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研究成果の概要（和文）： 

 DNAメチル化異常は発がんにおいて重要であり、個体レベルでの解析は今後益々重要になる。
本研究では、メチル基転移酵素 Dnmt3b の発現誘導が可能なラットを作成し、Dnmt3b の高発現
が悪性度の高い腫瘍の誘発に関与するか否かを明らかにすることを目的とした。発現調節型ラ
ット Dnmt3b2 トランスジーンを作成した。さらに、作製した動物の応用可能性を広げるため、
トランスジェニックマウスに変更、cDNAもマウスのものとした。今後、予定通りのマウスが作
製できれば、DNA メチル化異常を促進・抑制する環境因子・生体内分子の評価が容易になると
考えられる。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 Aberrant DNA methylation is essential in carcinogenesis, and analysis using animal 
model is important. The aim of this study was to establish a transgenic rat that can control 
expression of DNA methyltransferase, Dnmt3b, and to clarify whether high Dnmt3b 
expression induce tumors with malignant phenotypes or not. The transgenes that can induce 
rat Dnmt3b2 expression were constructed. For universal use, I decided to construct 
transgenic mouse, and the rat cDNA was replaced by a mouse cDNA. If a transgenic mouse 
is established, it will enable us to assess factors that induce or suppress aberrant DNA 
methylation. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ヒト発がんには、遺伝子プロモータ
ー領域の CpG アイランド(CGI)のメチル化に

よる遺伝子発現抑制（サイレンシング）が、
極めて重要であることが多くの研究者によ
り明らかになっている。一方で、DNA メチル
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化異常を誘発する環境因子・生体内分子につ
いての知見は極めて限られている。DNA メチ
ル化異常の誘発には、標的細胞のみならず、
炎症細胞等の関与も大きいと予測され、個体
レベルでの解析が今後ますます重要になる
と考えられる。 
 これまでに研究代表者らは、多くの実験動
物発がんモデルについて、遺伝子プロモータ
ー領域 CGIの DNAメチル化異常を、ゲノム網
羅的な方法により検索してきた。
3,2'-Dimethyl-4-aminobiphenyl (DMAB)とテ
ストステロンにより誘発したラット前立腺
がんでは DNAメチル化によりサイレンシング
される遺伝子を見出すことができたものの、
他の複数のモデルでは、見出すことができな
かった。世界的には、実験動物発がんモデル
での DNAメチル化異常の報告は散見されるが、
適切に遺伝子プロモーター領域 CGIのメチル
化および遺伝子発現抑制を解析した報告は
５個以下と極めて少なかった。これらは、実
験動物腫瘍におけるメチル化サイレンシン
グ遺伝子はヒト腫瘍に比べて少ないことを
強く示唆している。その原因として、変異原
性物質による動物発がんモデルでは突然変
異の関与が大きいこと、実験動物の腫瘍はヒ
ト腫瘍に比べて悪性度が低いことに加え、実
験動物では DNAメチル化異常が十分な頻度で
誘発されていない可能性が考えられた。 
 そこで、研究代表者は、de novo のメチル
化を担う DNA メチル基転移酵素 3B (DNMT3B)
の遺伝子発現を、ヒト及びラットの腫瘍で検
討した。ヒト腫瘍では、DNMT3Bの発現が高い
ものが多いのに対し、ラット腫瘍では低いも
のがほとんどであった。従って、実験動物で
は、Dnmt3bの発現が低い、または、発現誘導
がかかりにくいことが、腫瘍に DNAメチル化
異常が少なく、悪性度が低いことの一因であ
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Dnmt3bの発現が誘導可能なト
ランスジェニックラットを作製し、Dnmt3bの
高発現がヒトの腫瘍と類似した悪性度の高
い腫瘍の誘発に関与するか否かを明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞 ヒト前立腺がん細胞株は ATCC よ
り購入した。ラット前立腺がん細胞株は名古
屋市立大学の高橋智先生より供与を受けた。
遺伝子発現ベクターの導入は Lipofectamine 
2000 (Invitrogen社)を用いて行った。 
 
(2) 遺伝子発現ベクター pBlueScript IIに
Human EEF1A1 （ Eukaryotic translation 
elongation factor 1A1）promoter および
Chicken beta-globin insulator を組み入れ

たベクターは国立がん研究センター研究所
の丹羽透博士より供与を受けた。pTRE2hyg, 
ptTA2, pTEToffおよび pTRE2Lucは Clontech
社から購入した。 
 
(3) Dnmt3b cDNA のクローニング ラット
Dnmt3b2 のクローニングは、ラット AT6.3 細
胞の cDNAを作製、Dnmt3b2 CDS(2.6kb)を PCR
増幅し、BamHIを配した forwardプライマー, 
SalI を配した reverse プライマーを用いて
nest PCR でさらに増幅した産物を pTRE2hyg
に ligation することによって行った。クロ
ーンの確認は XhoI 処理後の電気泳動による
インサート長の測定およびシークエンシン
グにより行った。マウス Dnmt3b2のクローニ
ングは、マウス精巣組織の cDNA を作製し、
同様に行った。 
 
(4) 遺伝子発現解析 SYBR Green を用いたリ
アルタイム RT-PCRにより行った。 
 
(5) TET-OFF システムの動作確認 遺伝子導
入効率が良好なヒト前立腺がん細胞株 PC3お
よび LNCaPに、pTRE2Lucおよび EEF1A1-tTA2
ベクター（または pTEToff）を遺伝子導入し
た。ドキシサイクリン存在および非存在下に
おける pTRE2Luc 由来のルシフェラーゼの発
現を Dual-Luciferase Reporter Assay System 
(Promega 社)およびルミノメーターを用いて
測定し、比較することにより TET-OFFシステ
ムの動作確認を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 発現調節型ラット Dnmt3b2トランスジー
ンセットの作製 
 Dnmt3b の発現が誘導可能なトランスジェ
ニックラットを作成するために、まず、発現
調節型ラット Dnmt3b2トランスジーンセット
を作製した。Dnmt3b2は DNMT3Bの活性型アイ
ソフォーム 2種類のうち、ヒト腫瘍で主に発
現増加している DNMT3B2のラットホモログで
ある。Dnmt3bを含む BACを導入したマウス個
体は胎生致死であることが既知である。そこ
で、胎生致死を避けるため、また、任意の時
期に DNAメチル化が誘発されやすくするため
に、TET-system を活用した。遺伝子発現の
On-Off が明瞭とされる TET-OFF-system を用
いるために、２個のトランスジーンベクター
を作製した（図）。 
 (a) EEF1A1-tTA2ベクター 
 ユビキタスに遺伝子発現を誘導するヒト
EEF1A1プロモーターの下流にTetリプレッサ
ーを含む制御因子(tTA2)をつないだ発現ベ
クターを作製した。一般に、トランスジーン
が安定して発現しない理由の一つとして、そ
のメチル化が知られている。本研究では、メ
チル化を促進することを目的とするので、導



 

 

入遺伝子をメチル化から防御することが必
要と考えられた。そこで、導入配列の前後に
インスレーターを挿入した。 
 (b) pTRE2-Dnmt3b2ベクター 
 pTRE2-hygベクター（Tet応答配列(TRE)お
よび minCMV プロモーターを持ち、ハイグロ
マイシン選択が可能なベクター）にラット
Dnmt3b2 cDNAを挿入した。 

 
図 発現調節型ラット Dnmt3b2トランスジー
ン 
 
(2) EEF1A1-tTA2 ベクターによる下流の遺伝
子発現調節の確認 
 pTRE2LucおよびEEF1A1-tTA2ベクターを導
入した PC3, LNCaP 細胞株においては、ドキ
シサイクリン存在下でルシフェラーゼの発
現はそれぞれ 1/33 および 1/818 に減少して
いることが確認された。TET-OFF システムに
おいて標準的に用いられている pTEToffを導
入した場合はそれぞれ 1/133および 1/783に
減少しており、EEF1A1-tTA2 は pTEToff と同
等に機能して下流の遺伝子発現を低下し得
ることが確認できた。 
 
(3) minCMVプロモーターからの CpG配列除去 
 pTRE2-Dnmt3b2 ベクターで用いている
minCMVプロモーターはDNAメチル化により不
活化される可能性が高いことが考えられた。
そこで、minCMV中の CpG配列の Cを全て Tに
置換したプライマーを作製、PCR で増幅した
産物を制限酵素を用いて置換することによ
り、プロモーターを non CpG-minCMV プロモ
ーターに置換した non-CpG-pTRE2-Dnmt3b2ベ
クターを作製した。 
 
(4) Dnmt3b2 mRNAの発現調節の確認 
 PC3, LNCaP 細 胞 株 に non-CpG-pTRE2- 
Dnmt3b2 および EEF1A1-tTA2 ベクターを導入
し、ラット Dnmt3b2 mRNA の発現を測定した
ところ、ドキシサイクリン存在下で Dnmt3b2
の発現は 1/6 および 1/128 に減少していた。
non-CpG-pTRE2-Dnmt3b2 および EEF1A1-tTA2
ベクターが Dnmt3b2を導入し、かつ、ドキシ
サイクリン存在下で Dnmt3b2 mRNA 発現を減
少させるシステムとして機能していること

が確認できた。 
 
(5) マウス Dnmt3b2への置換 
 作製した動物の応用可能性を広げるため、
動物種をマウスに変更した。
non-CpG-pTRE2-Dnmt3b2ベクターの Dnmt3b2
をマウス cDNA由来の Dnmt3b2に置換した。 
 
(6) 今後の展望 
 今後、これらの構築したベクターを用いて、
Dnmt3b2 発現の ON, OFF が任意に制御可能な
トランスジェニックマウスの作成を進める。
予想通りのモデルが作成できれば、DNA メチ
ル化異常を促進・抑制する環境因子・生体内
分子の評価が容易になると考えられる。 
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