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研究成果の概要（和文）：COX2はプロスタグランジン産生の鍵酵素である。プロモーター領域にCpG islandが存在しep
igeneticな発現制御を受ける可能性がある。各種病態における背景胃粘膜COX2メチル化とその意義を検討した。①臨床
例での検討ではHP陽性例では陰性例と比べて胃前庭部粘膜のCOX2メチル化が有意に亢進していた。除菌後例ではCOX2メ
チル化は陽性例と比べて有意に低値であった。②COX2が高度にメチル化したヒト胃癌細胞KATOⅢ細胞では脱メチル化剤
はCOX2発現が回復した。COX-2プロモーター領域はHP感染によりメチル化が亢進していた。HP感染における潰瘍治癒の
遷延に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：[Aim] COX2 plays a critical role in peptic ulcer development. We evaluated COX2 me
thylation levels in the gastric mucosa. [Methods] DNA was extracted from endoscopic biopsy materials. The 
COX2 methylation levels were measured quantitatively by pyrosequencing. COX2 mRNA expression was measured 
using real-time PCR. [Results] COX2 methylation levels were significantly higher in H.pylori (HP)-positive
 cases than in HP-negative cases. COX2 methylation levels in patients in whom HP was successfully eradicat
ed were significantly lower than that in HP-positive cases. COX2 mRNA expression was not observed in Kato 
III cells, despite the addition of the protein kinase C stimulator (PDBu). COX2 expression was observed af
ter the addition of the demethylating agent and was enhanced by PDBu.
[Conclusion] HP infection caused a significant increase in the COX2 methylation levels in the gastric muco
sa. In addition to transcriptional regulation, COX2 expression is regulated through epigenetic mechanisms.
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１． 研究開始当初の背景  

NSAID 潰瘍発症にはプロスタグランジン

（以下 PG）産生の鍵酵素である COX が深く

関与している。恒常的に発現する COX-1 は

健常時の胃粘膜防御に、刺激によって誘導さ

れる COX-2 は潰瘍治癒に関連する。COX-2 

DNAプロモーター領域にはCpG islandが存

在し、その発現は epigenetic な制御も受ける

可能性がある。NSAID が投与され COX-1 の

作用が抑制され胃粘膜傷害が起きる際に、

COX-2発現が誘導され代償的にPGを産生す

れば、潰瘍発症が回避される可能性があるが、

COX-2発現がDNAメチル化により抑制され

ていると代償不全に陥り、潰瘍発症に至る可

能性があると予想される。胃粘膜 COX-2 の

メチル化が潰瘍の発症しやすさに関与する

可能性があるとの仮説をたて、本研究を立

案・計画した。 

 

2. 研究の目的 

 HP 関連胃疾患における COX-2 DNA メチ

ル化を検討し、病態への関与について、ヒト

胃粘膜およびピロリ菌感染のモデル動物で

あるスナネズミを用いて、in vivo および in 

vitro で検討した。 
 
3. 研究の方法  

  ヒト胃粘膜での検討は、聖マリアンナ医科

大学病院にて、2009 年 3 月から 2011 年 12

月までの間に、同意取得後に上部内視鏡を施

行された 114 例を対象に行った。スクリーニ

ング胃内視鏡症例、胃十二指腸潰瘍症例、HP

除菌例において、胃前庭部胃粘膜を採取し、

DNA を抽出した後、バイサルファイト・パ

イロシークエンス法で DNA メチル化を定量

的に解析した。 

 in vitro 検討は、中〜高度 COX-2 DNA メ

チル化が報告されている、ヒト胃癌細胞株

Kato III 細胞と AGS 細胞を、COX-2 DNA

メチル化状態のモデル細胞として用いて、

COX-2 mRNA 発現における COX-2 DNA の

メチル化の影響を検討した。胃癌細胞株にお

いて、プロテインキナーゼ C（PKC）刺激剤

であるフォルボールエステルの添加により

COX-2 mRNA の発現が誘導される報告 

(Infect Agent Cancer. 5: 27-41, 2010)がある

こ と か ら 、 α-phorbol 12,13-dibutyrate 

(PDBu)を用いて検討した。また脱メチル化剤

としてメチルトランスフェラーゼ阻害薬で

ある 5-Aza-dC を添加し、COX-2 mRNA 発

現をリアルタイム RT-PCR 法で検討した。同

様の検討をスナネズミ胃癌細胞株 MGC1/2

でも行った。HP 感染モデル動物であるスナ

ネズミを用いて、酢酸潰瘍時の HP 感染の有

無時の潰瘍辺縁でのCOX-2発現を検討した。 

 

４．研究成果  

胃粘膜におけるCOX-2 DNAのメチル化を、

HP 陽性例 (n=65)及び HP 陰性例 (n=30)で

比較すると、HP 陽性例で有意に高かった 

(27.5% vs 8.1%、p<0.001)。また、HP 陽性

例には胃炎 (n=26)、胃潰瘍 (n=39)が含まれ

ており、両群間で有意差はみられない 

(p=0.26)ものの、潰瘍例で COX-2 DNA のメ

チル化が高い傾向にあった (26.7％、28.4％)。

HP 陽性の胃潰瘍患者の中で 10 人が NSAID

使用しており、COX-2 DNA メチル化レベル

は、非 NSAID 潰瘍患者 (n=29)と比較して有

意差はみられなかった (27.9％ vs 29.6%、

p=0.45)。HP 除菌例 (n=19)と HP 陽性例を

比較すると、COX-2 メチル化レベルは HP 除

菌例で有意に低かった  (18.7% vs 27.5%, 

p<0.001)。次に、COX-2 DNA メチル化の

COX2 mRNAへの影響を in vitroで検討した。

Kato III細胞及びAGS細胞のCOX-2 mRNA

の発現は低値であったが、5-Aza-dC を添加

すると、Kato III 細胞では 88％から 65％、

AGS 細胞では 45%から 40％に COX-2 DNA

のメチル化は低下し、Kato III 細胞 (p<0.01)、

AGS 細胞 (P<0.05)両方で、COX-2 mRNA



の発現は有意に増強した。また、Kato III 細

胞においては、5-Aza-dC を添加した後に、

PDBu を添加すると、COX-2 mRNA の発現

は 5-aza-dC 単独と比べて、有意に増強した 

(P<0.01)。次に、COX-2 DNA メチル化の

COX2 mRNAへの影響を in vitroで検討した。

Kato III細胞及びAGS細胞のCOX-2 mRNA

の発現は低値であったが、5-Aza-dC を添加

すると、Kato III 細胞では 88％から 65％、

AGS 細胞では 45%から 40％に COX-2 DNA

のメチル化は低下し、Kato III 細胞 (p<0.01)、

AGS 細胞 (P<0.05)両方で、COX-2 mRNA

の発現は有意に増強した。また、Kato III 細

胞においては、5-Aza-dC を添加した後に、

PDBu を添加すると、COX-2 mRNA の発現

は 5-aza-dC 単独と比べて、有意に増強した 

(P<0.01)。 

 次に COX2 メチル化と潰瘍治癒についてス

ナネズミで検討を試みた。まず DNA walking

法でスナネズミ COX-2 ゲノムのプロモータ

ー領域をクローニングした。すると興味深い

ことに、ヒトよりも更に豊富な CpG island

が認められた。スナネズミ由来胃癌細胞

MGC1/2 細胞を用いて COX-2 プロモーター

領域を検索すると CGI にメチル化を認めた。

MGC1/2 細胞でも 5-aza-dC 添加により

COX-2mRNA 発現が著明に増強した。

  HP 感染・非感染スナネズミに酢酸潰瘍を

作成して経時的な治癒過程と潰瘍辺縁での

COX-2mRNA 発現を検討した。HP 感染スナ

ネズミでは潰瘍治癒は非感染スナネズミと

比べて遷延する一方で COX2mRNA 発現は

低値であった。

 

 以上、COX-2 プロモーター領域は HP 感染

によりメチル化が亢進していた。HP 感染者

における潰瘍治癒の遷延に関与している可

能性がある。 
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