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研究成果の概要（和文）：骨髄異形成症候群の発症や進展にはエピゲノムの異常が関与することが知られているが、DN
A脱メチル化薬がどのような遺伝子の発現変化を惹起して薬剤効果を発揮するのか判明していない。本研究では、DNA脱
メチル化に伴ってヘモグロビンの産生が増加するK562白血病細胞を実験モデルとし、DNA脱メチル化薬がどの遺伝子を
標的としてヘモグロビン産生を促すのか検証した。K562細胞において、薬剤暴露によってプロモーター領域の脱メチル
化が促進された658遺伝子の詳細な解析により、グロビンタンパク質の増加は翻訳促進によるものであると推定され、
本研究代表者は翻訳伸長促進因子eEF1A2を有望な直接標的として単離した。

研究成果の概要（英文）：Abnormal epigenetic regulations have been shown to be involved in the 
pathogenesis and/or progression of myelodysplastic syndrome (MDS) and this characteristic of disease led 
to the introduction of DNA demethylating agents including Azacytidine and Aza-deoxycytidine (Aza-dC) for 
the clinical management of MDS. In this study, we characterized genes whose expressions are directly 
increased by Aza-dC using K562 cells, in which DNA demethylation induces hemoglobin (Hb) synthesis, as an 
experimental model. By analyzing changes in DNA methylation status and gene expression together with 
histone modification, we found that genes that are suppressed by promoter methylation but are ready to be 
transcribed will be activated by DNA demethylation. In addition, we elucidated a mechanism by which K562 
cells produce Hb upon DNA demethylation.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
本研究計画を申請した 2,011 年に、アザシ

チジンが骨髄異形成症候群に対する治療薬
として認可され、一般に使用されるようにな
った。本薬剤は細胞内に取り込まれたのち、
Aza-dCTP に変換され、DNA が複製される
際にこれに組み込まれる。Aza-dCTP が組み
込まれた DNA は、DNA メチル化酵素である
DNA メチルトランスフェラーゼと不可逆的
に複合体を形成し酵素活性を阻害するので、
DNA メチル化活性が低下することとなる。
すなわち、アザシチジンは DNA 脱メチル化
薬であり、さまざまな要因によって DNA メ
チル化をはじめとするエピゲノム状態に異
常をきたした骨髄異形成症候群に対して有
効な薬剤であるため、本疾患に対する使用が
認可された。 

本薬剤による治療に伴って、骨髄異形成症
候群患者の一部では、貧血が改善し輸血依存
性が軽減され、また生命予後の延長がもたら
される場合がある。しかしながら、ではいっ
たい約 3GbあるとされるゲノムDNAのどの
部位の DNA メチル化異常が骨髄異形成症候
群の発症や進展に関与し、逆にアザシチジン
がどこの DNA メチル化を解除する結果薬剤
効果を発揮するのかという点は不明なまま
であり、本薬剤は経験的な治療効果を基に使
用されているのが現状であった。 

 
２．研究の目的 
 上記の事情を背景に、本研究ではアザシチ
ジンや、本薬剤の誘導体であるアザデオキシ
シチジンが、どのような遺伝子を標的として
治療効果を発揮するのか明らかにすること
を目的とする実験を計画した。 
 実験モデルとして、まず赤白血病細胞株の
K562 細胞を採用することとした。この細胞
は白血病細胞株でありながら、一定の刺激に
よる細胞分化能が保持されており、アザデオ
キシシチジンや NaB(Sodium Butyrate)によ
りヘモグロビンの産生が著しく増加し、赤血
球系細胞としての表現型が表立ってくる。こ
の表現型は、少なくとも部分的には骨髄異形
成症候群のアザシチジンによる治療を再現
するモデルとして利用可能と想定された。す
なわち、骨髄異形成症候群患者でも、アザシ
チジンが有効な症例では徐々に貧血が改善
するパターンをとることが知られている。 
 
３．研究の方法 
(1) K562細胞のアザデオキシシチジンによる
赤血球分化誘導実験：前述のように、本研究
では主に K562 細胞を用いて、薬剤暴露によ
るヘモグロビン産生亢進のメカニズムを探
ることとした。K562 細胞に対して様々な濃度
でアザデオキシシチジンを添加し、7 日間に
わたり、細胞内のヘモグロビン産生量の変化
を経時的に測定するとともに、細胞周期パタ
ーンの変容や、網羅的な遺伝子発現パターン
の変貌を検出した。 

(2) DNA メチル化解析：アザデオキシシチジ
ンによるDNA脱メチル化を検出する手法とし
て、次世代シーケンサーを用いた網羅的解析
手法の確立を進めた。次世代シーケンサーに
よるDNAメチル化検出にはいくつかの方法が
あるが、それぞれに長所・短所がある。RRBS
と呼ばれる方法は、一塩基単位で DNA メチル
化を測定でき、統計解析により変化の有意差
検定が可能であるが、CpG アイランドや遺伝
子プロモーターなど、CpG が豊富な部位のメ
チル化検出に限られるという欠点がある。一
方、メチル化 CpG に特異的に結合する MBD ド
メインを用いてメチル化されたDNA断片を濃
縮精製する方法では、一塩基単位でのメチル
化解析は難しいが、全ゲノムレベルでメチル
化を評価することができる。今回はこの両者
を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)K562 細胞のアザデオキシシチジンによる
赤血球系への分化 

左写真に示すよ
うに、K562 細胞
を 5M のアザデ
オキシシチジン
存在下で 6 日間

培養すると、細胞ペレットの色調が明確に赤
くなり、細胞当たりのヘモグロビン濃度は 4
倍程度に増加した。これと共に、細胞周期は
停止して G1 分画が増加し、細胞の増殖は抑
制された。これらにより、K562 細胞はアザデ
オキシシチジンによって赤血球系に分化す
ることが確かめられた。 
 興味深いことに、次世代シーケンサーによ
る mRNA シーケンス法を用いて、この際の遺
伝子発現の変化を検証したところ、NaB によ
る赤血球分化の場合にはグロビン遺伝子の



発現が強く誘導されたのに対し、アザデオキ
シシチジンによる赤血球分化では、グロビン
関連遺伝子は(タンパク質レベルではヘモグ
ロビンの産生が著しく増加しているにも関
わらず)、mRNA レベルではほとんど増加しな
いことが分かった(下図)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

このことから、K562 細胞の DNA 脱メチル化に
伴うヘモグロビン産生増加は、当初予想した
ような単純なヘモグロビン関連遺伝子プロ
モーターの脱メチル化による転写量増加に
よるものではなく、グロビンタンパク質の翻
訳が促進されたためであると考えられた。 
 
(2) アザデオキシシチジンによるDNAメチル
化の変化 
 背景に記載の通り、アザデオキシシチジン
は、DNA を非特異的に脱メチル化させる薬剤
であるため、ゲノム上広範囲に DNA メチル化
が減少すると想定された。これを確認するた
め、MBD ドメインを用いた全ゲノムレベルメ
チル化解析手法で、DNA メチル化の変化を検
証したところ、次図に示すように、薬剤未処
理の K562 細胞で、ゲノム上約 20 万カ所存在
したメチル化蓄積領域は、アザデオキシシチ
ジン暴露によって約 7 万 3000 か所に減少し
た。また、薬剤暴露によるメチル化領域の分
布に大きな変化は見られなかったので、やは
り脱メチル化はゲノム上非特異的に生じて
いることが確認された。 

 
 

(3) アザデオキシシチジンによるグロビン
タンパク質翻訳促進のメカニズム解析 
 (1)(2)の実験結果より、アザデオキシシチ
ジンは、グロビン翻訳の促進に関わる未知の
因子を(DNA 脱メチル化により)発現増加させ、
グロビン mRNA からタンパク質への翻訳を促
進するものと推定された。 
 そこで次に、翻訳関連因子のうち、遺伝子
プロモーターのメチル化が減少するととも
に、mRNA レベルで発現が増加するものの検索
を行った。6 日間のアザデオキシシチジン暴
露により統計的有意にプロモーターのDNAメ
チル化が減少したものは658遺伝子あったが、
このうち mRNA 発現が増加したものは 86遺伝
子(13.0%)に過ぎないことが判明した(すな
わち、DNA 脱メチル化に伴って発現増加した
遺伝子の大半は二次的・三次的な変化であろ
うと考えられた)(下図)。 

 これら、プロモーターメチル化の減少によ
って直接的に発現増加したと推測された 86
遺伝子のうち、タンパク質翻訳に関与するも
のは、翻訳伸長促進因子である eEF1A2 遺伝
子のみであった。本遺伝子は、K562 細胞にお
いて、アザデオキシシチジン暴露によって 5
倍程度に mRNA 発現が増加し、また同様にタ
ンパク質レベルでも増加することが確認さ
れた。骨髄異形成症候群患者の eEF1A2 プロ
モーターも、検討した限りでは概して強くメ
チル化を受けており、アザシチジン治療を受
けた症例では eEF1A2 遺伝子の発現が増加し
たことから、本遺伝子が骨髄異形成症候群の
貧血に関与する、DNA 脱メチル化薬標的遺伝
子のひとつであることが示唆された。 
 現在、プロモーターDNA の脱メチル化によ
って発現変化する遺伝子と発現変化しない
ものの差異を分子生物学的に解析している。
これまでに、プロモーターがメチル化されて
いても、その周辺領域のクロマチンが開いた
状態で維持されている場合、DNA 脱メチル化
が起こると発現増加する傾向にあることを
掴んでいる。これは、DNA メチル化に加えて、
活性型ヒストン修飾のH3K4me3と抑制型修飾
の H3K27me3 を ChIP シーケンス法によって解
析した結果わかってきたものであり、今後も
多方面からエピゲノム状態の変化を検証す
ることにより、DNA 脱メチル薬の薬剤効果が
期待できる症例と、他の薬剤による治療を優
先すべき症例とを予測できるようなシステ
ムの構築を進めていく予定である。また本研
究成果は現在学術論文として発表すべく、投
稿準備を進めている。 
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