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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、発がんの過程で、特定の遺伝子座に限局したメチル化異常をもたらすエピジェネ

ティック制御の特異性形成機構を明らかにすることを目的とした。脳腫瘍における KEAP1 遺伝

子あるいは NRF2 遺伝子のエピジェネティックな変化に着目した解析を実施した。IDH1 変異腫

瘍では予後が良好で、かつ、NRF2遺伝子の発現低下が観察された。NRF2遺伝子発現の低下は、

エピゲノムの変化に起因することが推測された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The goal of this project was to clarify the molecular mechanisms underlying the selective 
DNA methylation during carcinogenesis.  We examined glioma patients and found that 
expression levels of NRF2 target genes in IDH1-mutated glioma are significantly lower 
than IDH1 WT glioma.  When we overexpress IDH1 mutant into T98 cells, one of the cell 
lines derived from glioma patients.  IDH1-mutant cells exhibited lower expression of NRF2 
target genes, decreased accumulation of NRF2 in the nucleus, and reduced expression of 
NRF2 gene.  This study has suggested a possibility that NRF2 gene might be epigenetically 
silenced during the development glioma.    
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１．研究開始当初の背景 

Keap1/Nrf2 制御系は、酸化ストレスに対す

る生体防御の中核を担っている。酸化ストレ

スへの曝露により、転写因子 Nrf2 は Keap1

による抑制から免れ、生体防御系遺伝子群を

統一的に活性化する。近年、がん細胞で高頻

度な Nrf2 の恒常的安定化が報告された。安

定化した Nrf2 は、酸化ストレス抵抗性をも

たらし、がん細胞に growth advantage を賦

与する。Nrf2 の恒常的安定化の原因の一つ

は、Keap1 あるいは Nrf2 の遺伝子変異によ

るアミノ酸置換から、Keap1 が Nrf2 を抑制

できなくなることである。 

最近、申請者らを含む複数の研究者は、

KEAP1 遺伝子のメチル化による発現低下が、

NRF2 の恒常的安定化を促進することを見い
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だした。肺腺癌由来の A549 細胞では、KEAP1

遺伝子の変異により KEAP1 が NRF2 の抑制能

を喪失し、NRF2 が恒常的に安定化している

が、同時に KEAP1 遺伝子がメチル化を受け、

その発現が著減していることを見いだした。

これは、KEAP1 遺伝子のメチル化が、NRF2 の

安定化による growth advantage に依存しな

いメカニズムでメチル化されている可能性

を示唆する。 

がん化に伴いゲノム全体は低メチル化状

態になるといわれている。しかし、特定の遺

伝子座ではメチル化の亢進が観察される。こ

うしたメチル化異常をもたらす分子機構は

未だほとんど解明されていないのが現状で

あった。 

 

２．研究の目的 

そこで、本研究では、特定の遺伝子座に限

局したメチル化異常がもたらされるエピジ

ェネティック制御の特異性形成機構を明ら

かにするために、細胞のがん化に伴い Keap1

遺伝子のメチル化が亢進するメカニズムを、

遺伝子制御領域の解析から明らかにするこ

とを目的とした。すなわち、Keap1遺伝子を

モデル系として、がん細胞におけるメチル化

異常に共通する基本原理を探求し、その新規

メカニズムの解明に挑むことを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス発がんモデルにおける Keap1 遺

伝子メチル化の検討 

マウスの発がんモデルとして、ウレタン投

与による肺の化学発がんを採用した。ウレタ

ン投与により、マウスの肺には腺腫様の病変

を経て腺癌が発症するので、それぞれの段階

における Keap1 遺伝子発現を調べた。 

また、p53 欠損マウスと Pten 欠損マウス

における自然発がんにおける Keap1 遺伝子

発現についても検討を行った。 

 

（２）脳腫瘍における KEAP1 あるいは NRF2

遺伝子発現の変化の検討 

マウスを用いた発がん実験では、Keap1遺

伝子の発現低下は起こり難いと推測された

ため、実験系を当初の予定から変更すること

にした。がん化に伴う KEAP1 あるいは NRF2

遺伝子のエピジェネティックな変化を解析

するための実験系として、脳腫瘍に着目した。 

脳腫瘍では、IDH1 遺伝子に変異がはいる

ことにより、DNAやヒストンのメチル化が亢

進することが報告されている。そこで、臨床

検体を約 100症例用いて KEAP1遺伝子発現と

NRF2の標的遺伝子の発現を検討したところ、

KEAP1 遺伝子の発現に変化はなかったが、

NRF2 の標的遺伝子の発現が有意に低下して

いることがわかった。IDH1 変異を有する脳

腫瘍の患者の生命予後は良好であることが

報告されており、この結果から、NRF2 の機

能低下がその原因であると推測される。 

そこで、脳腫瘍由来の T98 細胞を用いて野

生型 IDH1、あるいは、変異型 IDH1 (IDH1 

R132H)の発現ベクターを導入して、安定発現

細胞株を樹立した。これらの細胞を用いて、

NRF2 の標的遺伝子の発現レベル、NRF2 の核

内蓄積、NRF2 遺伝子の発現レベルを検討し

た。さらに、メタボローム解析により代謝物

の変化を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）マウス発がんモデルにおける Keap1 遺

伝子メチル化の検討 

マウスの発がんモデルとして、ウレタン投

与による肺の化学発がんを採用した。ウレタ

ン投与により、マウスの肺には腺腫様の病変

を経て腺癌が発症するので、それぞれの段階

における Keap1 遺伝子発現を調べた。しかし、



 

 

この実験系では、腫瘍組織における Keap1 遺

伝子発現の低下は観察されなかった。 

ウレタン発がんモデルが好ましくないこ

とがわかったので、p53 欠損マウスと Pten

欠損マウスにおける自然発がんを検討した。

こちらの発がんモデルにおいても Keap1 遺

伝子の発現低下は明確ではなかった。 

 

（２）脳腫瘍における KEAP1 あるいは NRF2

遺伝子発現の変化の検討 

マウスを用いた発がん実験では、Keap1遺

伝子の発現低下は起こり難いと推測された

ため、実験系を当初の予定から変更し、脳腫

瘍由来の T98 細胞を用いて検討を行った。

T98 細胞では、通常状態において NRF2 の核

蓄積が認められ、NRF2 の標的遺伝子がある

程度高いレベルで発現している。T98細胞に

野生型 IDH1、あるいは、変異型 IDH1 (IDH1 

R132H)の発現ベクターを導入して、安定発現

細胞株を樹立した。IDH1 変異体発現 T98 細

胞は、IDH1野生型発現 T98細胞に比較して、

増殖速度が極めて遅かった。また、これらの

細胞を用いて、NRF2 の標的遺伝子、NQO1, 

GCLC, GCLM の発現を調べたところ、いずれ

も、IDH1 変異体発現 T98 細胞のほうで、有

意に低下していることがわかった。また、

NRF2 の核内蓄積量を調べたところ、IDH1 変

異体発現 T98 細胞で減少していた。さらに、

NRF2 遺伝子の発現レベルを調べたところ、

やはり、IDH1 変異体発現 T98 細胞でのほう

で低下していることがわかった。NRF2 遺伝

子のプロモーター領域のメチル化について

は、今後解析予定である。 

IDH1 変異体は、２オキソグルタル酸を酸

化してコハク酸に変換するという本来の機

能ではなく、２オキソグルタル酸を還元して

２ヒドロキシグルタル酸に変換することが

知られており、IDH1 変異を有する脳腫瘍で

は、腫瘍内、血清中、いずれにおいても、２

ヒドロキシグルタル酸が異常に高値を示す

事が知られている。我々が樹立した IDH1 変

異体を発現する T98 細胞でも２ヒドロキシ

グルタル酸レベルが高く、一方、グルタチオ

ンが顕著に減少していた。これは、グルタミ

ンから産生される２オキソグルタル酸が、グ

ルタミン産生に利用されずに、２ヒドロキシ

グルタル酸に変換されてしまっているため

と推測される。 

IDH1 変異体では、２オキソグルタル酸が

本来の代謝経路をとらず、２ヒドロキシグル

タル酸になってしまうため、本来の代謝を維

持するためには、より多くの２オキソグルタ

ル酸産生が必要であると推測される。NRF2

の活性が高い細胞では、グルタミン酸の多く

がグルタチオン合成に利用されるため、IDH1

変異細胞で NRF2 が活性化すると、グルタミ

ン酸からの２オキソグルタル酸の産生が十

分に確保できないことになるものと推測さ

れる。したがって、IDH1 変異により、NRF2

の活性が高い細胞は不利になり、低い細胞が

選択されると考えられる。ここで選択される

NRF2 の発現が低い細胞においてその DNA メ

チル化が関与するかどうかはまだわからな

いが、今回の結果は、がん細胞における DNA

メチル化パターンの変化の原因の一つを意

味しているのかもしれない。 
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