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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．ある酵素はNOによってCys残基が修飾されることで活性が著しく低下することがわかった．また，NO刺
激に伴って発現量が変化する遺伝子をRNA-seq解析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．この事実を薬理学的に明らかにするために，in silicoスクリーニングから
酸化修飾阻害薬の単離を試みた．その結果，一つのシーズ化合物を同定することに成功した．次に，この薬物の
最適化を計り，より強力な効果を有するシーズ化合物誘導体の作出に成功した．

研究成果の概要（英文）：We clarified that several enzymes involved in epigenetics are targets of 
nitric oxide (NO). We found that the enzymatic activity was significantly inhibited by modification 
of  Cys residue. In addition, we screened the genes whose expression levels were changed by NO 
exposure with RNA-seq analysis. From this screening, we succeeded in isolating many candidate genes.
 Then, we attempted to isolate the compound that attenuates the modification from in silico 
screening. A compound could inhibit S-nitrosylation of target protein in a concentration-dependent 
manner. Furthermore, this chemical significantly attenuated the gene expression in response to NO. 
Our findings strongly suggested that NO is a key factor that regulates gene expression via 
dysfunction of epigenetic system.

研究分野： 薬理学

キーワード： 一酸化窒素　エピジェネティクス　遺伝子発現
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は生体内で産生されるガス状分子である一酸化窒素（NO）の遺伝子発現に対する影響を調べたものであ
る．一酸化窒素は，血圧調節や記憶形成など様々な役割を担っている．この研究で，NOがある酵素に結合・修飾
することで活性を低下させ，ゲノム修飾を抑制して遺伝子発現を誘導することが明らかとなった．さらに，この
修飾を特異的に阻害する化合物の単離に成功した．この化合物はNOによる遺伝子発現を顕著に抑制することが確
認された．また，NOによって形成されるがんに有効であった．従って，がんや神経変性疾患の中，ある種のもの
はNOが原因であり，本研究で開発された化合物は強力なツールであることが示唆された．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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タンパク質の翻

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阻害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，胃がんなどを招
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，がん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．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数
種の酵素が 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．この成果を元にして，
in silico スクリーニングから，酸化
修飾のみを特異的に阻害するシーズ化
合物の単離と誘導体の作出を実施する
（図１）．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．また，酸
化ストレス依存的な遺伝子発現機構を
解析することで，どのような遺伝子が，
あるいは何種類の遺伝子が影響を受け
るのかを明らかにする．また，私たち
が開発した標的タンパク質特異的 S-
ニトロシル化阻害薬の薬理学的特性を
併せて検討する． 
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図１．特異的酸化修飾阻⽌薬のin silicoスク
リーニング⽅法の概略



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，ある酵素に関して解析を進めたところ，NOによって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RNA-seq解析から網羅的に探
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
（DBICと命名）を同定することに成功し
た（図１）．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．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，以下の成果を得
ることに成功した．  
 
１）NO 依存的誘導遺伝子の特定とその制御機構に関して検討した．まず，マウス初代培養神経
細胞ならびに株化ヒト胃がん細胞を用いて，NO 刺激に伴って発現が誘導される遺伝子を RNA-
seq 法で単離した．その結果，これまでに報告のない NO 依存的に発現が変化する遺伝子を特定
することに成功した（図２）．さらに，これまでに使用していた胃がんモデル細胞に加えて，HeLa
細胞を用いて研究を進めた．その結果，細胞毎によって，変化する遺伝子が異なっていることが
わかった．HeLa細胞で観察された候補遺伝子に関しては，RT-qPCRを用いて再現性が認められた
（図３）．がん発症との因果関係に関しては現在解析しているところである．また，ヒト大腸が
んサンプルを使用して，実際にエピゲノム制御酵素が S-ニトロシル化されていることも発見し
た． 

 
２）DBICの効果ならびにその誘導体の薬理学的特性を明らかにすることを目指した．まず，DBIC
の誘導体を９種合成することに成功した．これらの Sーニトロシル化抑制能を細胞レベルで検討
したところ，DBICよりも数倍効力の高いものが含まれていた．これらの結果は in silicoシミ
ュレーションのそれと一致していた．次に，in vivoでの作用を検討するために最適化を計った．
DBICは水にほとんど不溶であることから，動物への長期間投与が出来ない．そこで，DBIC 塩酸
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図２．NOによる発現量変化する
遺伝⼦の網羅的検出（RNA-seq法）

図３．RNA-seqで検出された各遺伝⼦の発現量確認
（RT-qPCR法にて検出）
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図２．NOによる発現量変化する
遺伝⼦の網羅的検出（RNA-seq法）

図３．RNA-seqで検出された各遺伝⼦の発現量確認
（RT-qPCR法にて検出）



塩の作出を試みたところ，0.8 mg/ml 程度まで溶解することが判明した．なお，DBICと同様に大
量合成も可能であることを確認した．一方，DBIC はその一部が血漿中で代謝されることも明ら
かにしている．将来的には，脳内での効果も期待していることから，プロドラッグ化を進めるこ
とにした．DBIC の水酸基をサクシニル化した誘導体の合成に着手し，期待通りの化合物の作出
に成功した．本化合物も水や bufferに約 0.8 mg/ml (2 mM）まで溶解することを確認した．さ
らに有用な誘導体を作出するべく，再び in silicoシミュレーションを行なった．その結果，誘
導体を新たに 12 種特定することに成功した．それらの Sーニトロシル化抑制能を細胞レベルで
検討し，有力な２種を選定した．これらは，NO 依存的な遺伝子発現に対しても有効であること
を確認した．今後は，他の誘導体に関しても，有機化学の手法を駆使して合成し，薬理効果につ
いて解析していく予定となっている．  
 
３）ゲノムレベルでの NO依存的なメチル化修飾変化部位の同定：ゲノムワイドに NO依存的脱メ
チル化部位を探索することを試みた．まずは全 CpGの 95%程度をカバーするターゲットバイサル
ファイトシークエンス解析を実施した．しかしながら，NO によって影響を受ける部位が極端に
少ないことから，標的を絞ってデータを解析した．その結果，RNA-seq解析で検出された個々の
候補遺伝子の上流では，NO処理によって変化する部分が多く存在することが明らかとなった． 
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