
SATテクノロジー・ショーケース2026

 

   

代表発表者 長長谷谷部部  拓拓（（ははせせべべ  たたくくみみ）） 
所  属 千千葉葉工工業業大大学学  

先先進進工工学学部部  生生命命科科学学科科  
遺遺伝伝子子制制御御学学研研究究室室  

問合せ先 〒〒227755--00001166  千千葉葉県県習習志志野野市市津津田田沼沼 22--1177--11  
  TTEELL：：004477--447788--00441144      
    
 

■■キキーーワワーードド：： （1）大腸がん 
 （2）DNA メチル化 
 （3）バイオマーカー 
 
 

■■  ははじじめめにに  
 大腸がんは、世界的に罹患率および死亡率が高いが

んの一つであり、日本においても男女ともに罹患率が高い
ことが報告されている。大腸がんの予後は発見時期や治
療開始時期に大きく左右されることが知られており、死亡
率を低下させるためには、早期発見と治療効果の向上が
重要な課題となっている。今回の実験で使用する
COLO205細胞は、ヒト結腸腺がん由来の細胞株であり、大
腸の結腸部を由来としている。 
DNAメチル化は、DNA塩基配列中のシトシン（C）にメチル
基が付加される化学的修飾であり、主にCpG配列で生じる。
この修飾は遺伝子発現の抑制に関与しており、とくにプロ
モーター領域のメチル化は転写抑制を引き起こす。一方、
脱メチル化は遺伝子発現の活性化に関与することが知ら
れている。DNAメチル化は、がんの診断、予後予測、さら
には治療標的としても注目されており、近年では尿や血液
などの体液を用いたメチル化検出による非侵襲的診断法
の開発が進められている。 
本研究では、がん抑制遺伝子の一つであるAPC遺伝子に
着目して解析を行う予定である。APC遺伝子のメチル化は、
大腸腺腫の良性ポリープ段階から出現することが報告され
ており、大腸がん発生の初期イベントとして位置づけられ
ている。そのため、大腸がん細胞株におけるAPC遺伝子
のメチル化検出は、大腸がんの早期診断に有用なバイオ
マーカーとなる可能性がある。 
■■  活活動動内内容容  
１．細胞培養 
本実験では、ヒト大腸がん由来細胞株であるCOLO205

を用いた。培養には、RPMI1640に10%FBS、1%ペニシリン
ーストレプトマイシン溶液を加えたものを培地として使用し
た。培養は、37℃、5%二酸化炭素存在下の培養条件にて
インキュベーター内で行った。２４ウェルプレートに10×10⁴
cells/ml播種し、２４時間毎の細胞数を計測し、細胞数と生
存率の変化をまとめた。この実験は３回繰り返し、再現性の
確認を行った。 
2. 遺伝子解析 
 ゲノムDNAを抽出した後、バイサルファイト処理を行い、
バイサルファイト処理済みDNAを回収する。得られたDNA
を鋳型として、メチル化特異的プライマーおよび非メチル
化特異的プライマーを用いてPCRを実施する。各プライマ
ーは対応する配列を特異的に認識して増幅を行う。得られ
たPCR産物を電気泳動で解析し、バンドの出現の有無か

らメチル化の有無を判定する。 
３．実験結果 
 COLO205細胞の培養実験において、24時間ごとの総細
胞数の変化を測定した。図1は、0時間から96時間までの
各時点における総細胞数を示したグラフである。解析の結
果、COLO205細胞の倍加時間は19.8時間であった。 
4. 今後の展望 
    現在は細胞培養の段階までしか実験を進められていな
いため、今後の展望としては、活動内容2以降に予定して
いる遺伝子解析などの実験に取り組んでいきたいと考えて
いる。 
  

図図 11..CCOOLLOO220055のの細細胞胞数数とと経経過過時時間間ととのの関関係係  
 

図図22..ババイイササルルフファァイイトト処処理理ととPPCCRR増増幅幅ににつついいてて  
（引用：タカラバイオ株式会社、DNAメチル化解析） 
この処理では亜硫酸水素ナトリウムを用いて、非メチル化
シトシンをウラシルへ変換する、一方で、メチル化シトシン
は変換されないため、メチル化シトシンと非メチル化シトシ
ンを区別することができる。 
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■■  ははじじめめにに  
老化に伴う慢性的な炎症が様々な加齢関連疾患の発

症や進展に影響を与えることが明らかになってきている。
中でも心不全をはじめとする心疾患は我が国の死因第２
位にあたり、その生命予後は非常に悪いことが知られてい
る。心不全に対する臨床介入は対症療法が主であり、心
不全の発症・慢性化・進展を根本的に防止する治療法は
未だ確立されていない。高齢化の進展が著しい我が国に
おいて心不全患者数は増加の一途を辿っており、新たな
介入戦略の確立は緊要の課題である。近年、心臓には白
血球の一種であるマクロファージが常在しており、心臓環
境の恒常性と心機能を維持する役割を担っていることが明
らかとなってきている。マクロファージの機能変調が心不
全の推進に寄与している可能性があり、その基盤としてエ
ピゲノムの変化(遺伝子近傍のヒストン修飾の変化)といった
内因性の機序が根底に存在していることが推測されるが、
詳細な分子的機構は未だ不明である。本研究では老齢マ
ウスと心不全マウスの心臓マクロファージの解析を行うこと
によって、老化による心臓炎症の誘導におけるマクロファ
ージの遺伝子発現変化、およびそれを司るエピゲノム制
御機構を解明することを目的とした。 

 
■■  活活動動内内容容  
１．老齢マウスの遺伝子発現変化の解析 
老齢C57BL/6Jマウスの心臓からフローサイトメーターを用
いて常在マクロファージ(CD45+, CD11b+, CD64+ / Ly6G-, 
NK1.1-, Ly6Clow) を分取し、bulk RNA-seqを実施した。カ
ウントデータを元に、若齢マウスと比較して発現の違いが
見られた遺伝子群を抽出してPathway解析を行った。その
結果、老齢マウスでは酸化的リン酸化や上皮間葉転換、
IFN-αシグナルなど、炎症・線維化に関連する遺伝子群
の発現が高まった一方、細胞分裂･増殖の過程に関与す
る遺伝子群の発現が低下していることが見出された。 
 
２．遺伝子発現制御機構の探索 
こうした遺伝子発現を調節するエピジェネティックな制御機
構として、ヒストンの化学修飾の変化に着目した。CUT＆
RUN-seqにより、老齢マウスの心臓マクロファージにおい
て、遺伝子転写の促進をもたらす活性型エンハンサーの
マーカーであるヒストンH3分子の第27リジン残基アセチル
化(H3K27ac)や、第4リジン残基モノメチル化 (H3K4me1)と
いった修飾変化を評価した。これにより、老齢マウスで発

現が変動していたpathwayに含まれる複数の遺伝子領域
において、これらのヒストン修飾が変化していることを見出
した(下図)。 

３．老齢・心不全マウスに共通するエピゲノム変化の探索
老齢マウスと同様のエピゲノム変化が心不全のマクロファ
ージにおいても起きているのかを検証するため、健常なマ
ウスに心不全の実験モデルである横行大動脈縮窄術 
(Transverse Aortic Constriction, TAC) を施行し、心肥大と
心筋の線維化を誘発した。このマウスにおいてCUT＆
RUN-seqによりH3K27ac, H3K4me1のヒストン修飾を評価し
たところ、老齢マウスと共通する遺伝子座において類似し
た修飾変化が観察された(図)。さらに、これらのヒストン修
飾が共に高く検出された活性化エンハンサー領域を抽出
し、両群で共に修飾ピークが特徴的であった遺伝子領域
に対してPathway解析を行ったところ、PI3K/Akt/mTOR経
路やTNFαシグナルに関与するpathwayが増加しているこ
とが確認された。また、この領域に結合する特徴的な転写
因子を同定した。 
 
まとめ 
本研究によって、老化に伴い心臓マクロファージにおいて
遺伝子発現の変化が見られ、その制御機構の一端としてヒ
ストン修飾の変化が関与している可能性が示唆された。さ
らに、同様の変化が心不全マウスにおいても見られた。
我々は老齢マウスにおいて心機能が顕著に低下すること
を確認しており、この機序として心臓マクロファージのエピ
ゲノム変化が関与している可能性が考えられる。 
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本研究は千葉大学 大学院医学研究院にて実施された

ものである。 
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