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緒 言 

 

顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー（FSHD）は最も患者数の多い型の遺伝性筋疾患であり、病態の解明と治療法の開

発が待たれているが、いまだ分子病態が明らかでなく、根本的な治療法も存在していない。これまでの研究から、DUX4
遺伝子から転写されるDUX4-flがFSHDの原因であると考えられている［1，2］。DUX4-flは正常では発生初期胚と

精巣の一部の細胞でのみ一過性に発現する機能未知の転写因子であり、正常な骨格筋では発現していないが、FSHD患

者の骨格筋では高頻度に発現している。そのため、FSHD 患者筋では、ZSCAN4 遺伝子などの初期胚特異的遺伝子が

異所性に発現している［3］。このような遺伝子発現の撹乱により筋細胞の恒常性が破綻し、細胞死を起こすことがFSHD
の発症につながるのではないかと考えられているが、DUX4-fl がどのように初期胚特異的遺伝子群の発現を活性化す

るのかについては明らかになっていない。そこで本研究では、エピジェネティック因子に着目して、DUX4-fl標的遺伝

子の活性化機構を探ることとした。 
 

方 法 

 
 まず、データベース検索により、DUX4-fl 標的遺伝子群のプロモーター領域に共通のヒストン修飾を探索した。

H3K9me3修飾が重要と考えられたため、H3K9me3脱メチル化酵素であるKDM4ファミリーに属する5遺伝子つい

てDUX4-fl存在下での発現をRT-PCRで調べた。また、KDM4ファミリーの cDNAをクローニングし、HEK293細

胞に過剰発現させることにより、ZSCAN4 遺伝子発現への影響を調べた。反対に KDM4E に対する siRNA を用いた

ノックダウンをおこない、DUX4-fl 依存性の細胞毒性への効果を調べた。さらにKDM4 とDUX4-fl の関係を調べる

ため、KDM4阻害剤やDUX4-flとKDM4Eの共発現実験をおこなった。 
 

結 果 

 

1．データベース検索によるDUX4-fl標的遺伝子群のヒストン修飾解析 
 DUX4-fl 標的遺伝子のエピジェネティック修飾を調べるため、ENCODE データベースを利用してヒストン修飾の

検索をおこなった。その結果、DUX4-fl 標的遺伝子である ZSCAN4、TRIM43、MBD3L2、RFPL2 のマウスホモロ

グは全てヒストンH3リシン9トリメチル化修飾（H3K9me3）を受けていることがわかった。H3K9me3は高度に折

りたたまれた構造的ヘテロクロマチン領域を作り、長期的/永続的に遺伝子に遺伝子の発現を抑制する修飾として知ら

れている。したがって、DUX4-flの標的遺伝子は、発生後の生体ではヘテロクロマチン状態にあり、強い遺伝子サイレ

ンシングを受けていることが推測された。 
2．DUX4-fl発現によるKDM4ファミリーの発現変化 
 構造的ヘテロクロマチン状態にある遺伝子群を DUX4-fl が転写活性化するためには、ヒストン修飾の変化をともな

うクロマチン構造の緩みが必要になるだろうと考えた。H3K9me3 の脱メチル化酵素としてKDM4 ファミリーが知ら

れているため、DUX4-fl を発現した細胞での KDM4 ファミリーの遺伝子発現について、RT-PCR で検討をおこなっ

た。KDM4A、KDM4B、KDM4C、KDM4D、KDM4EのすべてのKDM4ファミリーのうち、KDM4A～4DはDUX4-
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flの発現の有無に関係なく、一定量の発現を示したが、KDM4EはDUX4-flの非存在下では発現が見られず、DUX4-
fl存在下で顕著な発現量の増加を示した（図1）。この結果から、KDM4Eの発現がDUX4-flに制御されていることが

明らかとなった。同じ遺伝子発現経路上に存在することから、KDM4EとDUX4-flが協調して機能するのではないか

という可能性が浮上した。 
 

 
図1．DUX4-flはKDM4Eの発現を誘導する 

HEK293 細胞におけるKDM4 ファミリーの発現をRT-PCR で調べた。DUX4-fl の発現に

よりKDM4Eの発現が誘導された。 
 
3．KDM4D、KDM4EによるZSCAN4遺伝子の発現調節 
 KDM4の機能を調べるため、cDNAのクローニングをおこない、KDM4EとホモログのKDM4Dの cDNAを得た。

pcDNA3.1-V5 ベクターへ挿入し、HEK293 細胞でタンパク質を発現し予想分子量に発現を確認した。KDM4D、

KDM4E を過剰発現した時の ZSCAN4 の発現量をリアルタイム PCR で定量すると、コントロールと比べ、KDM4D
では約2倍、KDM4Eでは約4倍ZSCAN4の発現が増加した（図2）。このことから、予想通りKDM4ファミリーが

ZSCAN4 遺伝子の H3K9me3 修飾を脱メチル化することにより、ZSCAN4 遺伝子周辺のヘテロクロマチン構造が緩

み、遺伝子が発現しやすい状態になることが示唆された。 

 
図2．KDM4D、KDM4Eの過剰発現はZSCAN4の発現を増加させる 

KDM4 ファミリーの KDM4D、KDM4E の過剰発現により DUX4-fl 標的遺伝子の

ZSCAN4の発現が増加した。有意差はDunnett検定による。*** p < 0.001。 
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4．KDM4E阻害によるDUX4-fl依存性細胞毒性への影響 
 これまでの結果から、DUX4-fl と KDM4E が協調して FSHD 患者筋細胞内で初期発生特異的遺伝子の活性化をお

こなっているのではないかと仮説を立てた。この場合、DUX4-fl存在下でKDM4Eを阻害すると、DUX4-flによる標

的遺伝子群（ZSCAN4 を含む）の活性化が抑制される可能性があると考えた。過去の研究結果より、DUX4-fl の細胞

毒性は自身の転写活性化能に依存していることがわかっている［4］。したがってKDM4E阻害によってDUX4-flの転

写活性化能を抑制できれば、FSHDの治療につながる可能性があると考えた。そこでまず、KDM4Eの siRNAによる

ノックダウンを検討した。DUX4-fl cDNAとKDM4Eを標的とした siRNAを20～60 nMの濃度でHEK293細胞に

導入し、48時間後のKDM4E発現量をリアルタイムPCRで定量した。その結果、20 nM以上の濃度で有意にKDM4E
の発現を抑制できていることが確認された。そこで次にDUX4-flの細胞毒性について検討したところ、DUX4-flとコ

ントロール siRNAをコトランスフェクションした細胞に比べ、DUX4-flとKDM4E siRNAをコトランスフェクショ

ンした細胞の方が細胞生存率が低いことが判明した（図3）。この結果は予想外であったが、KDM4EがDUX4-fl依存

性の細胞毒性には保護的にはたらいている可能性を示唆した。 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．KDM4EのノックダウンはDUX4-fl依存性の細胞死を増悪する 
DUX4-flとKDM4E siRNAのコトランスフェクションでは細胞生存率の低下が見られた。 
有意差はDunnett検定による。*** p < 0.001。 

 

図4．DUX4-fl依存性細胞死に対するKDM4阻害剤の効果 
KDM4阻害剤であるNOGの投与ではいずれの濃度でも細胞死に対する効果はなかった。 
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 また、低分子化合物による KDM4E の阻害を検討するため、KDM4 ファミリーの阻害剤として知られる N-

Oxalylglycine（NOG）の投与実験をおこなった［5］。125～500 MのNOGを添加し、細胞生存率を測定したが、ど

のNOG 濃度でもDUX4-fl の毒性は抑制されなかった（図 4）。また、DUX4-fl とKDM4E を同時に過剰発現し、細

胞生存率への影響を検討したところ、DUX4-fl と KDM4E の共発現で、DUX4-fl の細胞毒性が有意に減少していた

（図5）。 

 
図5．KDM4Eの共発現はDUX4-fl依存性の細胞死を緩和する 

DUX4-fl と KDM4E を共発現させた細胞では生存率の増加が見られた。有意差は

Dunnett検定による。*** p < 0.001, * p = 0.02。 
 
 

考 察 

 
本研究ではこれまで調べられてこなかったDUX4-fl標的遺伝子のエピジェネティック制御に着目して研究をおこな

い、ZSCAN4の発現がKDM4ファミリーによって制御されることを明らかにした。特に、KDM4Eはその発現がDUX4-
fl依存的に誘導されたことから、DUX4-flが引き起こす生理的なイベントと密接に関係していると考えられる。

ZSCAN4遺伝子の発現制御に関してはKDM4Eは促進的にはたらいたが、DUX4-fl依存性の細胞死については保護的な

役割を示唆した。これは予想外の結果であったが、DUX4-flが惹起するストレスに対し応答するストレス耐性遺伝子の

発現制御にKDM4Eが関わっている可能性が考えられる。こうした新たな可能性を検証するために、本実験で得られた

KDM4E cDNAやsiRNAの実験系を活用していく予定である。 
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