
久留米大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７１０４

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

ヒトにおける加齢に伴うエピゲノム変化の捕捉とその病的意義の解明

A role of age-related DNA methylation change in disease pathogenesis

６０２７４５２８研究者番号：

山本　健（Yamamoto, Ken）

研究期間：

１５Ｋ０８２９０

平成 年 月 日現在３０   ６ ２２

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：加齢に伴いメチル化レベルが変化するDNAメチル化領域を７遺伝子領域に同定した。
この中には、EPAやDHAの血中濃度に関与するELOVL2や2型糖尿病に関与するKLF14が含まれていた。ELOVL2領域の
加齢応答エピゲノム領域をマウスで認め、肺、脾臓、大腸にて顕著であることを明らかにし、臓器特異性と種を
越えて保存された現象であることを示した。心筋梗塞の発症あるいは病態形成に影響を与えるエピゲノム変化を
同定した。また、ヒト由来不死化細胞におけるエピゲノムの特徴を解明した。さらに、加齢に伴うKLF14のDNAメ
チル化上昇をマウス脂肪細胞にて再現し、高脂肪食によってそれが助長されることを示した。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation sites whose methylation level changes with aging were 
identified on 7 gene regions. Among them, ELOVL2 involved in blood levels of EPA and DHA, and KLF14 
involved in type 2 diabetes were included. The age-responsive epigenome region of the ELOVL2 was 
observed in mice, and it is remarkable in the lung, spleen and large intestine. This suggested that 
it is fundamental biological phenomenon conserved  beyond species. Epigenomic changes affecting 
onset of myocardial infarction were identified. We also elucidated the characteristics of the 
epigenome in LCL derived from human. In addition, the increase in DNA methylation of KLF14 with 
aging was reproduced in mouse adipocytes and showed that it is promoted by a high fat diet.

研究分野：分子遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 組織特異的な遺伝子発現制御の一端を担
う DNA メチル化やヒストン修飾（エピゲノ
ム）は、細胞分裂後も維持されるクロマチン
メモリーとして機能し、細胞の正常な分化・
増殖に重要な役割を演じている。ゲノム配列
と異なり、エピゲノムは環境因子による変化
を許容すると考えられており、これは、個体
が環境に適応し、生命活動の恒常性を維持す
るために不可欠な生体反応の一つである。こ
のエピゲノムの生命維持における重要性に
鑑みれば、その破綻が疾病発症をもたらすこ
とは強く推測されるが、どのような環境因子
がどのようにエピゲノムを変化させ、疾病罹
患をはじめとする個体の表現型形成に寄与
するかは、一部の単一遺伝病を除き、多くの
疾病では不明であり、解明すべき重要な課題
として残されていた。 
 モデル動物と異なり、ヒトは様々な環境に
様々な程度で暴露されており、環境がエピゲ
ノムに与える影響を捕捉するためには、臨床
情報や詳細な生活習慣アンケートを備えた
一定規模の検体数が必要となる。申請者らは
加齢による DNA メチル化変化の可能性に着
目し、約 480名の一般住民集団より得た末梢
血由来 DNA検体を用い、45万 DNAメチル
化サイトのメチル化レベルと加齢との関連
を解析し、補正後も有意となる加齢に伴う
DNAメチル化変化を 10サイト 7遺伝子領域
に同定した。 
 興味深いことに、それらの遺伝子には、エ
イコサペンタエン酸（EPA）ドコサヘキサエ
ン酸（DHA）の血中濃度との遺伝的相関が明
らかとなった ELOVL2、心筋細胞分化、血管
新生に寄与する FHL2、2 型糖尿病との遺伝
的相関が知られる KLF14 や前立腺がん、肺
がん、乳がんなど複数のがん細胞で発現変化
し、がん治療の標的分子となる可能性が最近
報告された TRIM59などが含まれていた。し
たがって、これらの CpG サイトのメチル化
レベル変化は、単に加齢のバイオマーカーと
なるのみに留まらず、加齢がもたらす生理的
変化や、加齢によって発症頻度が増す疾患の
発症機構を理解するための重要なヒントと
なることが強く示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本申請課題では、7 遺伝子のうち代謝性疾
患に関与することが知られる、ELOVL2、
KLF14、に焦点をあて研究を進める。具体的
な目標として、ヒトで認められた加齢との相
関がマウスでも種を越えて観察されるかを
明らかにする。また、ヒト末梢血で得られた
DNA メチル化変化の臓器特異性を明らかに
する。さらに高脂肪食下での当該メチル化サ
イトの変化を臓器別に明らかにし、加齢のみ
ならず外的因子による変化の有無を明らか
にする。これらを通して、加齢のエピジェネ
ティックバイオマーカーの代謝における機
能的意義、DNA メチル化変化の病的意義を

解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)加齢に伴う DNA メチル化変化 CpG サイト
（加齢 CpG サイト）周辺領域の転写制御機能
解析：加齢 CpG サイトは、必ずしも典型的な
プロモーター領域に存在しない。したがって、
加齢 CpG サイト周辺のゲノムが、近傍の遺伝
子発現を制御するエンハンサー活性、あるい
はプロモーター活性を有し、機能性配列を保
有するか否かを検討する。具体的には、ヒス
トン修飾（H3K27 アセチル化およびメチル化、
H3K4 および 9メチル化）をヒト不死化 B細胞
株からのクロマチン免疫沈降にて解析し、こ
のゲノム領域のエンハンサー活性など転写
に及ぼす影響を解明する。またこのクロマチ
ン修飾について、マウスにおいても加齢 CpG
サイトとして再現された組織を用い、若齢マ
ウスと老齢マウス間で比較検討する。ゲノム
断片を挿入したコンストラクトを用いたレ
ポーターアッセイにて転写活性化能（抑制
能）を検討する。 
 上記実験により、加齢 CpG サイト周辺ゲノ
ムの転写制御能を明らかにする。 
 
(2)加齢 CpG サイトのマウスを用いた解析：
ヒトで観察された加齢CpGサイトの変化が種
を越えて保存された機能変化であることを
明らかにする。これまで尾部由来 DNA につい
て再現性が得られている。4 週齢マウスおよ
び 50 週齢マウス（各々10 匹）について、大
脳、小脳、肺、心臓、肝臓、腎臓、脾臓、膵
臓、大腸、卵巣、精巣、尾部より DNA を抽出
し、ヒトで同定した加齢 CpG サイトと相同の
領域のDNAメチル化レベルをパイロシークエ
ンスあるいはバイサルファイトクローニン
グにより検討し、再現性と臓器特異性を検討
する。上述の臓器から抽出した RNA を用い発
現との関連を検討する。 
 
(3)加齢 CpG サイトの疾患発症への寄与、お
よび臨床検査値との関連に関する解析：大中
研究分担者は、血糖値（HbA1c)、コレステロ
ール値、高感度 CRP、血圧値などの検査値や
既往歴、手術歴などの臨床情報が付与された
九州大学福岡コホート約 14,000 検体を管理
している。この集団より、健常人、2 型糖尿
病、高脂血症、冠動脈疾患、を抽出し、それ
ぞれ100名についてパイロシークエンスにて
メチル化レベルを算出し、検査値ならびに疾
病との関連の有無を代表者とともに解析す
る。 
 
(4)加齢 CpG サイト近傍に位置する遺伝子多
型の疾患発症への寄与に関する解析：KLF14
遺伝子領域内の SNPが 2型糖尿病と相関する
ことは報告されているが、他の多因子疾患と
の関連は知られていない。また ELOVL2 遺伝
子領域内の SNP と EPA、DHA 血中濃度、HDL コ
レステロール血中濃度との関連は報告され



ているが、疾患との関連は知られていない。
したがって、加齢 CpG サイトの疾患発症にお
ける重要性を明らかにする目的で、ELOVL2、
KLF14、FHL2 遺伝子領域内の SNP と 2 型糖尿
病、肥満、高血圧、冠動脈疾患、との関連解
析を定法に従って実施する。SNP タイピング
は新たに行わず、既に論文化したデータにつ
いて、該当する遺伝子領域の SNP を解析する
こととする。 
 
４．研究成果 
(1)マウスにおける ELOVL2 領域 DNA メチレー
ション変化の再現：ヒトで認められた加齢と
の相関がマウスでも種を越えて観察される
か、そしてその臓器特異性の有無を明らかに
するために、4 週齢と 100 週齢のマウスの各
臓器を解析対象として当該メチル化部位の
メチレーションレベルを検討した。マウスは
各 15 匹ずつ、大脳、小脳、肺、心臓、肝臓、
膵臓、脾臓、腎臓、大腸、精巣/卵巣、尾を
対象臓器とした。メチル化レベルの測定には
パイロシークエンス法を用いた。解析の結果、
メチル化変化が種差を超えて起こることが
明らかとなり、特に肺(Pc = 1.7E-07)、脾臓
(Pc = 1.4E-09)、大腸(P = 4.3E-08)、尾(Pc 
= 0.0001)に有意な差を認めた（図 1）。 

図１若年および老齢マウスにおける ELOVL2
領域 DNAメチレーションレベルの臓器別比較 
 
(2)マウスにおける KLF14 領域 DNA メチレー
ションレベルは高脂肪食で加齢型になる：ま
ず糖尿病マウスと正常マウスを比較したと
ころ、脂肪細胞における KLF14 領域 DNA メチ
レーションレベルが加齢型になっているこ
とを明らかにした。次に正常マウスを正常餌、
高脂肪食で飼育したところ、図 2にあるよう
に、高脂肪食での飼育を継続した群では加齢
型になり、途中で正常餌に戻した群ではメチ
レーションレベルが正常型に戻ることが示

された。これは、高脂肪食負荷がエピゲノム
のレベルで脂肪細胞に加齢と同様の変化を
もたらすことを示唆している。 
 
(3)日本人心筋梗塞発症のマーカーとなる
DNA メチレーション部位を同定：健常人、心
筋梗塞患者それぞれ192名についてエピゲノ
ムワイド相関解析を実施し、心筋梗塞患者群
で有意に変化しているDNAメチレーション部
位を 3か所同定した。 
 
(4)血液細胞と不死化Ｂ細胞における DNA メ
チレーションレベルの差を明らかにした：不
死化細胞では低CpGプロモーター領域におい
て有意に低メチル化状態になっていること
を明らかにした。不死化細胞では多くのサイ
トにおいて低メチル化状態となっており、疾
患エピゲノム研究に試料として用いる場合
には注意が必要である（図 3）。 
 

 
図 3 血液細胞と不死化Ｂ細胞における DNA
メチレーションレベルの差異 
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