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研究成果の概要（和文）： 
DNA メチル化異常誘発の分子機構及びその誘発因子には不明な点が多い。CpG アイランド(CGI)
内の散在性 CpG メチル化が誘発される頻度が異なる胃がん細胞株各 2系統を用い、散在性メチ
ル化は CGI 全体の高密度なメチル化につながること、高転写の遺伝子のメチル化も誘発するこ
とを示した。Helicobacter	
 pylori	
 (H.	
 pylori)感染によるメチル化異常誘発には遺伝子特異性
が存在し、遺伝子の低転写がその特異性に重要であることを明らかにした。スナネズミモデル
を用いた解析から、メチル化異常の誘発には炎症の種類が重要であることを示した。	
 
	
 
	
 
研究成果の概要（英文）： 
Molecular mechanisms of methylation induction and its inducing factors are still 
unclear.  We showed that the increased methylation of scattered CpG sites could lead 
to dense methylation of an entire CGI, and could methylate even genes with high 
expression.  We also showed that specific genes were methylated in gastric mucosae 
with Helicobacter pylori (H. pylori) infection, and that low gene transcription is an 
important factor to determine the specificity.  Using the Mongolian gerbil model, we 
showed that the types of inflammations are important for induction of aberrant DNA 
methylation.   
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１．研究開始当初の背景 
	
 
	
 ヒト胃がんには、がん抑制遺伝子の不活化
機構として、遺伝子突然変異よりも遺伝子サ
イレンシングの方が高頻度であるなど、DNA
メチル化異常が深く関与する。研究代表者は、
ゲノム網羅的にプロモーター領域 CpGアイラ
ンド(CGI)のメチル化によりサイレンシング
さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、
methylation-sensitive-representational	
 
difference	
 analysis	
 (MS-RDA)法を開発し、
各種ヒトのがん（乳がん、膵がん、悪性黒色腫、
神経芽細胞腫）で、プロモーター領域CGI のメチ
ル化によりサイレンシングされる遺伝子を同定し
てきた。	
 
	
 胃がんについては、細胞株を用いた MS-RDA
法により、2系統の胃がん細胞株(MKN28 及び
MKN74)で異常にメチル化された遺伝子プロ
モーター領域 CGI	
 9 個を同定した。このうち、
既知の報告から、がん抑制遺伝子の可能性が
高いと予想される 2個について機能解析を行
った。その結果、LOX 遺伝子は、足場依存性
の増強、造腫瘍性の抑制を認め、がん抑制遺
伝子であることを示した。	
 
	
 一部の胃がん細胞株では、DNA メチル化異
常が多くの CGI に認められるが、その分子機
構は分かっていない。ヒト胃がんのがん抑制
遺伝子 Lysyl	
 oxidase	
 (LOX)	
 を同定する過程
で、(a)一部のヒト胃がん細胞株では、CpG ア
イランド内の幾つかの CpG部位に散在性のメ
チル化が持続的に誘発されること（散在性メ
チル化増加）、(b)散在性メチル化増加は、一
定の頻度で、CpG アイランド全体の高密度メ
チル化を誘発することを見出した。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、(1)	
 胃がんにおける DNA メチ
ル化異常の誘発機構として、散在性 DNA メチ
ル化の意義を明らかにすること、(2)胃粘膜
メチル化される遺伝子に、遺伝子特異性があ
るかないか、また、あるとしてその原因とな
る分子機構を解明すること、(3)胃粘膜にお
炎症の種類と DNAメチル化異常誘発能の関連
を明らかにすること、を目的とした。	
 
	
 
３．研究の方法 
(1)	
 ヒト胃粘膜材料	
 
	
 H.	
 pylori 感染者（健常者と胃がん患者）
及び非感染者（健常者と胃がん患者）の胃粘
膜を生検により採取した。	
 
	
 
(2)	
 スナネズミでの胃炎誘発	
 
	
 各群 8 匹の 5 週齢雄スナネズミに、H.	
 

pyloriの経口投与、MNU の飲水投与、飽和食
塩水の強制胃内投与、または、50%エタノー
ルの間欠投与を、20 週間実施した。屠殺後、
胃粘膜全層及び胃粘膜上皮を採取し、胃粘膜
上皮での DNA メチル化レベル、胃粘膜全層で
の組織学的に炎症を検索した。	
 
	
 
(3)	
 メチル化サイレンシングされた遺伝子
の検索	
 
	
 4 系統の胃がん細胞株(AGS,	
 KATOIII,	
 
HSC39 及 び HSC57) を 、 低 濃 度 の
5-aza-2'-deoxycytidine	
 (5-aza-dC)で処理
した。具体的な処理濃度は、それぞれの胃が
ん細胞株でDNAメチル基転移酵素DNMT1を高
度に低下させ、かつ、細胞増殖抑制が軽度な
濃度を設定した。発現誘導される遺伝子をオ
リゴヌクレオチドマイクロアレイによりス
クリーニングし、処理前にはほとんど発現せ
ず、処理後に高度に発現誘導される遺伝子を
検索した。	
 
	
 
(4)	
 遺伝子発現解析	
 
	
 DNA メチル基転移酵素等の遺伝子発現は定
量的 RT-PCR 法により解析した。	
 
	
 
(5)	
 DNA メチル化解析	
 
	
 ヒト胃がん細胞株でメチル化されうる遺
伝子 48 個についてメチル化特異的 PCR(MSP)
法により解析した。	
 
	
 スナネズミ胃粘膜では、別の研究で同定し
た 8個の CGI につて、メチル化レベルを定量
的 MSP 法により解析した。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 散在性メチル化増加の分子機構解析	
 
	
 散在性メチル化の産生増加を示す胃がん
細胞株 2 系統(AGS,	
 KATO-III)と、示さない
胃がん細胞株2系統(HSC39,	
 HSC57)について、
サイレンシングされた遺伝子数を測定した。
具体的には、これら細胞株を、脱メチル化剤
5-aza-dC により処理、発現回復する遺伝子
をオリゴヌクレオチドマイクロアレイによ
り解析した。処理前は発現がほとんどなく、
処理後に 16倍以上上昇した遺伝子数は、AGS,	
 
KATO-III,	
 HSC39,	
 HSC57で、それぞれ 44,	
 97,	
 
21,	
 9 個であった。プロモーター領域 CGI の
メチル化状態を解析したところ、メチル化に
よりサイレンシングされる遺伝子数は、それ
ぞれ 24,	
 41,	
 4,	
 1個と推計された。従って、
散在性メチル化が多い細胞株では、サイレン
シングされた遺伝子が多いことがゲノムレ
ベルで確認された。	
 



 

 

	
 サイレンシングが確認された遺伝子のう
ち 13 個について、正常な胃での転写量を検
討したところ、転写量が多い遺伝子 8個は散
在性メチル化の増加を示す細胞株でのみメ
チル化されていたのに対し、転写量が少ない
遺伝子 5個は何れの細胞株でもメチル化され
ていた。従って、散在性メチル化の増加は、
プロモーター領域 CGI において、転写による
メチル化からの防御に打ち勝って、高密度メ
チル化を誘発することが示唆された。	
 
	
 更に、散在性DNAメチル化の増加と各種DNA
メチル化酵素(DNMT1,	
 DNMT3A,	
 DNMT3B)の発
現との関連を解析したところ、散在性 DNA メ
チル化が増加した細胞株では DNMT3B の過剰
発現を認めた。そこで、DNMT3B を胃がん細胞
株 MKN28 で過剰発現させると、散在性メチル
化が増加し、低頻度ながら CGI 全体の高密度
メチル化につながることも認めた。	
 
	
 
(2)	
 H.	
 pylori による DNA メチル化異常誘発
の遺伝子特異性	
 
	
 これまで、ヒト胃がんの強力な誘発因子で
ある H.	
 pylori感染者の胃粘膜には、複数の
遺伝子の DNAメチル化異常が蓄積しているこ
とを明らかにしてきた。しかし、H.	
 pylori
感染がどのような遺伝子に DNAメチル化異常
を誘発するのかについては、明らかになって
いなかった。そこで、ヒト胃がん細胞株でメ
チル化されうる遺伝子 48 個について、H.	
 
pylori 感染者及び非感染者の胃粘膜でのメ
チル化の有無を MSP 法により解析した。その
結果、H.	
 pylori 感染により容易にメチル化
される遺伝子と、ほとんどメチル化されない
遺伝子とが存在した。従って、H.	
 pylori 感
染による DNA メチル化異常誘発には、遺伝子
特異性が存在することが明らかになった。	
 
	
 遺伝子特異性を決定している因子として遺
伝子転写量を考え、感受性及び抵抗性遺伝子
の発現レベルを定量的RT-PCR法により測定し
た。その結果、抵抗性遺伝子の方が有意に高
い転写レベルを示すことを見出した。さらに、
H.	
 pylori感染によりDNAメチル基転移酵素の
発現上昇が誘導されるか否かを、定量的
RT-PCR法とWestern	
 blot法により解析したが、
発現上昇は認められなかった。DNAメチル化異
常誘発要因により誘発されるメチル化異常に
は遺伝子特異性があり、その特異性を決定し
ている因子として遺伝子転写量が深く関与す
ることが明らかになった。	
 
	
 
(3)	
 各種の炎症のメチル化誘発能	
 
	
 スナネズミを用いた研究により、H.	
 pylori
感染が原因となって DNAメチル化異常が誘発
されること、その誘発には、炎症が重要な役
割を果たしていることを示してきた。そこで、
炎症の種類により DNAメチル化異常誘発能が
異なるか否かを明らかにする目的で、H.	
 

pylori	
 (CagA 陽性)感染、H.	
 pylori	
 (CagA
陰性)感染、H.	
 felis 感染、食塩、エタノー
ルにより胃粘膜に長期間炎症を誘発した。
DNA メチル化レベルは、解析した 8 個の CGI
で同様の傾向を示し、Helicobacterを感染さ
せた 3 群でのみ DNA メチル化が誘発された。
細胞増殖は全ての群で誘発され、食塩投与群
で最も強かった。従来、細胞増殖の誘発が炎
症による DNAメチル化異常誘発の主要な機構
とされてきたが、細胞増殖の誘発のみでは、
DNA メチル化異常は誘発されないことが示さ
れた。	
 
	
 更に、DNA メチル化異常の誘発能と関連す
る遺伝子を探索したところ、DNA メチル化異
常が誘発された 3 群では、Il1b,	
 Nos2	
 そし
て	
 Tnf	
 の発現が上昇していた。CagA の有無
は、DNA メチル化異常の誘発には大きく関係
しなかった。	
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