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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年DNAの能動的脱メチル化に関与することが報告された酵素が、酸化ストレ
スに対しどの様な発現変動を示し、発現誘導された酵素がDNAの脱メチル化に関与するか検討を行った。その結果、酸
化ストレス剤であるパラコートがDNA脱メチル化に関与するAidの発現を強く誘導することが明らかになった。また、Ai
dを過剰発現させた細胞を解析した結果、数種類の遺伝子の発現誘導が認められたことから、これらの遺伝子の活性化
にDNAの脱メチル化が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effects of oxidative stress on DNA methylation 
and the expression of active DNA demethylation related genes. The results of this study showed that paraqu
at-induced oxidative stress increased the expression of Aid, which is DNA demethylation related gene. Furt
hermore, over-expression of Aid increased some genes expression. Taken together, these results may suggest
 that the oxidative stress-induced activation of Aid is involved in those genes activation through the DNA
 demethylation. Further analysis of promoter methylation of Aid-activated genes will help to understand th
e effect of oxidative stress on DNA methylation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
近年、DNAのメチル化異常を含めたエピジ
ェネテッィクな因子による遺伝子発現の変
化が、様々な疾患に関与することが報告され
ている。実際に、がんではゲノム DNA 全体
のメチル化量が減少し、特定の癌抑制遺伝子
プロモーターが高メチル化されることが報
告されており、グローバルなメチル化の低下
は、染色体構造の不安定化や転写因子の再活
性化を通して、癌の進行を促進しうることが
報告されている。エピジェネティック修飾の
一つである DNA のメチル化は、遺伝情報の
発現抑制機構として遺伝子の突然変異と同
様に重要な役割を担っており、DNAのメチル
化状態は DNA のメチル化と脱メチル化のバ
ランスにより厳密に制御されていると考え
られる。メチル化に関しては、DNAメチル基
転移酵素（Dnmts）が CpGジヌクレオチドの
シトシンの 5 位の炭素にメチル基を付加し、
5-メチルシトシン (5-meC) とすることによ
って起こることが知られている。一方、DNA
の脱メチル化に関しては、近年 Ten-eleven 
translocation (Tet) ファミリーや Activation 
induced cytidine deaminase (Aid)、apolipoprotein 
B mRNA editing enzyme, catalytic 
polypeptide-like (Apobec) 等の酵素反応によ
り生じた修飾塩基の除去修復を介した DNA
の能動的脱メチル化機構の存在が報告され
たことから、今後 DNA メチル化異常の誘発
メカニズムを解析するうえで、能動的脱メチ
ル化機構の関与を検討する必要があると考
えられる。 

DNAメチル化異常の誘発要因としては、こ
れまでに老化や慢性炎症、喫煙などが挙げら
れており、これらの要因は酸化ストレスとの
関連が深く、酸化ストレスが DNA メチル化
異常誘発に関与することが示唆される。しか
し、酸化ストレスが、どの様なメカニズムに
より DNA のメチル化異常を誘発するかにつ
いては未だ明らかにされていない。そこで本
研究では、酸化ストレスが DNA メチル化異
常誘発に及ぼす影響について、DNA脱メチル
化機構の関与も含め検討する。 
 
２．研究の目的 

 
近年、Tetファミリー、Aid及び Apobec等
の酵素反応により生じた修飾塩基の除去修
復を介した DNA の能動的脱メチル化機構の
存在が報告されたが、DNA の脱メチル化が
DNA メチル化異常に関与するか否かについ
ては未だ十分に検討されていない。そこで本
研究では、DNAメチル化異常の誘発要因と関
連が深い酸化ストレスに対し、これらの DNA
脱メチル化関連酵素がどの様な発現変動を
示し、その発現変動が実際に DNA のメチル
化に影響するか否か検討することを目的と
する。 
 

３．研究の方法 
 
 マウス肝臓由来の Hepa1c1c7細胞に酸化ス
トレスを誘発する化学物質である H2O2、
tert-butylhydroperoxide (t-BHP)、パラコート及
び酸化ストレス応答遺伝子の活性化に関与
する Nrf2-ARE シグナル経路を活性化させる
tert-butylhydroquinone (t-BHQ) 等を細胞に曝
露し、DNA脱メチル化関連酵素の遺伝子発現
解析をリアルタイム PCRにより行った。また、
特に発現誘導が認められた DNA 脱メチル化
関連酵素に関しては、過剰発現を行い、どの
様な遺伝子の発現が影響を受けるかマイク
ロアレイにより網羅的解析を試みた。 
 
４．研究成果 

 
まず、どの様な酸化ストレスが DNA 脱メ
チル化に関与する酵素の発現を誘導するか
検討するために、酸化ストレスを誘発する化
学物質である H2O2、t-BHP、パラコート及び
Nrf2-ARE シグナル経路を活性化させる
t-BHQ等を Hepa1c1c7細胞に曝露し検討を行
った。その結果、酸化ストレス剤であるパラ
コートが能動的脱メチル化に関与すること
が報告されているAid及びApobec1の遺伝子
発現を強く誘導することが明らかになった
（図 1）。一方、DNAのメチル化を担う Dnmt1, 
Dnmt3bの遺伝子発現量に変化は認められず、
Dnmt3a が僅かに減少したのみであった（図
2）。このことから、Dnmtsの発現抑制による
DNA メチル化への影響は少ないと考えられ
た。 

 
次に、パラコート曝露がグローバルな DNA
メチル化量に与える影響を検討するために、
パラコート曝露による Aidの発現誘導が認め
られた細胞から DNA を抽出し、5-meC 量を
LC-ESI/MS法により厳密に定量解析した。そ
の結果、DNA 中の 5-meC 量は動物組織を用
いた解析では安定した値が得られるが、培養
細胞では培養ごとに対照群の 5-meC 量が変
動し、安定した値が得られなかった。この原
因としては、培養細胞の細胞分裂が動物組織
に比べ盛んであること等が考えられたが、現

図 1 パラコート曝露によるAidとApobec1の遺伝
子発現変化 

図 2 パラコート曝露によるDnmtsの遺伝子発現変化 



在のところ不明である。そこで、グローバル
な DNA メチル化と対応すると考えられてい
る Long interspersed element 1 (L1) の遺伝子
発現解析を行ったところ、パラコート曝露に
よる L1 遺伝子の有意な発現増加が認められ
た。このことから、パラコート曝露によるグ
ローバルなDNAの低メチル化が示唆された。
実際に、バイサルファイトシークエンスによ
り L1の DNAメチル化状態を解析した結果、
パラコート曝露群で L1 のプロモーター領域
が低メチル化傾向にあった（図 3）。このこと
から、パラコート曝露による酸化ストレスが
グローバルな DNA の低メチル化を誘発して
いることが示唆された。 

 

 
更に、パラコート曝露により誘導された

Aid がどの様な遺伝子の活性化に関与するか
検討するために、マイクロアレイを用いた網
羅的な遺伝子発現解析を行った。Aid を過剰
発現させた細胞及びパラコート曝露により
Aid の発現が誘導された細胞の遺伝子発現解
析を行った結果、Aid を過剰発現させた細胞
及びパラコート曝露により Aidの発現が誘導
された細胞で共通した 12 遺伝子の発現誘導
が認められた。このことから、今回活性化が
認められた 12 遺伝子が、酸化ストレス剤で
あるパラコートにより発現誘導された Aidに
よる脱メチル化を受けている可能性が考え
られた。今後、活性化が認められた 12 遺伝
子の DNA メチル化状態を詳細に解析するこ
とで、酸化ストレスが DNA メチル化に及ぼ
す影響について明らかにされることが期待
される。 
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図 3 L1のプロモーター領域のメチル化状態 
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