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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍由来の細胞株を、低酸素環境下で培養することにより、DNAのグローバルな
メチル化およびヒドロキシメチル化レベルが変化することを見出した。
また、メチル化アレイ解析を行い、低酸素環境にてプロモーター領域のメチル化レベルが低下する候補遺伝子としてWn
t5aを同定した。実際に低酸素環境下においてWnt-5aのmRNAおよびタンパクの発現が増加することを確認した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the role of hypoxia on epigenetic gene 
regulation in cells derived from myeloproliferative neoplasms having active mutant form of JAK2, 
JAK2V617F. After culture at hypoxic conditions, total level of methylated cytosine levels were changed in 
the cells.5-hydorxy-methyl cytosine (5-hmC)levels were drastically decreased in SET-2 cells with normal 
TET2 function. In contrast, 5-hmC levels were not changed during treatment with hypoxia in HEL cells, 
which lack TET2 gene. We also found that methylation of promoter lesion of Wnt5a gene were decreased 
after hypoxia treatment. We also confirmed that hypoxia actually induced expression of Wnt5a both at mRNA 
and protein levels. Our observations suggested that hypoxia could regulate gene expression not only 
through activation of transcription factor, HIF, but also through modification of epigenomic machinery 
including TET2.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄増殖性腫瘍の分子病態として、
JAK2V617F 変異を初めとするドラバー変異
に加え、TET2 や ASXL1 などの遺伝子発現
のエピゲノム制御に関わる分子群の機能異
常が関与していることが明らかになりつつ
あった。一方、我々は骨髄増殖性腫瘍につい
て腫瘍微小環境、特に酸素濃度変化と低酸素
応答について注目した研究を進めており、低
酸素環境下では、過剰発現した活性酸素によ
りチロシンフォスファターゼ SHP-2 の機能
が抑制され、結果的に JAK2V617F の機能が
抑 制 される こ とを明 ら かにし て い た 
(Mitsumori et al. Exp. Hematology 2014)。 
 
２．研究の目的 
本研究課題においては、低酸素環境が骨髄増
殖性腫瘍のエピゲノム応答にどのような影
響を及ぼすかについて、明らかにすることを
主目的とした。さらに、低酸素環境下でのエ
ピゲノム応答を修飾することが、骨髄増殖性
腫瘍の新たな治療方法の開発に応用させる
ことができるかについても研究を展開させ
得るかについても検討した。 
 
３．研究の方法 
JAK2V617F 変異を有する骨髄増殖性腫瘍症例
由来の細胞株(HEL,SET-2)、および JAK2V617F
を持たない白血病細胞株(KASUMI-1)につい
て、低酸素環境下で培養を行い、 
（１）グローバルな遺伝子のメチル化および

ヒドロキシメチル化レベルの変化 
（２）メチル化アッセイチップを用い、低酸

素環境にてメチル化が変化する候補遺
伝子同定 

（３）バイサルファイトシーケンスにより、
候補遺伝子のプロモーター領域のメチ
ル化変化の確認 

（４）定量的 PCR およびウェスタンブロット
により候補遺伝子が低酸素環境下で実
際に発現が変化するかについても検討
した。 
 

４．研究成果 
（１） １％O2 環境下で７２時間培養するこ
とにより、SET-2 および KASUMI-1 ではメチル
化シトシン(5-mC)、5 ヒドロキシメチル化シ
トシン(5-hmC)ともに低下した。これに対し
て、HEL 細胞では 5-hmC の増加を認めた。 
すなわち、酸素レベルの変化はエピゲノム応
答にも影響をおよぼしていることが証明さ
れた。 
 
（２） TET2 は 5mc を 5hmC に変換する機能
を有するが、MPN では比較的高率にこの遺伝
子の機能喪失型変異を伴う。上記の細胞株の
うち、HEL については、TET2 遺伝子が欠損し
ているとの報告がある。SET-2 については、
我々が変異の有無を検討したが、正常であっ
た。この両者について 5hmC のレベルを比較

すると、通常状態において HEL の 5-hmC レベ
ルが低い事、低酸素環境下で、SET-2 の 5-hmC
レベルの低下が認められた。TET2 は HIF 水酸
化酵素と同様に二価鉄と酸素が活性化に必
要であると考えられており、SET-2 において
5-hmC レベルが低下したことは、低酸素環境
において TET2 の機能が抑制されたためと推
察された。これに対して、HEL では低酸素環
境での5-hmCレベルには変化を認めていない
が、この理由として、HEL 細胞は、もともと
TET2 を発現していないためと予想された。
(下図) 
 

（３） それぞれの細胞株について、1%O2 環
境下で 72 時間培養を行い、メチル化アレイ
解析を行った。その結果、共通してメチル化
が変化する遺伝子として、MGMT, Rho-B, 
CDKN2, PYROXD2, Wnt5 が候補として同定され
た。 
（４） 同時に発現アレイ解析を行い、低酸
素環境下で mRNA の発現レベルが変化する遺
伝子についても解析、上記のメチル化アレイ
の結果と比較検討した。その結果、Wnt5a に
ついて、メチル化アレイではプロモーターの
メチル化レベルが低下し、発現アレイでは低
酸素環境にて mRNA の発現上昇がみられたこ
とより、低酸素環境下でメチル化応答を受け
る候補遺伝子としてさらなる解析を進めた。 
（５） その結果、ウェスタンブロットにて、
低酸素環境下ではWnt5aのタンパクレベルが
上昇することを確認した。 
（６） 一方、MGMT, Rho-B, CDKN2 および
PYROXD2 遺伝子については、低酸素培養後の
遺伝子のメチル化変化についてバイサルフ
ァイト法を用いて詳細な解析を行ったが、有
意な変化は確認できなかった。 
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