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研究成果の概要（和文）：ヒト悪性腫瘍の中でも最もDNA高メチル化を呈するEBウイルス (EBV) 陽性胃癌におい
て、 感染時に脱メチル化酵素TET2が抑制される。本研究では、TET2過剰発現胃上皮細胞株にEBVを感染させ、
TET2標的遺伝子に関して、通常感染時のメチル化誘導が阻害されること、ヒストン活性化マークが上昇し遺伝子
発現上昇を伴うことを明らかにした。またヒストン修飾変化に働くと考えられるTET2共同因子の存在をゲル上に
て確認した。それら候補因子をノックダウンした胃上皮癌細胞株のヒストン修飾を解析したところ、TET2ノック
ダウン時の変化との重複を認めた。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) positive gastric cancer shows the most extensive 
DNA methylation among all human malignancies. One of the DNA demethylases, TET2, is repressed by EBV
 infection. In this study, TET2 overexpressing cells were successfully infected with EBV. Regarding 
TET2 targeting genes, induction of DNA methylation was partially inhibited, and histone activating 
marks were upregulated compared to normal EBV infection without TET2 overexpression, accompanied by 
upregulation of targeting genes. Furthermore, we confirmed proteins on SDS-PAGE gel that may work 
with TET2 for histone modification changes. We have made knockdown cell lines of those protein 
candidates, and conducted histone modification analysis by ChIP-seq and compared to those of TET2 
knockdown cell line. Some regions with histone active marks downregulated were overlapped.

研究分野：癌エピゲノム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子発現を制御するDNAメチル化やヒストン修飾などのエピジェネティクスは、生物の発生はもちろん癌をは
じめとする多くの病気の発生に関わる。短期間でダイナミックなエピゲノム変化を生理的に生じさせることが可
能なEBウイルス感染モデルを用いることにより、エピゲノム変化の誘導分子機構を詳細に解析することが可能と
なり、薬剤開発や診断方法の確立等幅広く医学生物学に貢献する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) ゲノム DNA のメチル化異常は癌に
おける代表的なエピゲノム異常であ
り、癌抑制遺伝子の不活化等癌発生に
深く関わる。癌は蓄積している分子異
常の特性によりいくつかのサブタイ
プに層別化されるが、大腸癌（参考文
献①）や脳腫瘍（参考文献②）で DNA
異常メチル化が特に多いサブタイプ
が存在することが知られる。胃癌は大
きく 3 つのサブタイプに分類され、
Epstein-Barr ウイルス（EBV）陽性
胃癌はヒト悪性腫瘍の中でも最も高
メチル化を呈するサブタイプを形成
する（図 1A、参考文献③④⑤）。申請
者の所属研究室では、EBV 感染その
ものがこの特異的な DNA 高メチル
化を誘導する原因であることを証明
している（図 1BC、参考文献③④）。 
(2) 脳腫瘍や骨髄性急性白血病において、

IDH1/2, TET2 等 DNA 脱メチル化関連遺伝子の変異による高メチル化サブタイプが
知られるが、超高メチル化を呈する EBV 陽性胃癌においても、EBV 感染が脱メチル
化酵素 TET2 を発現抑制する原因となり、DNA 異常高メチル化を誘導する一因となる
ことを申請者らが明らかにした (参考文献⑥) 。 
(3) また胃上皮細胞株への EBV 感染によりエンハンサー領域のヒストン修飾に変化が生
じ、周辺遺伝子の活性化、不活化を介し癌化に寄与する可能性が報告された。申請者に
より、TET2 ノックダウン胃上皮細胞株の作成および網羅的エピゲノム解析を行ったと
ころ、TET2 ノックダウンのみによってもそれらエンハンサー領域におけるヒストン修
飾変化の一部が生じること、ノックダウンのみでは DNA メチル化に変化は生じないこ
とが明らかとなった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、胃上皮細胞への EBV 感染をモデルに用い環境要因が誘導するエピゲノム
変異の分子機構と細胞への影響を、エピゲノム網羅的解析により包括的に理解することであ
る。生理的条件下にて実際に癌に見られる DNA 高メチル化を 100 %の再現性で誘導できる
in vitro 感染モデルを用いることにより、詳細なエピゲノム・トランスクリプトーム統合解
析を行い、多くの研究者が解明を目指しているエピゲノム変化を誘導する分子機構を明らか
にする。具体的には、メチル化抵抗能が認められた TET2 のメチル化抵抗分子機構の探索と
して、ヒストン修飾因子との関連と癌化への影響をゲノム網羅的に解析する。 

 
３．研究の方法 
(1) EBV 感染時の TET2 によるメチル化抵抗分子機構をより詳細に解析するために、

TET2 過剰発現株に EBV を in vitro 感染させた後、ChIP-seq 法によるヒストン修飾
解析、及び Infinium ビーズアレイ法による DNA 修飾解析をゲノム網羅的に行う。 

(2) His タグを付加した TET2 を胃上皮細胞株にて強制発現させる。細胞破砕液をタグ結
合型樹脂を用い精製することで TET2 結合蛋白質を抽出し、抽出液に含まれる TET2 
結合蛋白質を質量分析法により同定する。 

(3) それら TET2 と協働して働くと考えられる因子のノックダウン、強制発現株において
ChIP-seq 法等網羅的エピゲノム解析を行い、TET2 ノックダウン時の変化と比較する
ことにより、相互作用や癌化への影響を解明する。 

 
４．研究成果 
(1) 本研究開始までに、EBV 感染時における DNA メチル化誘導において、TET2 によるヒド
ロキシメチル化がメチル化抵抗因子として働いており、EBV 感染後の TET2 発現低下が、
新規メチル化誘導の重要な要因となっていることを明らかにした。具体的には、EBV 感
染時の TET2 発現低下、TET2 標的遺伝子と EBV 感染時のメチル化標的遺伝子の重複、
TET2 ノックダウン下における EBV 感染による更なる高メチル化誘導を明らかにした
（図２AB）。また TET2 ノックダウンのみによってはメチル化誘導遺伝子が検出されな
かったことから、TET2 発現低下を伴う高メチル化には、EBV 感染のようなメチル化圧
を上昇させる因子の必要性が示唆された (参考文献⑥、発表論文③)。 
(2) 本研究では、メチル化抵抗因子として働く TET2 を過剰発現させた胃上皮細胞株に EBV
を感染させることに成功した。TET2 の標的遺伝子に関して、通常の感染時に誘導され
る DNA メチル化が阻害された。また通常の感染時に比べ H3K4me3 や H3K27ac 等のヒス

図１. EBV 陽性胃癌の異常高メチル化. (A) EBV
陽性胃癌は全サンプルが特徴的な DNA 超高メチル
化を示す。(B) EBV の感染自体がメチル化を誘導
する。(C) EBV 感染が誘導する異常メチル化に抵
抗する遺伝子と完全に感受する遺伝子が存在す
る。 



トン活性化マークが上昇すること、またそれらの領域において遺伝子発現上昇が伴うこ
とが明らかとなった。 
(3) また胃上皮細胞株への EBV 感染によりエンハンサー領域のヒストン修飾に変化が生じ、
周辺遺伝子の活性化、不活化を介し癌化に寄与することが明らかとなった(発表論文②)。
TET2 ノックダウンのみによってもそれらエンハンサー領域におけるヒストン修飾変化
の一部が生じることが明らかとなり、またノックダウンのみでは DNA メチル化に変化
は生じないことから、TET2 と共にヒストン修飾変化に対して働く協働因子の存在が示
唆された（図３）。 
(4) ヒストン修飾変化に働く TET2 協働蛋白質を同定するため、TET2 結合蛋白質を精製した。
胃上皮細胞株にて His タグを付加した TET2 の強制発現に成功し、強制発現細胞株を破
砕後、タグ結合型樹脂を用いた蛋白精製を行った。コントロールベクターを導入した細
胞株と比較し、TET2 強制発現株において TET2 と結合していると考えられる蛋白質を
SDS ゲル上にて確認することが出来た。それらの精製液を MALDI-TOF マスにて解析を
行う予定である。 
(5) それら TET2 と協働して働くと考えられる候補因子のノックダウン株において H3K4me3
及び H3K27ac を標的とした ChIP-seq 解析を行ったところ、TET2 ノックダウン時の抑
制変化との重複が認められた。共免疫沈降後のウェスタンブロッティング及び、
MALDI-TOF MS 解析によりそれら協働蛋白質を同定し、TET2 との相互作用を介したヒス
トン修飾変化及び癌化への影響を解析する予定である。 
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図２. TET2 はメチル化抵抗性因子. (A) 感染後
の TET2 発現減少による hmC 減少とそれによ
る mC 上昇を認める。(B) コントロール株への
EBV感染ではTSS周辺のメチル化抵抗を示す
プロモーターが、TET2 ノックダウン下にEBV感
染すると完全にメチル化に感受する。 

図３. ヒストン活性化マークと DNA メチル化誘導. 
EBV 感染後ヒストン活性化マーク消失の多くが、
TET2 ノックダウンのみによっても消失していた。
それらの領域における DNA 異常高メチル化は
EBV 感染時のみ誘導されていた。 
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