 、AUT　 gel解 析 な らび に ア セ チ

ル 化 ヒス トン抗 体 を用 い たWestern　 blotに よ り解 析 した。さ らに ア セ チ

ル 化 ヒス トンH4に 対 す る抗 体 を用 い た ク ロマ チ ン免 疫 沈 降 法(CWP

away:Chromazin　 Immunoprecipitazion　 Assay)に よ りIGFBP-1プ ロ モー

ター 領 域 の ピス トンの ア セ チ ル 化状 態 の 検 肘 を 行 っ た 。IGFBP・1お よ

びPRL　 mRNAはE2+P,添 加 に よ り発 現 が 騰 導 され,TSA(]0^一SOOng/mG)

と の 同 時 添 加 に よ り濃 度 依 存 性 か つ 相 乗 的 に そ の 増 強 を 誌 め た。

MMP-2で は 発 現 量 に 変 化 は認 め な か っ た 。　TSA単 独 、　E:+P4、 同 時 投 与

の い ず れ に お い て も脱 落 膜 化 様形 態変 化 を認 め た。 一 方.腺 細 胞 では

いず れ の 処 置 に よ っ て も互GFBP-1の 発 現 騰 導 お よ び 形 態 変 化 は 認 め

られ な か っ た。AUT　gel解 析 な ら び にWestern　 blocに お い てH3お よ びH4

がEz+P`に よ りア セ チ ル 化 され 、聡Aの 同 時 添 加 に よ りそ の ア セ チ ル

化 の 増 強 が 認 め られ た。ChlP　 assayで はE2+P,処 皿 に よ り 間 質 細 胞

IGFBP・1プ ロ モ ー ター の プ ロゲ ステ ロ ン応 答領 域 の ピス トンH4が ア

セ チ ル 化 され 、それ はTSAに よ り増 強 され る こ とが 示 され た。↑SAは 、

ヒ ス トン ア セ チ ル 化 に よ る プ ロゲ ス テ ロ ン 作 用 の 増 強 を 通 じて 間 質

細 胞 の 分 化 を促進 す る こと が示 され た 。以 上 の こ と よ り、子 宮 内 膜 脱

落 膜 化 に ヒ ス トン ア セ チ ル 化 が 深 く 関 与 して い る こ とが 明 ら か と

な った。

鹸文審査の要旨

　 ヒト子宮内膜は、卵巣ステロイ ド反応性に脱落膜化 と称される分化

を遂げ、妊娠維持に機能する。本研究では、ヒト子宮内膜間質の初代

培養細胞を用いて、世代継承に重要なこの過程における、遺伝子転写

機構を担 うヒス トンアセチル化の関与について基礎的解析を行 うと

同時に、ピス トン脱アセチル化酵素阻害剤(HDACqの 分 化誘導剤へ

の臨床応用の可能性につき検討を行った。その結果、特異的HDACl

(trichostatin　A;TSA)を 培養子宮内膜聞質細胞に添加することで人

為的にアセチル化を起こしうることを示 し、アセチル化 ピス トン特異

抗体を用いた解祈において、アセチル化の標的となるピス トンとその

リジン残基も同定 した。また、TSAに よる脱落膜化瞬導を形態学的変

化お よび脱落膜化に伴い発現上昇する盈白1GFBP。1お よびプロラク

チンの発現誘導の2点 において示 した。さらにChlPア ッセイを用いる

ことで、卵巣ステロイ ドによりIGFBP。1プ ロモーターの一部であるプ

ロゲステロン応答顔域のピス トンH4が アセチル化されるという分子

機序を明らかにし、この効果がTSAに よ り増強されることを示 した。

　審査ではまず、脱落瞑化について質問がなされた。これに対 し、脱

落膜化は組織形態変化にとどまらない、細胞 レベルでの間質細胞に限

局した形態的 ・機能的分化を意味 し、妊娠維持に必須である旨回答さ

れた。次に、HDAClと してTSAを 用 いた理由にっいて質問がなされた

が、TSAが 他のHDACIJ:り 低濃度(nMレ ベル)で 効果を及ぼす点、反

応が可逆的である点等から基礎研究で頻用される代表的なHDACIで

あるため選択 したものと回答された。また、間質細胞 と腺細胞の鑑別

方法について質疑がなされた。これに対 し.純 度の高い問質細胞を得

るために確立 した分離 ・純化行程について説明がなされ、蛍光免疫染

色による判定で純度は95%以 上であったと回答された。さらに、ヒス

トンアセチル化解析に用いられたAUTゲ ル,Ch(Pア ッセイについての

方澱 に関しても質疑応答が行われたWatem　 blotにおいて使用 した

アセチル化リジン特異抗体について、ペプチ ド免疫源由来の抗体を使

用する際の非特異反応への考慮にっき助8が なされた。HDACIの 新

規分化療法剤としての臨床応用 として、内膜機能不全不妊症の他に子

宮内膜症 。子宮内膜癌を標的とする場合の検atす べき躁題、細胞 レベ

ルから組織 レベルに解祈をステップア ップするための組織培養 .さ ら

にヒス トンアセチル化酵素の候補 として考察に挙げたSRC・1とCBP'

pJOOの 実際の検肘なども行 うべきである旨助宮が与えられた。

　本研究は、上肥検尉課題は残るものの、初代培養を用い子官内膜脱

落膜化の分子機序にヒス トンアセチル化が深く関与していることを

初めて明らかにした点で、今後の臨床応用も含め価値ある研究である

と評価された。
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