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研究成果の概要（和文）：エピジェネティクスに深く関わる酵素が一酸化窒素（NO）の標的であることを明らか
にした．その中でも，DNAメチル化酵素に関して解析を進めたところ，NOによって活性中心のCys残基が修飾され
ることで酵素活性が著しく低下することを明らかにした．この結果より，NO刺激に伴って遺伝子制御機構が破綻
することが予想されたため，発現量が変化する遺伝子をDNAアレイから網羅的に探索した．本スクリーニングか
ら，有力な遺伝子を複数単離することに成功した．次に，それらの遺伝子上流のメチル化の有無をバイサルファ
イト法から解析したところ，NOによって劇的に脱メチル化される部位が存在することがわかった．

研究成果の概要（英文）：We could demonstrate that nitric oxide (NO) regulates epigenetic enzymes. A 
cysteine residue was a target of NO and its covalent modification contributed to the inhibition of 
enzymatic activity in cells. From these findings, we speculated that NO may be involved in the 
up-regulation of several genes via this mechanism. Next, we conducted DNA micro array for isolating 
genes that is sensitive to NO. We could isolate several genes regulated by NO. Thus, we could 
propose a novel system of gene expression via nitrosative stress  in this study.

研究分野： 薬理学

キーワード： 一酸化窒素　Sーニトロシル化　炎症反応　遺伝子発現　エピゲノム　病態形成

  ３版

平成



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 ヒト全ゲノムが解読されたことにより，疾

患発症機構を目指す研究の主流は蛋白質の

翻訳後修飾やゲノム修飾など後天的な生体

内調節に注目したものが多い．事実，遺伝子

のオン・オフ制御には DNA やヒストンのエピ

ジェネティクスが関与しており，これにより

疾病がもたらされることも証明されつつあ

る．現在では，エピゲノム関連酵素に対する

作用薬の開発が盛んである．しかしながら，

エピジェネティクス制御酵素自身が生体内

でどのような機構で調節されているのかは

まったく不明である．したがって，ヒト疾患

と関連させた統合的な理解に至っていない．

これらの疑問点を追求することは，疾患発症

の根本を明らかにするばかりでなく，環境変

化やストレスが細胞にもたらす作用の本質

に迫り，新規治療薬開発に大きく貢献すると

推定される． 

 私たちは，これまでに複数の S-ニトロシル

化されるエピゲノム関連酵素を単離同定し

ていることである．本研究課題ではこれらの

酵素に絞り込み，NO の作用ならびに遺伝子発

現調節機構への影響を明らかにし，病態発症

との関連性や選択的結合化合物の単離を目

指すことを計画した． 

 

２．研究の目的 

 ピロリ菌感染などによる慢性炎症反応が

エピジェネティクス異常を惹起し，胃癌など

を招くことが示唆されている．この局所では

NO 産生が顕著であり，癌化との因果関係が推

定されているものの，エピゲノム変化惹起機

構に関してはほとんど不明である．本研究は

エピゲノム関連酵素の NO 修飾に起因する酵

素活性変化と癌化促進機構との関係を証明

することを目的としている．具体的には，今

年度までの挑戦的萌芽研究で明らかにした

酵素の NO による修飾（S-ニトロシル化）が

及ぼす活性への影響，それに基づくプロモー

ター解析ならびにその経時変化，その影響に

よって支配される遺伝子の特定と発現への

影響，さらには，病態モデルやヒトにおける

当該酵素修飾の有無を明らかにする．さらに，

エピゲノム関連酵素は立体構造が解かれて

いることから，NO修飾保護あるいは修飾防御

可能なシーズを化合物アレイや in silico ス

クリーニングから単離することを計画して

いる．また，修飾部位を特異的に認識する抗

体の作出を試みることで，ウェスタン解析ば

かりでなく ELISA への応用を進める．これに

より，これまでに提案の無かった新しいタイ

プの診断方法の確立に繋げる． 

 

３．研究の方法 

エピゲノム関連酵素のNOによるS−ニトロシ

ル化修飾とその活性への影響を解析する．申

請者は予備研究から両酵素共に NO の標的と

なることを明らかにしている．そこで，この

詳細な作用様式を明らかにすることを目的

とし，エピゲノム関連酵素における S−ニトロ

シル化修飾の NO 濃度依存性，時間依存性を

詳細に検討し，さらに，その安定性を明らか

にする．また，標的 Cys 残基を特定するため

に各種変異体（Cys→Ser）を用いた解析から

特異的修飾部位を決定する．つぎに，NO 処理

による S-ニトロシル化修飾の酵素活性への

影響を活性測定キットや特異的抗体による

ウェスタンブロット解析から検討する．併せ

て，NO 標的部位変異体の効果について細胞レ

ベルで確認する．各実験では，脱メチル化薬

である 5-Azacytidine，EZH2 阻害薬である

3-Deazaneplanocin A(DZNep)や GSK126 の作

用と NO の効果を比較し，その効力について

明らかにする．また，新規抗癌薬として注目

されている EZH2 阻害薬（McCabe et al., 

Nature 492: 108-112, 2012）はメチル基供

与体である S−アデノシルメチオニン（SAM）

との結合を阻害することが知られている．こ

のような阻害薬は S−ニトロシル化にどのよ

うな影響を及ぼすのか，酵素活性とともに調

べる． 

 
４．研究成果 

 エピジェネティクスに深く関わる酵素が一

酸化窒素（NO）の標的であることを明らかに

した．その中でも，DNAメチル化酵素に関して

解析を進めたところ，NOによって活性中心の

Cys残基が修飾されることで酵素活性が著し

く低下することを明らかにした．この結果よ



り，NO刺激に伴って遺伝子制御機構が破綻す

ることが予想されたため，発現量が変化する

遺伝子をDNAアレイから網羅的に探索した．本

スクリーニングから，有力な遺伝子を複数単

離することに成功した．次に，それらの遺伝

子上流のメチル化の有無をバイサルファイト

法から解析したところ，NOによって劇的に脱

メチル化される部位が存在することがわかっ

た． 

この事実を薬理学的に明らかにするために，

当該酵素の３次元構造とNO結合部位を基にし

て，酸化のみを効果的に抑制する化合物をin 

silicoスクリーニングから単離することを試

みた．約400万化合物ライブラリーから，候補

となる薬物をスクリーニングしたところ，一

つの化合物を同定することに成功した（特許

出願中）．詳細な解析を進めたところ，この

化合物は，酵素活性を抑制せず，NOによる修

飾のみを阻害する性質を有していた．また，

NOスカベンジ効力も無く，分子特異的である

ことも明らかとなった．加えて，細胞レベル

では100 nMでも充分に作用することを証明し

た． 

そこで，本化合物をプローブとし，NOによ

る遺伝子発現への影響について解析した．そ

の結果，本化合物はNOによる脱メチル化を効

果的に抑制し，遺伝子発現を減弱させること

がわかった．また，細胞毒性もほとんど無い

ことを明らかにした．次に，がん細胞のNOに

よる形質転換への影響について解析したとこ

ろ，本化合物は，NOによる細胞増殖・スフェ

ロイド形成を完全に阻止し，炎症性がんモデ

ル動物における腫瘍形成を抑制することがわ

かった．その有用性について，現在も解析を

進めている． 
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ホームページ等 
http://owl.pharm.okayama-u.ac.jp/lab/ya
kuri/Uehara_Lab/Welcome.html 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
上原 孝（TAKASHI UEHARA） 
岡山大学・大学院医歯薬学総合研究科・教授 
研究者番号：00261321 
 
(2)研究分担者 
伊藤 昭博（AKIHIRO ITO） 
東京薬科大学・生命科学部・教授 
研究者番号： 40391859 
 
(3)連携研究者 
永坂 岳司（30452569） 
岡山大学・大学院医歯薬学総合研究科・講師 
研究者番号：30452569  
 
(4)研究協力者 

（   ） 
 
 
 


