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緒　言

　ベーチェット病，成人スティル病，全身性エリテマ
トーデスなどの自己免疫性炎症性疾患は，寛解に至るこ
ともあるが，一般的には活動期と非活動期を繰り返す
慢性再発性の全身性炎症性疾患である．ベーチェット病
の原因は未だ不明だが，HLA-B51 抗原陽性率が高い事，
一塩基多型との関連（IL-10, IL-23R/IL -12RB2）などの
遺伝的要因が指摘されている．しかしながら，発生時期
が中年である事，HLA-B51 抗原陽性者のうち発症はわず
かであることなどから，遺伝的要因だけではベーチェッ
ト病の発症や疾患活動性の惹起は考え難く，外因性因子

（細菌・ウィルス感染，環境）によって誘発されるとされ
て い る（Pineton de Chambrun M, et al. Autoimmun Rev 
2012）．
　近年，ヒストン修飾などのエピジェネティクス変
化によりT細胞の活性化が起きることや（Wei G, et al. 
Immunity 2009），関節リウマチや全身性エリテマトー
デスなどのリウマチ性疾患におけるエピジェネティクス
変化が報告されている（Ballestar E. Nat Rev Rheumatol 
2011）．ベーチェット病や成人スティル病などの疾患では
好中球機能亢進，マクロファージ活性化が知られているた
め，活性化T細胞分画のみならず好中球分画や単球・
マクロファージ分画においてもエピジェネティクス異常
が起きている可能性があり，病態解明や新たな指標確立
に末梢血白血球におけるエピジェネティクス解析が重要
と考えられる．
　本研究では，フローサイトメトリー法による末梢血有
核細胞亜分画における網羅的ヒストン修飾の解析系を確
立し，ベーチェット病患者における末梢血単核細胞と好
中球の各分画におけるヒストン修飾の解析を行った．ヒ
ストンアセチル化やヒストンメチル化のヒストン修飾は，
遺伝子転写を活性もしくは抑制する修飾が知られている．
その代表的な修飾に対する抗体を用いて，細胞を染色
しフローサイトメトリー解析を行う（Dispirito JR, et al. 
Immunol 2010, Obier N, et al. Cells Tissues Organs 2010）．
ベーチェット病患者のγδT細胞においてH3K4me3 の平均
蛍光強度（MFI）値が健常人に比して有意に上昇し，好中

球においてH3K4me3/H3K27me3 のMFI比が有意に低下
し，γδT細胞においては有意に上昇していた．また活動期
のベーチェット病患者では非活動期のベーチェット病
患者と比較して，γδT細胞におけるH3K4me3 のMFI値
とH3K4me3/H3K27me3 のMFI比がともに有意に上昇し
ていた．以上の結果から，末梢血白血球におけるヒストン
修飾をフローサイトメトリー法にて検出することが可能と
なり，ベーチェット病の疾患活動性と関係していることが
示唆された．本研究の結果を基に，自己免疫性炎症性疾患
の病態解明が進むとともに，新しい検査・診断法の開発に
つながる事が期待される．

材料と方法

末梢血有核細胞の調整
　埼玉医科大学倫理委員会および埼玉医科大学病院IRBの
承認下にて，ベーチェット病患者（活動期N=6，非活動期
N=7）および陰性対照である健常人（N=12）から，書面にて
同意を得た後，末梢血 20 mLの採血を行った．モノ・ポリ
分離液（DS PHARMA社，BNDSBN100）にて末梢血単核
細胞と好中球の分画を回収し，実験に用いた．
フローサイトメトリー法によるヒストン修飾の解析
　細胞表面を染色後，細胞を固定し細胞膜の透過処理
を行い，細胞内内部をAPC標識抗H3K4me3 抗体（Cell 
Signaling Technology社，12064S）お よ びFITC標 識 抗
H3K27me3 抗体（Cell Signaling Technology社，5499S）で
染色し，それぞれの細胞分画内のヒストンメチル化の割合
を平均蛍光強度（MFI）として，フローサイトメーター（BD
社製，FACS Calibur HGフローサイトメーター）により
測定した．内在性コントロールとして，APC標識抗rabbit 
IgG 抗 体（Cell Signaling Technology社，2985S）お よ び
FITC標識抗rabbit IgG抗体（Cell Signaling Technology社，
2975S）を使用した．H3K27me3 抗体のMFI値は，内在性
コントロールのrabbit IgGのMFIで除して補正して算出し，
H3K4me3 抗体についても同様に行った．
統計
　Mann-WhitneyのU-testにてP値<0.05 を有意差ありと
判断した．
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結　果

　自己免疫性炎症性疾患であるベーチェット病患者
の 疾 患 活 動 性 に エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス 制 御 の 異 常 が
関与しているのではないかと仮定し，その変化をフロー
サイトメトリー法にて検出できるか，本研究で検証を
行った．ベーチェット病および健常人から末梢血白血球
を分離し，CD4 陽性T細胞，CD8 陽性T細胞，好中球，
γδT細胞の 4 つの分画におけるヒストンメチル化を比較
した．H3K4me3 は緩んだクロマチン構造部に見られる
ヒストン修飾であり，遺伝子転写を正に制御すると考
えられている．一方，H3K27me3 は凝縮したクロマチン
構造に存在し，遺伝子転写を負に制御すると考えられ
ている．健常人と比較してベーチェット病においては，
H3K27me3 のMFIに有意差は見られなかった（図 1）．し
かしながら，H3K4me3のMFIはγδT細胞の分画において，
ベーチェット病で有意に高値であり（図 2），H3K4me3/
H3K27me3 のMFI比は，好中球においては有意に低下し
γδT細胞の分画においては有意に上昇していた（図 3）．

図 3. ベーチェット病患者におけるH3K4me3/H3K27me3 のMFI 
ratio．（健常人 N=12，ベーチェット病 N=13; ＊P <0.05，
＊＊P <0.01）

図 1. ベーチェット病患者におけるH3K27me3 のMFI．（健常人 
N=12，ベーチェット病 N=13）

図 2. ベーチェット病患者におけるH3K4me3 のMFI．（健常人 
N=12，ベーチェット病 N=13; ＊P <0.05）γδT細胞において
ベーチェット病患者では有意に高い．

図 4. ベーチェット病活動期におけるヒストンメチル化の変
化．（活動期 N=6，非活動期 N=7; ＊P <0.05）A) H3K4me3
のMFI．γδT細胞においてベーチェット病活動期で有意
に 高 値．B)H3K4me3/H3K27me3 のMFI ratio．γδT細 胞 に
おいてベーチェット病活動期で有意に高値．

さらに，眼病変，粘膜病変，皮膚病変などのベーチェッ
ト病特有症状のいずれかが認められ，炎症徴候が明ら
かな活動期と診断されたベーチェット病患者と非活動
期のベーチェット病患者で比較したところ，γδT細胞の
H3K4me3 のMFIおよびH3K4me3/H3K27me3 のMFI比が
ともに有意に上昇していた（図 4）．
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考　察

　ベーチェット病患者の末梢血白血球におけるヒストン
修飾の変化をフローサイトメトリー法にて検出が可能で
あることが示された．ヒストン修飾の変化は，一般的に
クロマチン免疫沈降後に標的遺伝子の発現レベルをリアル
タイムPCRで見ているが，フローサイトメトリー法の
利点は，末梢血からモノ・ポリ分離液で遠心分離後，生
細胞のまま解析ができ，迅速かつ一度に複数のヒストン
修飾と表面抗原を組み合わせることで末梢血有核細胞亜
分画におけるヒストン修飾を網羅的に解析できるところ
であり，機能的亜分画毎の変化を検出することが可能と
なる．健常人と比較してベーチェット病においては好中球
とγδT細胞のヒストン修飾に変化が見られ，この変化が
疾患活動性と関連する可能性が示唆された．さらにベー
チェット病患者では，γδT細胞から産生されるIL -17によっ
て好中球が活性化されていると報告がされており，今回の
結果よりこれらの機序にヒストン修飾が関与しているので
はないかと推測している．現在，ベーチェット病の診断は
臨床所見に基づいており，特異的な検査がないため，診断
に苦慮する機会が多い事が臨床上の問題の一つである．
また，ベーチェット病において炎症反応が一般的に疾患
活動性の指標に用いられているが，ベーチェット病でみら
れる白血球機能異常（好中球やリンパ球の活性化）の病態
を反映していない．今回の結果より，末梢血白血球のヒス
トン修飾の変化がベーチェット病患者の疾患活動性と関連
していると考えると，診断の補助や治療の開発につながる
事が期待される．
　今後，ベーチェット病以外の疾患でも特異的に検出可能
か検討し，このヒストン修飾変化によって制御されている
標的分子を明らかにすることで，より病態との関係の解明
につながることが予想される．
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