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研究成果の概要（和文）：種々の遺伝子の転写調節領域に存在する CpG island のシトシンメチ

ル化は遺伝子発現を抑制的に制御することが知られている。一方で、非 CpG island 領域のシト

シンメチル化についても、転写制御に重要な影響を示すものがあり、私どもは、膀胱癌におけ

る TGF-βシグナル経路の偽受容体 BAMBI と、糖尿病ラットの腎腫瘍発生と P16 の発現制御を対

象として、メチル化の進展が腫瘍の形態変化に関与することを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Cytosine methylation in CpG-island, located usually regulatory 
region of many genes, is well recognized as an inhibitory epigenetic regulator.  On the 
other hand, biological significance of the cytosine methylation other than CpG-island is 
unclear. By focusing morphology-oriented microscopic dissection methods, we analyzed 
cytosine methylation status of the BAMBI gene promoter in bladder cancer and of the P16 
in renal tumor of diabetic rats, and found that some of the cytosine methylation outside of 
the CpG-island contributes to the tumor development and progression. 
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１．研究開始当初の背景 ２．研究の目的 

非 CpG-island のシトシンメチル化による転
写制御については、骨代謝関連遺伝子である
RANKL および SFRP4 に関して、TATA-box の数
塩基上流のシトシンのメチル化と MeCP2結合
による転写抑制の分子機構を解析した。 

樹種の遺伝子転写調節領域に存在する
CpG-island のメチル化は、遺伝子発現を抑
制的に制御し、発がんや癌の進展過程で癌抑
制遺伝子の不活化に関与している。私どもは、
未だその病態的意義が殆ど知られていない
非 CpG-island のシトシンメチル化による転
写制御について、病理組織学的観察、つまり、
形態学に即したエピジェネティクス研究を
展開することを目指して、本研究を行った。 

形態学に即したエピジェネティクス解析と
して、病変部に顕微鏡的に認識される「特定
の形態的変化」において、対象遺伝子のプロ
モータ領域の非定型的なメチル化シトシン



の解析行うことが目標であり、病理組織標本
上で mRNA や蛋白発現の評価をするととも
に、形態学的特徴に基づいて特定部位の微小
組織を選択的に採取して、対象遺伝子に関す
るメチル化シトシンの検出を行った。 
 
３．研究の方法 
非 CpCアイランドのシトシンメチル化の意義
として、ChIP アッセイやゲルシフトアッセイ
にて、TATA-box 直上のシトシンメチル化に
よる転写制御を解析した。 
形態学に基づいたエピジェネティクス制御
研究としては、本邦およびミャンマーの膀胱
癌政権組織、腎不全透析患者の副甲状腺組織、
ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットの腎
臓腫瘍に関して、組織標本の固定条件やマイ
クロウェーブ処理の効果などを検討し、膀胱
に関しては、TGF-βシグナル系の遺伝子、副
甲状腺、腎腫瘍については、P16 の蛋白発現
を評価して、組織学的病変と対比するととも
に、病変部位の微小組織より、対象遺伝子の
メチル化を検出した。 
 
４．研究成果 
①TATA-box 近傍の 1 カ所のメチル化による
遺伝子発現抑制の新規メカニズムを報告し
た。マウス諸臓器と培養細胞で破骨細胞分化
因子 RANKL 発現と CpG メチル化を比較検
討すると、肝臓など RANKL を発現しない臓
器では骨に比してメチル化が高頻度で、しか
も TATA-box の 3 塩基上流側部分のシトシン
メチル化が高率に検出されたが、RANKL を
発現する骨芽細胞では、同部位のメチル化は
なかった。RANKL 遺伝子プロモータ領域の
TATA-box 直上の(CGaggTTTATAA)は、メチ
ル化シトシン結合蛋白 (MeCP2)の DNA 認
識配列 (CpG と 3-5 塩基間をおいた 4 個の連
続した A or T 配列, Mol Cell, 2005)であり、
この部位での MeCP2 結合は TATA-box 結合
蛋白 (TBP)との結合を阻害して転写を抑制
することを、世界に先駆けて報告した。更に
BAMBI や SFRP-4 遺伝子プロモータについ
ても、RANKL 遺伝子同様に、TATA-box 近
傍に CpG 配列が存在しており、TATA-box
近傍のメチル化による MeCP2 蛋白結合を介
する転写調節は、多くの遺伝子の発現制御に
関与する、新たなエピジェネティクス発現制
御機構であることが示唆された。 
 
②TGFβは腫瘍細胞の増殖を促進するが、偽
受容体 BAMBI は TGFβ /BMP シグナルを遮断
して、細胞増殖や骨形成を抑制する。膀胱癌、
大腸癌、前立腺癌の病理組織検体を用いて、
CpG メチル化による BAMBI 発現低下について
解析した。ミャンマーと本邦の検体を比較検
討して、組織亜型が high grade の群では low 
grade の群よりも CpG メチル化が高度で

BAMBI 発現が低く、さらにミャンマーの症例
では本邦よりもメチル化が高頻度であった。
さらに、各種膀胱癌培養細胞株を用いて、TGF
βシグナルの細胞増殖、アポトーシス、細胞
遊走能への効果を検討し、BAMBI の強制発現、
siRNAの効果を解析した。BAMBI強制発現は、
膀胱癌細胞株のアポトーシスを増加させ、
TGFβによる細胞遊走を抑制することを明ら
かにした。 
 

③腎不全の病因に関する研究として、ラット

糖尿病性腎症における酸化的ストレスと、増

殖に関与する細胞周期関連遺伝子P16の発現

制御を検討した。糖尿病性腎症では、酸化的

ストレスマーカー8OHdG の増加と P16 蛋白

発現の低下を示した。糖尿病マウスにおける

メチル化頻度の増加については、CpG のみな

らず TATA-box 近傍の non-CpG のシトシンメ

チル化頻度が高く、酸化的ストレスに対する

治療介入実験により、メチル化頻度が減少す

ることを示した。さらに、メチル基転移酵素

dnmt に着目して、尿細管上皮の過形成から腫

瘍発生までの病変を段階的に解析した。尿細

管上皮過形成では P16 は高発現であるが、や

がて顕微鏡レベルの結節形成に一致して

dnmt3B の特異的亢進、de novo の CpG 非依存

的な de novo methylation が起こり、その後

dnmt1 による選択的な維持メチル化により

CpG に集積していくことが明らかになった。 
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