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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

生体内ガス状分子の一つとして知られてい

る一酸化窒素（NO）はアルギニンを基質として

NO合成酵素を介して産生される．生理的条件下

では，一過性に適量産生され，神経伝達や血圧

調節などに深く関与している．一方，炎症時や

神経変性疾患などでは，持続的かつ多量の NO

が産生され，病態形成を招くことも報告されて

いる．これまで，私たちは NO の生体内標的の

同定を検討してきた．その候補因子として数種

のエピゲノム調節酵素の単離に成功した．そこ

で，これらの刺激（ストレス）による遺伝子発

現への影響を調べたところ，発現レベルが上昇

あるいは下降するものがそれぞれ存在するこ

とがわかった．そこで，今回は NO 刺激によっ

て発現レベルが変化する遺伝子の同定とゲノ

ムレベルにおける DNAメチル化／脱メチル化状

態を調べることを目的とした． 

[1-2]研究の方法・経過 

  ヒト胃がんモデル細胞をはじめとする各種

株化がん細胞に NO ドナーを作用させ，トータ

ル RNA およびゲノム DNAを回収した．トータル

RNAから mRNAを精製し，RNA-seq解析に供した．

一方，DNAは約 200 bpに断片化し，このサンプ

ルにアダプターをライゲーションした．その後，

バイサルファイト変換を行い，ライブラリー作

成用のプライマーを用いて PCRを行った．精製

後，次世代シークエンサーで解析した． 

 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 本研究を開始する以前は，ストレス負荷によ

って脱メチル化される部位が検出されると推

定していた．しかしながら，数回に渡って試行

した限り，明確な部位は特定することができな

かった．そこで，改めて，ストレスの強度を上

げてみたが，それによって細胞生存率が低下す

ることがわかり，より詳細な条件検討が必要で

あることがわかった．そこで，今年度はまず最

適な細胞の選定とストレス強度に関して予備

検討を種々行なった．その結果，NO濃度と処理

時間が定まり，サンプル調製後に解析に供した．

興味深いことに，細胞種間ではハウスキーピン

グ様の遺伝子の発現はほとんど変化せず，臓器

特異的な遺伝子に変化が観察された．さらには，

中心的に進めている HeLa 細胞においては，再

現性を得るために，n=3 で試行して，現在詳細

な解析を行っているところである．加えて，同

条件で刺激した細胞からゲノム DNA を調製し，

ターゲットバイサルファイトシークエンスに

供し，メチル化・脱メチル化状態を検討してお

り，現在，データ解析を依頼しているところで

ある． 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 これまで，ゲノム DNAメチル化変化を解析し

てきたが，ゲノムワイドに変化する部位の特定

には至らなかった．詳細な条件検討が必要であ

ることが示唆されたことから，まずは，発現レ

ベルが変化する遺伝子を探索することを目指

した．その結果，HeLa 細胞に NO 処理すること

で，およそ 1200 種の遺伝子発現レベルが上昇

することがわかった．現在，この遺伝子上流を

重要ターゲットとし，DNA メチル化を解析して

いる．この２つの情報をリンクさせることによ

り，酸化ストレスの遺伝子発現への影響を分子

レベルで明らかにすることが可能になると考

えられる．  
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【4】今後の課題等 

 今回，HeLa 細胞において NO によって発現が

上昇する遺伝子を特定することに成功した．現

在，初期的に DNA脱メチル化部位の網羅的解析

を行なっているが，両者が一致するか否かは不

明である．まずは，ゲノムにおいてどのくらい

の脱メチル化が観察されるかを検討する必要

がある．また，タイムコースが必ずしも一致し

ない可能性も考えられるため，網羅的な解析だ

けに依存した研究は適さないこともある．従っ

て，個々の遺伝子に関して，発現レベルを qPCR

で確認し，バイサルファイトシークエンス法か

ら遺伝子上流の DNAメチル化状態を探るような

アプローチが必要であると考える．これまでに

実施してきた研究を介して，コスト面を無視す

れば，再現性を担保するためにも，刺激後各時

間および濃度依存性を最低 n=3のサンプルを用

意し，アッセイすることが重要と思われる． 


