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研究成果の概要（和文）：慢性炎症によるメチル化関連因子の制御異常を解析した結果、1）ヘリコバクターに
感染した胃粘膜ではTET遺伝子群の発現が低下すること、2）一酸化窒素（NO）への曝露は、DNMT酵素活性が増加
することを見出した。TET遺伝子群の発現低下には、NF-kB経路の下流で活性化する複数のマイクロRNAが関与す
ることを示した。さらに、TET遺伝子の発現抑制とNO刺激の組み合わせにより、異常DNAメチル化が誘発されるこ
とを明らかにした。以上より、生体内での異常DNAメチル化誘発には、NF-kB経路の活性化によるTET遺伝子群の
発現抑制、及び、NOによるDNMT活性化の組み合わせが重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Analysis of dysregulation of DNA methylation machineries revealed 1) that 
Tet methylcytosine dioxygenases (Tet) genes, Tet1, Tet2, and Tet3, were repressed by NF-kB 
signaling, downstream of IL-1β and TNF-α, via up-regulation of specific miRNAs, such as miR-26b 
and miR-29c, and 2) that exposure to nitric oxide, produced by Nos2, enhanced enzymatic activity of 
DNA methyltransferases (DNMTs).  In cultured cells, TET repression by overexpression of one of the 
identified miRNAs did not induce aberrant DNA methylation, while triple knockout of all the three 
TET genes induced aberrant DNA methylation at thousands of genomic loci.  The number of 
hypermethylated loci became larger in combination with exposure to nitric oxide.  These results 
suggested that, in human tissues, a vicious combination of TET repression and increased DNMT 
activity biologically induce aberrant DNA methylation.

研究分野： 分子生物学、エピジェネティクス

キーワード： エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 

(1) DNAメチル化異常は慢性炎症に伴うが
んの原因として重要である 

	 近年の全ゲノム解析により、胃がんなどド

ライバーとなる突然変異が少ない（ほとんど

ない）がんが存在することが明らかになって

いる。そのようながんには慢性炎症が関与す

るものが多く、また、DNAメチル化異常が多
い[TCGA, Nature, 513: 202, 2014]。一方、我々
及び他のグループは、DNAメチル化異常の誘
発要因として慢性炎症が重要であることを

示してきた。 
 

(2) DNAメチル化異常誘発と Il1b, Tnfa, Nos2
の発現が関連する（これまでの成果） 

	 DNA メチル化異常誘発に関与する要因を
解明するために、これまで幾つかの動物モデ

ルを用いて解析を進めてきた。スナネズミ胃

粘膜において、H. pylori感染による慢性炎症
は DNA メチル化異常を誘発するが、高濃度
食塩やエタノールによる長期間の炎症では

DNAメチル化異常は誘発されなかった。また、
マウスでの dextran sodium sulfate (DSS)誘発
大腸炎モデルでは、T及び B細胞を欠失する
SCIDマウスにおいてもDNAメチル化異常が
誘発されることが明らかになった。これらの

DNA メチル化異常が誘発される炎症では、
Il1b, Tnfa, Nos2の発現が特徴的に上昇してい
た。また、DNAメチル化異常が誘発されても、
DNA メチル基転移酵素の発現量及び活性は
変化しなかった。 
 

(3) 慢性炎症により Tet3の発現が低下する
（予備的成果） 

	 H. pylori感染スナネズミの胃粘膜上皮細胞、
及び、H. felis感染マウスの胃粘膜上皮細胞で
は、DNA 脱メチル化に関与する Tet3 の発現
量が低下することを見いだした。 
 
２．研究の目的 
	 DNA メチル化異常は慢性炎症等による発
がんに極めて重要な役割を果たす。一方で、

慢性炎症による DNA メチル化異常誘発機構
の詳細は分かっていない。本研究では、これ

までに関与の可能性を示してきた IL-1β, 
TNF-α及び活性酸素などの炎症関連因子、及
び、上皮細胞内での NF-κBシグナルの活性化

と TET3の発現低下に着目し、DNAメチル化
異常誘発の分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 

(1) DNAメチル化活性測定 
	 一酸化窒素持続処理が DNA メチル化活性
に影響を与えるかどうかを明らかにするた

めに、胃がん細胞株 HSC41 及び TMK1 から
抽出した核タンパク質を、一酸化窒素ドナー

で あ る NOC18 ま た は SNAP 
(S-Nitroso-N-acetyl-DL- penicillamine) により
処理、DNA メチル化活性を EpiQuikTM 
DNMT Activity/Inhibition Assay Ultra Kit 
(Epigentek) により測定した。 
 

(2) マイクロ RNA発現解析 
	 慢性炎症に曝露したマウス胃粘膜上皮細

胞におけるマイクロ RNA の発現変化を、
Mouse miRNA Microarray, Release 21.0, 8x60K 
(Agilent Technologies) により解析した。 
 

(3) プロモーターアッセイ 
	 miR-26bプロモーターをpGL3-Basicベクタ
ー (Promega) にクローニングした。そのベク
ターを 293FT細胞に導入し、RELA高発現の
有無がプロモーター活性に影響するかどう

かを Dual-Glo Luciferase Assay Systemを用い
て調べた。 
 

(4) TET遺伝子のノックアウト 
	 293FT細胞に、Edit-R Cas9 Nuclease mRNA 
(GE Healthcare Japan)、Edit-R tracrRNA (GE 
Healthcare Japan)、TET遺伝子に対する Edit-R 
crRNA (GE Healthcare Japan) を DharmaFECT 
Duo (GE Healthcare Japan) を用いて導入した。
その後、限外希釈法により TET遺伝子が両ア
レルノックアウトされたクローンを取得し

た。 
 

（5）DNAメチル化解析 
	 ゲノム網羅的 DNA メチル化解析は、

Infinium MethylationEPIC Kit (Illumina) を用
いておこなった。 
 
４．研究成果 
【平成 27年度】 
	 平成 27年度は、まず、DNAメチル化異常
が誘発されうる細胞内環境をもつ細胞につ



いて、DNAメチル化異常が誘発され易い領域
を作出･同定することで、DNAメチル化異常
測定系を確立した。高頻度に DNA メチル化
異常をもつ大腸がん細胞株 HCT116について
は、DNA脱メチル化剤で処理、もともとメチ
ル化されていた（即ち、メチル化されやすい）

CpG アイランドを非メチル化状態としたク
ローンを 9 個得た。また、IL-1 受容体, TNF
受容体を発現している胃がん細胞株 HSC41
及び TMK1 について、DNA メチル化の

pre-mark となる H3K27me3 修飾をもつ DNA
非メチル化領域として、HSC41 において 20
領域、TMK1 において 103 領域を同定した。
これらにより、DNAメチル化異常誘発の測定
系を確立することができた。 
	 次に、HSC41及び TMK1細胞株を用いて、
IL-1β、TNF-α及び活性酸素による処理条件
をそれぞれの経路の下流遺伝子の発現を指

標として最適化した。また、最適化した条件

により細胞株を処理し、DNAメチル化異常誘
発を解析した。その結果、TMK1では解析し
た 13領域のうち ATL1及び HAND2遺伝子に
おいて、HSC41 では解析した 7 領域のうち
APCDD1、PCSK5及び PLCXD3遺伝子におい
て微少ではあるものの DNA メチル化レベル
の上昇が認められた。 
 

【平成 28年度】 
	 平成 28年度は、まず、DNAメチル化異常
誘発の最終エフェクターである DNA メチル
基転移酵素 DNMT1、3A、及び 3Bについて、
一酸化窒素持続処理が DNA メチル化活性に
影響を与えるかどうかを調べた。胃がん細胞

株 HSC41 及び TMK1 から抽出した核タンパ
ク質を、一酸化窒素ドナーである NOC18、ま
た は SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-DL- 
penicillamine) により処理したところ、NOC18
処理により 3-5倍程度、SNAP処理により 1.5
倍程度の DNA メチル化活性の上昇が認めら
れた。 
	 次に、慢性炎症による Tet 遺伝子発現低下
の分子メカニズムを解明するために、ヘリコ

バクター感染により発現が上昇するマイク

ロ RNA を探索した結果、36 個のマイクロ
RNAの発現上昇が認められた。これらのマイ
クロ RNAについて、Tet遺伝子を標的とする
か否かをデータベース検索した結果、12個の
マイクロ RNA (miR-16、miR-20a、miR-20b、

miR-26a、miR-26b、miR-29c、miR-106b、
miR-135b、miR-140、miR-142、miR-203及び
miR-222) が同定された。これらのマイクロ
RNAのうち、miR-26b及びmiR-29cについて、
TET遺伝子の抑制を in vitroで確認した結果、
miR-26bが TET2及び 3を、miR-29cが TET1、
2及び3を強く抑制することを明らかにした。 
 

【平成 29年度】 
	 平成 29年度は、まず、平成 28年度に解明
したTet遺伝子を標的とするマイクロRNAの
発現上昇に関して、NF-κB の活性化（IL-1β
及び TNF-α による）の関与の有無を調べた。
その結果、miR-26bや miR-29cの推定プロモ
ーター領域には NF-κB の結合が認められる
ことを明らかにした。さらに、プロモーター

アッセイを行った結果、RELA の高発現

（NF-κB の活性化）により miR-26b プロモー
ターの転写活性が上昇することを明らかに

した。 
	 次に、TET遺伝子の発現抑制と一酸化窒素
刺激による異常 DNA メチル化誘発を解析し
た。その結果、3種類全ての TET遺伝子のノ
ックアウトにより 7,568 箇所のゲノム領域に
おいてメチル化誘発が認められた。また、一

酸化窒素刺激（DNMT活性を上昇させる）を
組み合わせることにより、メチル化されるゲ

ノム領域数はさらに増加（14,963箇所）する
ことを明らかにした。 
	 以上の結果より、生体内での異常 DNA メ
チル化誘発には、NF-kB経路の活性化による
TET遺伝子群の発現抑制、及び、一酸化窒素
による DNMT 活性上昇の組み合わせが重要
であることが示唆された。 
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