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要旨 

本研究では、Epstein-Barr virus (EBV) 感染によるエピゲノム変化の誘導の解明を

目的として、EBV 感染細胞株の DNA メチル化解析およびヒストン修飾状態解析

を行った。EBV 感染は、ごく短期間に広範な DNA メチル化をホストゲノムに引

き起こし、ヒストン修飾状態の変化も誘導していた。エピゲノム変化の標的と

なる遺伝子の発現変化は、EBV 関連胃癌の臨床病理学的、あるいは分子病理学

的特徴をよく説明した。また、転写開始点近傍まで DNA メチル化が誘導されて

いても、ヒストン活性化マークが存在するとそれ以上のメチル化は進展せず、

活性化マークが DNA メチル化の抵抗因子である可能性が示された。 
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緒言 

近年、様々な癌種において、塩基配列の変化を示すゲノム異常、遺伝子の増

幅や欠失を示すゲノム構造異常、ゲノム配列への後天的な修飾を介し遺伝子発

現を制御するエピゲノム異常、そしてそれら異常に由来する遺伝子発現異常の

存在が、統合解析により明らかになりつつある。 

胃癌では、大規模研究から、ミスマッチ修復遺伝子と関連するマイクロサテ

ライト不安定 (Microstatellite instability:MSI) や Epstein-Barr virus (EBV) 関連胃

癌といった分子生物学的性質の異なる複数のサブグループが存在していること

が示された[1]。また、臨床検体において、非癌部と癌部を比較し、両者の間で

のヒストン修飾状態に変化があることも報告された[2]。このように、正常と胃

癌の間にはエピゲノム状態の違いがあり、癌のサブタイプ間でもエピゲノム状

態の違いがあることがわかってきている。 

EBV 関連胃癌では、ゲノムワイドな超高メチル化[3]と SWI-SNF クロマチンリ

モデリング遺伝子である ARID1A の不活化[4, 5]が報告されており、EBV 感染の

エピゲノム変化誘導が考えられるが、その全容ならびに誘導機構、癌化への関

与は未だ不明である。 

本研究では、EBV 感染が引き起こすエピゲノム異常を明らかにすべく、DNA

メチル化解析およびヒストン修飾解析を行った。 
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第 1 部 EBV 感染が誘導する新規 DNA メチル化 

 

第 1 章 序論 

1.1 DNA メチル化機構と癌 

 エピゲノムとは、ゲノム配列への後天的な修飾であり、塩基配列を変えるこ

となく、体細胞分裂後も安定して保持される遺伝子発現制御機構として働く。

代表的なものとして、DNA メチル化やヒストン修飾が挙げられる[6]。 

 DNA メチル化は、DNA メチル基転移酵素 (DNA methyl transferase: DNMT)が、

S-アデノシルメチオニン (S-adenosylmethionine: SAM)をメチル基 (－CH3)供与

体として、シトシン (C)残基第 5 位にメチル基を付加し、メチル化シトシン(5mC)

を合成する反応である。5mC は、Ten Eleven Translocation (TET)により、ヒドロ

キシメチルシトシン (5hmC) へと水酸化され、連続的な酸化反応を経て、最終

的に脱メチル化される[7] (図 1)。 

 

 

図 1 DNA メチル化 (参考文献[7]より引用) 

シトシン残基第 5 位は DNA メチル基転移酵素によりメチル化される。 
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DNA メチル基転移酵素には DNMT1、DNMT3a、DNMT3b があり、DNMT1

は体細胞分裂時に、DNA メチル化の維持を担当している。de novo のメチル化は

DNMT3a/3b が責任酵素であるが、癌細胞では DNMT1 も de novo のメチル化に

働くという報告がある[8, 9]。 

DNA メチル化は、主に、シトシン残基とグアニン残基が連続する 5’-CpG-3’ 

(CpG)配列で起こる。このCpG配列は、約 40~50%のプロモーター領域において、

およそ 500bp~4kbp の短い範囲に密集して存在し、CpG アイランドを形成するこ

とが多い[10]。転写開始点プロモーター領域に DNA メチル化による 5mC が存在

すると、CpG 配列を認識する転写因子の結合は阻害され、またメチル化 CpG 結

合ドメイン (Methyl-CpG-Binding Domain: MBD) タンパク質が局在化しクロマ

チン構造が変化することで、遺伝子発現は抑制される[11]。 

適切な DNA メチル化は、胚発生やゲノムインプリンティング[12]、X 染色体

不活化[13]、細胞分化[14]、RNA スプライシングの制御[15, 16]等に必要とされる。

不適切な DNA メチル化はヒトの病気との関連性が指摘される。ゲノムインプリ

ンティング異常だけでなく、たとえば糖尿病[17]、自己免疫疾患[18]、心血管疾

患[19]、そして癌での DNA メチル化異常の報告がされている[20]。癌において

問題になるのは、癌抑制遺伝子や DNA 修復遺伝子の DNA メチル化による発現

抑制である。 
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ミスマッチ修復遺伝子である MLH1 のプロモーター領域の DNA メチル化は、

大腸癌[21]、胃癌[22]、類内膜腺癌[23]でみられ、MSI の原因となる。また、細

胞接着に関与する遺伝子である CDH1 のプロモーター領域の DNA メチル化は、

乳癌[24]、甲状腺癌[25]、胃癌[26]でよく知られている。 

そしてゲノムワイドな研究により、大腸癌[27]や胃癌[28]、神経膠腫[29]、そ

の他多くの癌[30]で、CpG アイランドの DNA メチル化で特徴づけられるサブグ

ループがあることが認識された。CpG アイランドメチル化形質 (CpG island 

methylator phenotype:CIMP)である。 

神経膠腫では、クエン酸回路系におけるイソクエン酸脱水酸化酵素である

IDH1 体細胞変異と CIMP の関連がわかっている[29]。変異 IDH1 は、2-HG を産

生し、TET 活性を阻害する。そのため、5mC から 5hmC への水酸化が起こらず、

脱メチル化されないため、CIMP が誘導される[31]。 

このように、不適切な DNA メチル化による遺伝子抑制が発癌に寄与している

こと、その中でも特徴的な DNA メチル化を呈する CIMP というサブグループが

あること、そして CIMP の責任因子は CIMP 陽性癌の治療標的となることが示さ

れている。 
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1.2 Epstein-Barr virus (EBV) 

 Epstein-Barr virus (EBV) は、ヘルペスウイルス科に属する約 184kb の 2 本鎖

DNA ウイルスであり、腫瘍ウイルスに分類される。他のヘルペスウイルス科の

ウイルスと同様に、初感染後はホスト体内に潜伏感染し、宿主の免疫抑制状態

によって再活性化する。EBV は全世界の 90%以上の成人に潜伏感染しており、

Hodgkin リンパ腫、免疫抑制状態に起こる日和見リンパ腫、NK/T 細胞性リンパ

腫や、上咽頭癌、胃癌など、様々な腫瘍への関与が指摘されている[32]。 

 EBV ゲノムはホストゲノムに組み込まれることなく、環状 DNA であるエピソ

ームとしてホストゲノムに EBNA1 を介して付着している[33, 34]。潜伏感染時は、

約 80 個程度のウイルス遺伝子のうち、数個から十数個のウイルス遺伝子のみが

発現している。ウイルス遺伝子の発現パターンから、I型、II 型、III 型潜伏感染

に分類され、それぞれに特徴的な EBV 関連腫瘍がある[32, 35]。なお、発現して

いない遺伝子は、DNA メチル化により発現が抑制されている[36]。 

 EBV 関連胃癌は、もっとも発現しているウイルス遺伝子が限定されている I

型潜伏感染で起こる。I 型潜伏感染では、C/W/Q プロモーターのうち、Q プロモ

ーター下流にある EBNA1[37]と、小分子 RNA である EBER1/2、BARTs のみが発

現している[35]。 
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1.3 EBV 関連胃癌と DNA メチル化 

EBV 関連胃癌は、癌細胞すべてに EBV が潜伏感染している癌として 1990 年

代に報告され、一連の臨床病理学的特徴を有する。日本では胃癌全体の約 7～

15%の頻度で観察されており、北アメリカでも胃癌全体の 16%[38]を占め、全世

界に目立った人種差なく分布していると考えられる。 

発症頻度が男性優位であることや、胃上部胃底腺領域に多く発生すること、

間質に高度なリンパ球浸潤を伴う低分化腺癌という組織像をとりやすいことな

ど特徴的な臨床像を呈する[39, 40]。 

EBV 関連胃癌では、ゲノムワイドな超高メチル化や[1, 3]、SWI-SNF クロマチ

ンリモデリング遺伝子である ARID1Aの不活化[5]がみられる。興味深いことに、

EBV 関連胃癌は広範囲の DNA メチル化を呈する一方で、MLH1 はメチル化され

ていない。そのため、MSIは示さず、またマイクロサテライト安定 (microsatellite 

stable: MSS)でみられる染色体不安定もみられない[1]エピゲノム異常を主体とし

た胃癌である。 

EBV 関連胃癌でみられるゲノムワイドな超高メチル化は、EBV 感染そのもの

によって誘導されていた。EBV を低メチル化胃癌細胞株 MKN7 に感染させたと

ころ、EBV を感染した MKN7 には新規 DNA メチル化が誘導され、臨床症例と

同様に、超高メチル化エピジェノタイプを呈した[3]。 

EBV 感染が発癌のどの段階に寄与しているか、いまだ不明な点は多い。 
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EBV 関連胃癌では、EBV の単クローン性の感染[41]と EBER1 の発現がほぼす

べての腫瘍細胞に EBER in situ ハイブリダイゼーションで確認される[39]のに

対して、EBV 関連胃癌の背景粘膜では EBER1 発現はみられない[42]。また、EBV

関連胃癌とその他の胃癌においては、背景胃粘膜の DNA メチル化蓄積の程度は

変わらない[43]。 

癌の一部の成分にのみ限局性に EBER1 の発現が認められたという症例もまれ

にあり[44]、もともとある癌に EBV が感染したあと EBV 感染細胞だけが選択性

に増殖したという可能性も否定はできない。しかしながら、やはり多くの EBV

関連胃癌は、増殖する腫瘍細胞のすべてに単クローン性の EBV 感染がみとめら

れることから、腫瘍化の初期段階で、EBV 潜伏感染が成立した細胞があり、そ

の細胞がクローナルに増殖することで、DNA メチル化が高度な EBV 関連胃癌と

なっていると考えられている[39]。 

 

1.4 DNA メチル化解析技法 

 ここからは、本章で用いる DNA メチル化解析技法の背景を概説する。 

1.4.1 バイサルファイト反応 

バイサルファイト反応[45]は、DNA メチル化の解析に最も汎用される方法で

ある。二本鎖 DNA を変性して一本鎖 DNA とし、バイサルファイト (重亜硫酸、

亜硫酸水素ナトリウム) 処理すると、スルホン化・加水脱アミノ化反応がおこる。
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引き続き、脱スルホン化すると、シトシン(C) はウラシル(U)に変換される。一

方、メチル化シトシン(5-mC) では、スルホン化の反応速度が非常に遅いため、

U には変換されず mC のままとなる。従って、バイサルファイト処理をしたゲノ

ム DNA を用いて PCR を行うと、5-mC は C として、C は T として認識される。

つまりバイサルファイト処理後には、非メチル化 DNA とメチル化 DNA は異な

る塩基配列を持つ(C または T)ことになる。ただし、この方法では、5mC と 5hmC

はどちらも変換されず、C として検出されてしまうことに留意する必要がある。 

 

 

 

図 2 バイサルファイト反応 

バイサルファイト反応により、非メチル化シトシン(C)はウラシル(U)へされる

が、メチル化シトシンは変換されず、PCR 反応により、非メチル化シトシンは

チミン(T) として、メチル化シトシンは C として認識される。 
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1.4.2 パイロシークエンス法 

ポリメラーゼ伸長反応時に、ヌクレオチドが取り込まれる際に放出されるピ

ロリン酸から遊離する ATP をルシフェラーゼ発光反応に用いることで、いずれ

の塩基が取り込まれたのかを定量するという原理に基づき、パイロシークエン

サーと呼ばれる特別なシークエンサーを用いる[46]。バイサルファイト処理後の

ゲノム DNA では、5-mC は C として、C は T として検出されることから、C/(C+T) 

×100(%)を計算することにより、メチル化の比率を定量する。 

 

1.4.3 Infinium ビーズアレイ[47] 

SNP 解析用として用いられるマイクロアレイプラットフォームを利用してメ

チル化率を測定する。2014 年現在では、HumanMethylation450 BeadChip (Illumina, 

San Diego, CA) が最新版であり、45 万以上ものメチル化部位を標的としてプロ

ーブの設計がなされている。バイサルファイト処理による非メチル化 DNA とメ

チル化 DNA の塩基の違いを、プローブの蛍光強度のシグナル比率として検出す

る。ゲノム領域広範に、500ng と少量の DNA 量で、比較的定量性を持って多数

のサンプルのメチル化模様を観察できる点で優れた技法である。2 種類のアッセ

イ系を使用してメチル化を検出するが、いずれの場合もメチル化、非メチル化

は蛍光シグナルとして検出され、それぞれのシグナル強度からメチル化状態を

表す β 値を算出する。 
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Infinium I アッセイでは、メチル化サイト１ヶ所に対して、メチル化 DNA

検出用プローブと、非メチル化 DNA 検出プローブを用いる。プローブは、メチ

ル化 DNA 検出用プローブの 3’-末端はシトシン塩基と、非メチル化 DNA 検出用

プローブの 3’-末端はバイサルファイト処理により変換されたチミン塩基とハイ

ブリダイズするように設計されている。ハイブリダイズ後、ラベル化 dNTP を用

いた伸長反応を行う。メチル化、非メチル化の割合は、蛍光強度のシグナル比

率から算出される。なお、用いるカラーチャンネルは単一である。対して、

Infinium II アッセイでは、メチル化サイト 1 ヶ所に対して 1 種類のプローブのみ

を用いる。そのプローブの 3’-末端は検出サイトのすぐ上流の塩基に相補的であ

る。ハイブリダイズ後の 1 塩基伸長時、メチル化 DNA ではメチル化シトシン塩

基に相補的なラベル化グアニン塩基が付加され、非メチル化 DNA ではバイサル

ファイト処理後のチミン塩基に相補的なラベル化アデニン塩基が付加される。

このときに用いるカラーチャンネルは緑と赤の 2 種類である (図 3)。 

Infinium I、II アッセイをあわせてそのカバー率は、CpG アイランドの 96%で

あり、また RefSeq 遺伝子の 99%である。検出対象となるメチル化サイトは、プ

ロモーター領域だけではなく、5’-UTR、gene body、3’-UTR、遺伝子間領域と広

範な領域のメチル化を、ゲノムワイドに観察することができる点で優れている。 

また、RNA との関連をみると、mRNA 遺伝子の 361,766 か所、non-coding RNA

遺伝子の 4,168 か所のメチル化サイトが、解析対象となっている。 
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図 3 Infinium アッセイ 

 DNA メチル化は、蛍光強度のシグナル比率として検出され、0.0-1.0 までの β

値として算出される。 
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1.5  目的 

以上を踏まえて、EBV 感染による新規 DNA メチル化誘導が EBV 関連胃癌の

発癌メカニズムに寄与していることを明らかにする目的で、解析を行う。 

 

(1) EBV 感染による異常 DNA メチル化の誘導が、正常胃粘膜上皮にも起こる

ことを示す。 

 

(2)  EBV 感染による異常 DNA メチル化誘導の開始時期、完成時期を明らかに

する。 
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第 2 章 材料と方法 

2.1 材料 

2.1.1 細胞株 

本研究では、ヒト低メチル化胃癌細胞株である MKN7 (National Institute of 

Biomedical Innovation, Osaka, Japan より購入) 、不死化胃粘膜上皮細胞株 GES1 

(Beijing Institute for Cancer Research より購入[48] ) 、また前研究において、EBV

感染後クローニングし、18 週間継代を維持して樹立したクローン MKN7_EB #1 

[3]を用いた。 

 

2.1.2 培養液 

RPMI-1640 medium (Life technologies, Carlsbad, CA) にウシ胎児血清 10% (Life 

technologies)、抗生物質(ペニシリン-ストレプトマイシン×100) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO)を加えたものを培養に用いた。遺伝子組み換え EBV 持続感染株につ

いては、上記培養液に G418 (Life technologies, Carlsbad, CA) を添加し、MKN7

感染株では 200µg/mL、GES1 感染株では 300µg/mLの濃度で添加した。 
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2.2 方法 

2.2.1  Akata システム[49] 

Neomycin 耐性遺伝子を導入した遺伝子組み換え EBV が感染している Akata

細胞(東京医科歯科大学難治疾患研究所・清水重臣教授、北海道大学遺伝子病制

御研究所・高田賢蔵教授から供与され、東京大学人体病理学教室にて経代培養

された)を用い、粘膜上皮細胞への感染実験を行った。 

遺伝子組み換え EBV 感染実験の実施にあたっては、「遺伝子組み換え生物等

の使用等の規則による生物の多様性の確保に関する法律」(平成 15 年法律第 97

号)第 13 条 1 項の規定により、第二種使用等「組み換え Epstein-Barr ウイルス感

染によるエピゲノム変異の解明」をする間に執する拡散防止措置を順守した(25

受文科振第 2172 号)。 

以下、Akata システムによる感染実験の時系列プロトコルである。まず、被感

染粘膜上皮細胞 (MKN7 および GES1) は、6 ウェルカルチャーないしは 12well

プレート (TPP, Trasadingen, Switzerland) に、1well あたり 1.0×10
5個播種した。

その翌日、Akata 細胞を最終濃度 0.5%の抗 IgG 抗体 (免疫生物研究所) で 3 時間

刺激し PBS (Phosphalate buffered Saline) での洗浄後、培養液で懸濁し 1mL 

(1.5×10
6
/mL)ずつ各ウェルに添加し、被感染細胞との共培養を開始した (day0) 。

48 時間の共培養後、PBS での洗浄を 5 回繰り返すことで Akata 細胞を除去し、
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G418 を含む新しい培養液を添加して継代を維持し、時系列サンプルの回収を行

った。 

 

2.2.2 DNA 抽出 

細胞株からの DNA 抽出は、0.25% Trypsin - 1mmol/L EDTA･4Na Solution with 

Phenol Red (Wako, Osaka, Japan) を用いて細胞を回収しペレットにした後、PBS

で懸濁し、QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて抽出した。

抽出後のDNA濃度は、Nanodrop (Thermo Scientific, Waltham, MA) にて測定した。 

 

2.2.3  バイサルファイト処理 

ゲノム DNA500ng を、EZ DNA Methylation 
TM

 Kit (Zymo research, Irvine, CA.) を

用いてバイサルファイト処理をした。最終的な溶出量は、キット含有の Elultion 

Buffer ないしは 10mM Tris-HCl (pH8.0) 80µL とした。 

 

2.2.4 PyroMarkQ24/Q96 によるメチル化解析 

パイロシークエンス法には、PyroMarkQ24/Q96 (Qiagen) を使用し、PyroMark 

Q24/Q96 ユーザーマニュアルに従って解析を行った。まず、パイロシークエン

スに用いる一本鎖 PCR 産物の調整をした。バイサルファイト処理したゲノム

DNA を、プライマーペアの片方のみ 5’末端にビオチンタグをつけ、PCR 増幅さ
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せた。PCR アンプリコンをストレプトアビジンでコーティングされたビーズに

吸着させ、アルカリ変性処理による一本鎖 PCR 産物を得た。次に、この一本鎖

PCR 産物に、シークエンシングプライマーをハイブリダイズさせ、

PyroMarkQ24/Q96 をシークエンサーとして用い、メチル化を定量的にパイログ

ラムとして観察した。 

また、EBV 感染による新規 DNA メチル化誘導のスクリーニングには、EBV

感染による超高メチル化が誘導される遺伝子群に属する EBV-マーカー (CXXC4, 

TIMP2, PLXND1) 、高メチル化胃癌でメチル化される遺伝子群に属する High-マ

ーカー (COL9A2, EYA1,ZNF365) 、低メチル化胃癌でメチル化される遺伝子群に

属する Common マーカー (AMPH,SORCS3,AJAP1) を使用した[3] 。 

 

2.2.5 Infinium ビーズアレイによるメチル化解析 

HumanMethylation450 BeadChip (Illumina)を用いた。バイサルファイト処理後の

DNA を全ゲノム増幅させ断片化し、ビーズアレイとのハイブリダイゼーション

を行い、伸長反応によって生じる蛍光シグナルを BeadArray Reader (Illumina) で

検出し、β 値を算出した。 
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2.2.6 CpG 比によるプロモーター分類 

検出標的となる CpG 周囲 500bp 以内の CpG 比と GC%を計算し、プロモータ

ー領域に設計された Infinium ビーズアレイプローブを、Weber らの提唱した 3

種類(High-/intermediate-/low-CpG) に分類した[50]。 

CpG 比=(CpG 配列の数×500) / (シトシンの数×グアニンの数) 

で計算し、CpG 比が 0.75 以上かつ GC%が 0.55 以上のプローブを high CpG プロ

ーブ (以下 high とする) 、CpG 比が 0.48 以上 0.75 未満のプローブを intermediate 

CpG プローブ (以下 intermediate) 、CpG 比が 0.48 未満かつ GC%が 0.55 未満の

プローブを low CpG プローブ (以下 low) とした。 

 

2.2.7  階層的クラスタリング 

まず、性染色体のプローブは、生理的ヘミメチル化を示すため除外した。

Infinium450K では、プロモーター領域に設計されたプローブが遺伝子毎に複数

あるため、(i) CpG ratio が一番高く、また、サンプル間での比較をより顕著に示

すと考えられるため (ii) 症例間で β値のばらつきが小さい (SD<0.05) プローブ

は除外し、1 遺伝子 1 プローブとなるようにプローブの選出を行った。また、癌

で加わる異常高メチル化は CpG 比の高い領域を標的とすることから、選出され

たプローブは (iii) High-/intermediate と low で独立してそれぞれ、フリーソフト
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ウェア Cluster3.0 を用いて階層的クラスタリングを行い、出力データは Java Tree 

View を用いてヒートマップとして可視化した。 

なお、Infinium27K によるメチル化データと 450K によるメチル化データが混

在する解析では、松坂らの 27K によるメチル化解析で使用したプローブ[3]と同

様の位置情報を持つプローブを 450K から選出し使用した。 

 

2.2.8 転写開始点周囲のメチル化状態の可視化 

1 遺伝子毎の転写開始点周囲の DNA メチル化の誘導の様子を、18 週感染後の

MKN7_EB#1 の β 値を用いて解析した。プローブ位置情報に基づき、RefSeq 遺

伝子 (hg19) の転写開始点周囲±4,000bp 以内に存在する Infinium450K プローブ

を、その遺伝子に所属するプローブとし、ヒートマップを作成した。 

 

2.2.9  RNA 抽出 

細胞株からの RNA 抽出は、RNeasy® Mini (Qiagen) を用いた。10cm ディッシ

ュにおいて 80％コンフルエントになった培養細胞に、Buffer RLT を添加し直接

溶解して、スピンカラムによる RNA 抽出をおこなった。 洗浄ステップの前に

カラム上で、RNase-Free DNase Set (Qiagen) による DNase 分解を行った。抽出後

の RNA 濃度は、Nanodrop  (Thermo Scientific) にて測定した。 
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2.2.10 マイクロアレイを用いた発現解析 

EBV 感染前の MKN7 親株 、および EBV 感染後クローニングし 18 週間培養

した MKN7_EB#1 をサンプルとし、発現アレイ解析を GeneChip® Human Genome 

U133 Plus 2.0 Array (Affimetrix, Santa Clara, CA) を用いて行った。ノーマライゼー

ションのため全プローブの中央値を 100 とした。 

 

2.2.11 遺伝子オントロジー(GO: Gene Ontology) 解析 

 Gene Ontology Consortium (http://www.geneontology.org/)は、遺伝子機能分類を

系統だて、機能を表す標準的な用語「Gene Ontology (GO) Term」としてデータベ

ース化している。発現変動遺伝子の機能は、GO 解析を行い GO Term の濃縮と

して確認した。この GO 解析には、オンライン解析ソフト Database for annotation, 

Visualization and Integrated Discover (DAVID) を用いた

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/)。 
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第 3 章 結果 

3.1 不死化胃粘膜上皮への EBV 感染による新規 DNA メチル化誘導 

正常上皮への感染を模倣するため、胃癌細胞株より正常胃粘膜上皮に近い、

SV40 不死化胃粘膜上皮細胞株 GES1 を用いて感染実験を行った。DNA メチル

化解析は、EBV-マーカー、High-マーカー、Common マーカーを代表としたパイ

ロシークエンシング法および Infinium ビーズアレイでまず評価した。MKN7 と

同様に、GES1 親株に EBV を感染させた場合でも、マーカー遺伝子のメチル化

が確認された。GES1 は不死化胃粘膜上皮細胞株であり、癌細胞株由来ではない

ため、低メチル化胃癌ですでにメチル化されている Common-マーカーのメチル

化は EBV 感染前には少なかった。EBV 感染により Common-マーカーを含めた

DNA メチル化が誘導された (図 4)。 

 

 
 

図 4 EBV 感染による GES1 への DNA メチル化誘導 

MKN7 および GES1 に EBV を感染させ、パイロシークエンスおよび Infinium

ビーズアレイを用い、樹立されているマーカー遺伝子を対象とした DNA メチル

化解析を行った。不死化正常胃粘膜上皮細胞株である GES1 にも、低メチル化胃

癌細胞株 MKN7 と同様に、DNA メチル化が新規に誘導されている。 
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次に、Infinium ビーズアレイで、DNA メチル化標的遺伝子についてゲノムワ

イドに、MKN7 と GES1 の比較を行った。EBV 感染後の GES1 で新規に DNA メ

チル化が誘導される遺伝子 (β 値：感染前<0.2 かつ感染後>0.4) を抽出し、クラ

スタリング解析を行った。EBV 感染後の MKN7_EB+と GES1_EB+はそれぞれク

ラスタリングされた。また、EBV 感染前に GES1 ではメチル化されておらず

MKN7 ではすでにメチル化がみられている遺伝子群があった (図 5：赤線部) 。 

 

 

 

図 5  MKN7 と GES1 の DNA メチル化標的遺伝子の重複 

GES1 で EBV 感染後に新たに DNA メチル化が入る遺伝子(β 値：感染前<0.2

かつ感染後>0.4))を抽出し、MKN7 感染前後、GES1 感染前後での階層的クラス

タリングを行った。感染後の MKN7 と感染後の GES1 はクラスターされる。ま

たもともと低メチル化胃癌であるMKN7でメチル化が入っている遺伝子群(図の

赤線部)も、GES1 は標的としている。 
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3.2 EBV 感染による DNA メチル化の時系列的解析 

DNA メチル化誘導の様子を明らかにするために、時系列的な DNA メチル化

解析をパイロシークエンスおよび Infinium ビーズアレイで行った。MKN7 およ

び GES1 に EBV を感染させ、EBV 感染細胞を、時系列的に全回収することで行

った。 

ウイルスゲノムは、EBV 関連胃癌でみられる I 型潜伏感染のメチル化パター

ンを示した。すなわち、C プロモーター (Cp) 、BWRF1、BFRF3 はメチル化さ

れており、EBER1、EBER2、Q プロモーター (Qp) ではメチル化がみられなかっ

た。そして、感染後 17 日の段階で、ウイルスゲノムのメチル化は完成していた。 

ホストゲノムのメチル化は、MKN7、GES1 ともに、ウイルスのメチル化完成

にやや遅れてゲノム全体で同時に開始し、感染後 4 週の段階でメチル化が完成

した。ウイルスゲノムのメチル化が先行し、続いてホストゲノムのメチル化が

同時に進展する様子と、既報告よりはるかに早い感染後 4 週でメチル化エピジ

ェノタイプが完成する様子がみられた  (図 6) 。 
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図 6 時系列的メチル化解析 

MKN7 と GES1 ともに、EBV 感染後 17 日ごろからホストゲノムの DNA メチ

ル化が開始し、4 週間程度でメチル化状態の完成がみられる。また、ウイルスゲ

ノムのメチル化はホストゲノムのメチル化に先行して開始し、完成している。 
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3.3 転写開始点周囲のメチル化状態の可視化 

3.3.1 メチル化しない CpG サイトの分布 

 転写開始点(TSS：Transcriptional Start Site) 周囲の DNA メチル化の誘導の様子

を、18 週感染後の MKN7_EB#1 の β 値を用いて解析した。メチル化されていな

いと定義する β値 0.2以下であるUプローブとメチル化されていると定義する β

値が 0.4 以上に上昇する M プローブの 2 つにプローブを分類した。新規 DNA メ

チル化誘導がされている遺伝子として、転写開始点 1,000bp 以内に U→M プロー

ブが 1 つ以上ある遺伝子を抽出したところ、9,272 遺伝子が抽出された。しかし、

転写開始点 1,000bp 以内に U→U プローブがない遺伝子を抽出すると 1241 遺伝

子であり、8,031 遺伝子は、転写開始点 1,000bp 以内でメチル化されないプロー

ブをもつ遺伝子と考えられた (図 7) 。  

 

 

 

図 7 新規 DNA メチル化誘導遺伝子の抽出 

 18 週間感染後の MKN7_EB#1 を用いた。転写開始点 (TSS)より 1,000bp 以内

で、 MKN7 親株 (WT)と EBV 感染後(EB#1)での U プローブ(β 値≦0.2)、M プロ

ーブ(β 値≧0.4)の分布により新規 DNA メチル化誘導遺伝子の抽出を行った。 
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 次に、抽出された転写開始点 1,000bp 以内でメチル化されないプローブをもつ

遺伝子 8,031 遺伝子の U プローブの分布を詳細に検討した。 8,031 遺伝子の転

写開始点 1,000bp 以内にあるすべてのプローブを用い、U→M プローブの割合を

転写開始点からの距離別にグラフ化し分布を表した。U→M プローブの割合は平

均して 37.4%となり、転写開始点近傍で平均より少なくなった。転写開始点近傍

でメチル化されないメチル化抵抗性 CpG サイトが偏在して存在することが示唆

された (転写開始点 400bp 以内 vs. 遠位 400bp以上;  P=1.6×10 
-11

(Fisher)) (図 8)。 

 

 
 

図 8 メチル化抵抗性 CpG サイトの偏在  

 メチル化される U→M プローブの割合を転写開始点 (TSS)からの距離別にグ

ラフ化すると、U→M プローブの分布は、転写開始点近傍に偏在して少なく、転

写開始点近傍は、新規 DNA メチル化誘導に抵抗する可能性がある。 



32 

3.3.2  転写開始点周囲の異常メチル化誘導パターン 

 18 週感染後の MKN7_EB#1 を用いて、転写開始点周囲の DNA メチル化状態

による遺伝子のグループ分類を行った。遺伝子は、新規 DNA メチル化誘導あり 

(Group1)、新規メチル化誘導なし (Group2, 3) 、脱メチル化誘導あり (Group4)

に分類された (図 9 ) 。 

 新規 DNA メチル化誘導がある遺伝子は、転写開始点 1,000bp 以内で U→M プ

ローブが 1 つ以上ある遺伝子と定義した。その中で、転写開始点 500bp 以内で U

→U プローブが無い転写開始点メチル化感受性遺伝子を Group1 (S)、転写開始点

500bp以内にU→Uプローブが 2連続して存在する転写開始点メチル化抵抗性遺

伝子を Group1 (R)に分類した。 

 新規メチル化誘導がない遺伝子は、転写開始点 1,000bp 以内の全プローブ数の

総和を用いて以下の 2 群に分類した。総プローブ数が M→M プローブ数と一致

する遺伝子を、もともとメチル化していてメチル化誘導がない Group3: メチル

化非対象(M)と分類した。対して、U→U プローブ数と M→M プローブ数の総和

が総数と一致する遺伝子を、もともとメチル化しておらずメチル化誘導がない

Group2: メチル化非対象(U)と分類した。 

 また、転写開始点 500bp 以内に M→U プローブが存在する遺伝子を、Group4: 

DNA 脱メチル化遺伝子と分類した。 
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図 9  DNA メチル化誘導状態別遺伝子グループ分類 

 18 週間感染後の MKN7_EB#1 の DNA メチル化状態で遺伝子のグループ分類

を行った。U プローブ (β 値≦0.2)と M プローブ (β 値≧0.4)の定義を用いて、転

写開始点 (TSS) 1,000bp 以内のプローブに着目した。DNA メチル化誘導遺伝子

は、転写開始点メチル化感受性遺伝子と転写開始点メチル化抵抗性遺伝子に分

類された。DNA メチル化非誘導性遺伝子は、転写開始点がメチル化しないまま

である遺伝子と転写開始点がメチル化を維持する遺伝子に分類された。また、

転写開始点周囲が脱メチル化する遺伝子も存在した。 

 

3.3.3  メチル化誘導状態別遺伝子グループ分類の特徴 

 18 週感染後の MKN7_EB#1 における、転写開始点周囲の DNA メチル化状態

別遺伝子グループ分類 (前項 3.3.2 参照) を用いて、それぞれのグループに所属

する遺伝子群の特徴について解析を行った。 
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 まず、転写開始点周囲に CpG Island が存在するか否かを検討した。EBV 感

染前にメチル化されていない遺伝子が所属するGroup1 (R) 、Group1 (S) 、Group2

では転写開始点 500bp 以内に CpG アイランドを持つ遺伝子が多くみられた。も

ともとメチル化されている遺伝子である Group3、Group4 に所属する遺伝子は

CpG アイランドを持たない遺伝子が多くみられた (図 10) 。 

 

 

 

図 10 メチル化誘導状態別グループ分類と CpG アイランド 

 アレイスコアがある遺伝子で、転写開始点(TSS)周囲 500bp 以内に CpG アイラ

ンドがある遺伝子数と、CpG アイランドが無い遺伝子数をそれぞれのグループ

別に棒グラフに表した。EBV 感染前にメチル化していない遺伝子が所属するグ

ループは、CpG アイランドが転写開始点周囲に存在する遺伝子が多くみられた。 
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 次に、DNA メチル化状態が EBV 感染前後で変化するグループに着目した解析

を行った。新規 DNA メチル化誘導遺伝子間でも、転写開始点メチル化抵抗性、

感受性により、遺伝子発現変動に差がみられた。すなわち、転写開始点がメチ

ル化に抵抗する Group1 (R)では遺伝子発現が維持されるのに対して、転写開始点

もメチル化される Group1 (S)では遺伝子発現が抑制されていた (P=1.6×10 
-18 

(t-test)) 。また、脱メチル化誘導が起こる Group4 では遺伝子発現が上昇する傾

向がみられた (図 11) 。 

 

図 11 転写開始点(TSS)メチル化

状態と遺伝子発現変動 

 

 転写開始点メチル化抵抗性であ

る Group1 (R)と転写開始点メチル

化感受性であるGroup1 (S)間を比較

すると、メチル化誘導後の遺伝子発

現状態に優位な差がみられた。転写

開始点メチル化抵抗性は遺伝子発

現維持に、転写開始点メチル化感受

性は遺伝子発現抑制に働いている。 

 

 

 最後に新規メチル化誘導遺伝子について、その遺伝子機能分類を解析するた

めに、遺伝子オントロジー (GO: Gene Ontology) 解析を行った。転写開始点が

メチル化に抵抗し発現を維持する Group1(R)に所属する遺伝子は、DNA 修復関
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連遺伝子(図 12 上*)(表 1)が優位に多くみられた (P=1.0×10
-10

) 。この中には、ヌ

クレオチド除去修復関連遺伝子や、相同組み替え修復遺伝子、ミスマッチ修復

遺伝子が含まれていた。また、細胞周期関連遺伝子 (図 12 上**) (表 2) も濃縮

がみられた (P=1.0×10
-8

) 。 

 転写開始点がメチル化感受性であり発現が抑制される Group1 (S)に所属する

遺伝子は、細胞増殖制御関連遺伝子 (図 12 下*) (表 3) と細胞接着関連遺伝子 

(図 12 下**) (表 4)が優位に多くみられた (P<1.0×10
-4

) 。細胞増殖制御関連は、

増殖の負の制御方向や、アポトーシスの正の制御方向に関連する遺伝子であり、

発現が抑制されることで、細胞増殖方向に働くと考えられた。  
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図 12 転写開始点メチル化状態別遺伝子オントロジー 

DNA 修復関連遺伝子は転写開始点メチル化抵抗性であり、細胞接着遺伝子は

メチル化感受性となる。 
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表 1  DNA 修復関連遺伝子 
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表 2 細胞周期関連遺伝子 
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表 2  細胞周期関連遺伝子 (続き) 
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表 3 細胞増殖制御関連遺伝子 
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表 4 細胞接着関連遺伝子 
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第 4 章 考察 

4.1 EBV 感染が誘導する DNA メチル化の時系列変化とその機構 

EBV 感染後短期間で、不死化胃粘膜上皮細胞株にも DNA メチル化が誘導され、

超高メチル化エピジェノタイプが完成することが示された。つまり、胃粘膜上

皮に EBV 感染が成立した後、短時間で DNA メチル化が完成し癌化に寄与する

可能性がある。これは、EBV 感染胃粘膜が、わずか 50 日で CDH1 のプロモータ

ー領域の DNA メチル化を伴う胃癌となったという臨床報告に一致する[51]。

H.pyroli 感染による胃発癌機構として、CagA タンパク質による細胞増殖促進[52]

や、萎縮性胃炎を背景とする非癌部粘膜への DNA メチル化の蓄積[53]が考えら

れている。しかし、今回の EBV 感染による短期間の DNA メチル化誘導は、

H.pyroli 感染による長期のメチル化蓄積とは異なる経路を持つと考えられ、独自

に胃発癌に寄与する可能性がある。 

ウイルスゲノムのメチル化が先行し、ホストゲノムのメチル化が続いてゲノ

ムワイドに同じタイミングで誘導され完成する特徴をとらえることが、潜伏感

染を取る EBV が誘導するメチル化機構の解明につながると考えられる。その一

案として、上皮細胞に存在する自然免疫機構の存在を提示する。 

外来因子に対する防御機構は、外来因子の非メチル化 CpG を、B 細胞や T 細

胞が認識することで誘導される[54]。ウイルスゲノムはその免疫防御機構から逃

れるために、ホスト細胞側のメチル化機構を誘導し、自身の非メチル化 CpG を
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メチル化して潜伏感染を完成していることが想定される。ウイルス遺伝子が最

も高度にメチル化される I 型潜伏感染関連腫瘍ではホストゲノムのメチル化の

程度は強く、ウイルス遺伝子のメチル化レベルが最も少ない III 型潜伏感染関連

腫瘍ではホストゲノムのメチル化の程度は弱いという、ウイルスゲノムとホス

トゲノムのメチル化の程度の相関からも、EBV とホストゲノムはメチル化機構

が共通していると考えられていた[55]。以上を踏まえて今回の時系列を追った実

験結果からは、EBV 感染で誘導されるホストゲノムのメチル化は、ウイルスに

より誘導されたメチル化からホストゲノムを守る何らかの防御機構が脆弱ある

いは破綻しており、通常であれば EBVゲノムのメチル化のみで完了するはずが、

ホストゲノムのメチル化まで進行してしまう可能性を示唆した。 

 

4.2 転写開始点 DNA メチル化抵抗性と遺伝子発現 

本研究では、DNA メチル化が誘導された場合においても転写開始点はメチル

化されず遺伝子発現が維持される遺伝子群と、転写開始点までメチル化される

遺伝子群があることがわかった。後者の遺伝子群は転写開始点を含むメチル化

に伴い遺伝子発現も抑制されていた。この DNA メチル化誘導パターンは、EBV

関連胃癌の特徴、つまり、低分化腺癌であることや、マイクロサテライト不安

定性を示さない分子病理学的特徴に当てはまると考えられた。具体的には、転

写開始点までメチル化されることで発現が抑制される遺伝子には CDH1 が含ま
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れており、低分化腺癌の組織型となりうることが説明できた。そして、ミスマ

ッチ修復遺伝子である MLH1 や MSH2、MSH6 がいずれもメチル化が誘導される

が転写開始点はメチル化を逃れ、DNA メチル化による発現抑制が起こらず、マ

イクロサテライト不安定性とならないと考えられた。 

細胞増殖・細胞周期に関しては、CDKN2A-CCND1-Rb 経路の遺伝子が DNA

メチル化標的遺伝子として抽出された。ただし、CCND1 は転写開始点メチル化

感受性で発現抑制方向であるが、RB1 は転写開始点メチル化抵抗性を示した。

CDKN2A-CCND1-Rb 経路では、CCND1 が Rb をリン酸化により失活させ、Rb

による抑制がはずれた活性化型 E2F-DP1 転写因子複合体が、S 期進行必要な因

子の転写を起こす。EBV 感染では、CCND1 がメチル化により抑制され、Rb 活

性化が起きず、S 期進行へと向かう因子の過剰な転写も起こっていないことが示

唆される。EBV 感染による DNA メチル化だけでは、細胞周期の大きな破綻は起

こらない可能性が考えられる。 

DNA メチル化から転写開始点を守る仕組みがあることが考えられ、今後の課

題である。第二部では、DNA メチル化から転写開始点を守る仕組みについての

研究、考察をする。 
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第 2 部 EBV 感染が誘導するヒストン修飾変化 

 

第 1 章 序論 

1.1 ヒストン修飾 

ヒストン修飾は、DNA メチル化とならぶエピゲノム機構の一つである。ヒス

トンは、H2A、H2B、H3、H4 という 4 種類のコアヒストンが、それぞれ 2 分子

ずつ集まった 8 量体である。その周囲に、147bp の DNA が巻きつきヌクレオソ

ームを形成し[56]、ヌクレオソーム間をつなぐリンカーヒストン (H1) とリンカ

ーDNA とともに[57]、クロマチンを構築している。ヒストンの N 末端はヒスト

ンテイルと呼ばれ、そのアミノ酸残基に、メチル化 (me) 、アセチル化 (ac) 、

リン酸化 (ph) 、ユビキチン化 (ub) など様々な化学修飾が加わる[58]。この修

飾により、クロマチン構造の変化や、転写因子をはじめとするタンパク質複合

体との結合性に変化が起こり、遺伝子転写制御が行われる[59]。このヒストン修

飾は、化学修飾を加えるメチル基転移酵素やアセチル基転移酵素などの修飾酵

素(writer)、脱メチル化酵素や脱アセチル化酵素などの脱修飾酵素 (eraser) 、そ

してヒストン修飾を認識するタンパク質 (reader) により調節されている[60]。 

ヒストン修飾として、ヒストン H3 に加わる修飾がよく研究されている。ヒス

トン H3 における、リシン (K) のメチル化は、修飾を受ける K やメチル化レベ

ル(me1、me2、me3) により転写活性化にも転写抑制化にも働く。例えば、転写
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開始点周囲の H3K4me3 は転写活性化の指標であるのに対して、H3K27me3 は転

写を抑制し遺伝子不活化の指標となる[59, 61]。K のアセチル化は、転写活性化

に働く[59]。 

 

1.2 ヒストン修飾と癌 

癌細胞では、正常細胞とのヒストン修飾状態の違いや予後との関連、ヒスト

ン修飾をつかさどる writer、eraser、reader の異常が報告されている[60, 62]。例

えば、writer の異常としては、H3K27 をメチル化するポリコーム抑制複合体 

(polycomb repressive complex: PRC) の構成タンパク質 EZH2の異常が有名である。

EZH2 の過剰発現は、前立腺癌、乳癌、腎癌、肺癌の予後不良因子であり、濾胞

性リンパ腫やびまん性大細胞型 B 細胞性リンパ腫では EZH2 の機能ドメインで

ある SET ドメインの活性型変異と H3K27me3 レベルの上昇が報告されている。

EZH2 の過剰発現でヒストン不活化マークである H3K27me3 が広範に入り、遺伝

子発現が不適切に抑制され、癌化や予後不良につながっていることが考えられ

る。このために、活性型変異を持つ EZH2 を治療標的とする阻害薬開発が進ん

でいる[63, 64]。このように、癌におけるヒストン修飾状態と修飾責任因子の同

定は、治療につながる可能性がある。 

 



48 

1.3 ヒストン修飾変化と DNA メチル化 

 ヒストン修飾と DNA メチル化の間には入り組んだ相互関係があることを、

数々の報告が示している。DNA メチル基転移酵素は、自身の持つドメインを介

して直接的にあるいは間接的に、ヒストンメチル基転移酵素やヒストン修飾と

相互作用できる。このために、DNA メチル基転移酵素の局在を、ヒストン修飾

が制御している可能性が指摘されている。たとえば、H3K36me3 は DNA メチル

基転移酵素 DNMT3a の PWWP ドメインとの結合能があり[65]、ヘテロクロマチ

ン領域のマークである H3K9me3 はそのメチル基転移酵素が DNA メチル化の完

成に必要であることや、ヘテロクロマチン形成タンパク質 HP1 が DNA メチル

基転移酵素 DNMT3a/3b と結合することから[66]、de novo の DNA メチル化に関

与している。反対に K4 のメチル化は、DNMT3a/3b の結合を阻害し、de novo の

DNA メチル化に抵抗すると考えられている[67]。 

 

1.4 目的 

以上の背景を踏まえて、EBV 感染によるエピジェネティックな変化の誘導と

その相互関係を明らかにする目的で、ヒストン修飾状態の解析を行う。前章で

示されたメチル化抵抗の有無に、ヒストン修飾が寄与する可能性を検討する。 
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第 2 章  

2.1  材料 

本研究では、ヒト低メチル化胃癌細胞株である MKN7 (National Institute of 

Biomedical Innovation, Osaka, Japan より購入) 、不死化胃粘膜上皮細胞株 GES1 

(Beijing Institute for Cancer Research より購入[48] ) 、また前研究において、EBV

感染後クローニングし、18 週間継代を維持して樹立したクローン MKN7_EB #1, 

MKN7_EB#2 [3]を用いた。 

 

2.2 方法 

2.2.1  クロマチン免疫沈降(Chromatin immunoprecipitation: ChIP) 

クロマチン免疫沈降は一般的な方法に準じて行った[68]。150mm ディッシュ

において 80%コンフルエントになった培養細胞に対して、最終濃度 1%となるよ

うにホルムアルデヒドを培養液中に添加し、室温で 10 分間振盪してタンパク質

の DNA への固定化 (クロスリンク) を行った。その後、最終濃度が 0.125 mM に

なるようにグリシン溶液を添加してクロスリンク反応を停止させた。氷冷した

PBS での洗浄を 3 回繰り返し、セルスクレイパーで回収し、遠心により得られ

たペレットを液体窒素で凍結して-80℃で保存、ないしはクロマチン DNA 断片

化の行程へと進んだ。 
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クロマチン DNA 断片化は、プローブ型超音波細胞破砕装置 UD-201 (Tomy, 

Tokyo, Japan) ないしは密閉式超音波破砕装置 Picoruptor (Diagenode, Liège, 

Belgium) を用い、断片が 200～500 bp 程度となるように行った。断片後、遠心 

(4°C, 13,000g, 10 分間) し得られた上清に、3mL の ChIP dilution buffer を加えクロ

マチン DNA 断片化溶液とした。この溶液に Protein A Sepharose Fast Flow (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, U.K.) または Dynabeads (Life technologies) を添加し

4℃で 30 分間ローテートして非特異的吸着を除き、ChIP 用調製液を得た。なお

調整液中、100µl は input サンプルに用いた。 

抗体とビーズを 2 時間 4℃で反応させて抗体吸着ビーズの調整を行った。

H3K4me3 (#39159, Abcam, Cambridge, MA,  2µl per ChIP) と Protein A Sepharose 

Fast Flow、H3K27ac (CMA309, 大阪大学の木村宏先生よりご提供, 2µl per ChIP)

と Dynabeads (anti-mouse)、Histone H3 (#4620, cell signaling technology, Danvers, 

MA, 2ul per ChIP) と Dynabeads (anti-rabbit) をそれぞれ抗体とビーズとして用い

た。遠心して上清の除去および洗浄をして得られた抗体吸着ビーズに、上述の

ChIP 用調整液を 1 晩 4℃でローテートさせながら抗体反応させた。 

抗体反応後のビーズは ChIP dilution Buffer による洗浄 4 回、Wash Buffer1 によ

る洗浄 2 回、Wash Buffer2 による洗浄 2 回、TE による洗浄 2 回と 300ul の Elution 

Buffer による溶出を行った。溶出液にプロナーゼを添加し (終濃度 1.5 μg/mL) 、
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42℃で 2 時間、その後 65℃で一晩ローテートさせながら脱クロスリンク反応を

行った。この際、input サンプルに対しては、RNaseA 処理による RNA 除去後、

プロナーゼを添加し、脱クロスリンク反応を行った。 

脱クロスリンク反応後、サンプル溶液に、最終濃度 0.8M となるように LiCl

を加え、Phenol/chloroform-/isoamyl alcohol (25:24:1)、chloroform/isoamyl alcohol 

(24:1) を用いたフェノールクロロホルム抽出により DNA 溶液を回収した。エタ

ノール沈殿による濃縮後 ChIP サンプルないし input サンプルは、Quantus
 TM

 

Fluorometer (Promega, Fitchburg, WI) により濃度測定が行われた。 

 

2.2.2  ChIP サンプルの濃縮確認 

得られた ChIP サンプルは、input サンプルを用いて定量的 PCR を行い、濃縮

確認を行った。各抗体の ChIP サンプルのターゲット領域の存在量を定量し、

input％を計算した。そして、ポジティブコントロールのターゲット領域とネガ

ティブコントロールのターゲット領域の比率から濃縮率を計算した。 
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2.2.3  次世代シーケンサーによる ChIP サンプルの解析 

良好な濃縮が確認できた ChIP サンプルを、NEB Next
®
 Index Primers for 

Illumina (New England biolabs, Ipswich, MA)を用いてライブラリーの作成を行い、

次世代シーケンサーHiseq1500 (Illumina) で解析した。 

 

2.2.4  シーケンスリードの解析 

Hiseq1500 によって配列決定された 50bp のシングルエンドのショートリード

をリファレンスゲノム (hg19) に Bowtie [69]で mapping し、Web ベースの解析

実行環境である Galaxy [70]での解析を行った。MACS (Ver.1.3.7.1) によって統計

学的に検定し、P 値<1e-5 の領域を有意に濃縮した領域と判定した。その他のパ

ラメータは、tag size “25”、Band width “300”、genome size “2.7e+9”、MFOLD “30”、

λlocal “5000,7500,10000”に設定した。 

 

2.2.5  転写開始点からの位置によるピークの割り当てと分類 

p<1e-5 を満たす各ピーク領域は、ピーク領域より 1,000bp 以内に存在する転写

開始点をもつ遺伝子に割り当てた。 
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2.2.6  次世代シーケンサーを用いた発現解析 

DNase 処理を行った抽出 RNA は、TruSeq RNA Sample Prep Kit (Illumina)を用

いてライブラリーの作成を行い、次世代シークエンサーHiseq1500 (Illumina)で解

析した。 

 

2.2.7  シーケンスリードの解析 

Hiseq1500 によって配列決定された 50bp のシングルエンドのショートリード

をリファレンスゲノム(hg19)に Tophat [71]で mapping し、Cufflinks [72]により発

現量の推定を行い、遺伝子毎に FPKM の値を得た。 

 

2.2.8  遺伝子オントロジー(GO: Gene Ontology) 解析 

 発現変動遺伝子の機能は、GO 解析を行い GO Term の濃縮として確認した。

このGO解析には、オンライン解析ソフトDatabase for annotation, Visualization and 

Integrated Discover (DAVID)を用いた(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) 
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第 3 章 結果 

3.1 ホストゲノムのゲノムワイドなヒストン修飾変化 

EBV 感染後、18 週間継代培養した MKN7_EB#1 ならびに#2 において、転写が

活発である遺伝子の転写開始点にみられるヒストン修飾であるヒストン活性化

マークH3K4me3、H3K27acについて、EBV感染前後での修飾状態の変化をみた。

RefSeq 21,839 遺伝子中、H3K4me3 は約 5%、H3K27ac は約 8%で修飾状態が変化

していた (図 13)。また、変化する遺伝子はクローン間で重複していた (図 14)。 

 

 

 

図 13 EBV 感染前後のヒストン修飾変化 

EBV 感染後クローニングし、18 週間培養した MKN7_EB#1 と_EB#2 では、感

染前後でヒストン修飾状態が変化する遺伝子がみられる。H3K4me3 はその修飾

を失う遺伝子が多く、H3K27ac は新たに修飾を受ける遺伝子が多くみられる。 
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図 14 遺伝子の重複関係 

MKN7_EB#1、_EB#2 で、

ヒストン修飾変化の対象とな

る遺伝子は重複がみられる。 

 

 

 

 

MKN7_EB#1 を用いて、ヒストン修飾変化が起こる遺伝子機能を解析するため、

遺伝子オントロジー(GO: Gene Ontology) 解析を行った。H3K4me3 消失が起こる

遺伝子の多くは、発達分化に関与する遺伝子と細胞接着関連遺伝子であった。

一方、H3K27ac 消失が起こる遺伝子の多くは、細胞増殖関連遺伝子であった。

細胞増殖関連遺伝子には、負の細胞増殖抑制に働くとされる btg1、DCUN1D3、

Apbb2、CDKN2A、CCDC85B、DAB2、nppb、NRP1、SEMA4F、Tnk1 が含まれて

いた (図 15)。活性化マークの消失により、発癌に優位となる可能性が考えられ

た。 

H3K4me3 の獲得は、炎症細胞の走化性に関わる遺伝子に認められ、上皮細胞

系においても、ウイルス感染によるシグナル系が活性化することを示唆すると

考えられた。H3K27ac の獲得は細胞増殖関連遺伝子に認められたが、この中に

は正および負の両方向の細胞増殖調節が含まれていた (図 16)。
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図 15 ヒストン活性化マークが消失した遺伝子の遺伝子オントロジー 

  MKN7_EB#1 を用いた遺伝子機能分類を行うと、H3K4me3 消失が起こる遺伝

子は、発達分化に関与する遺伝子と細胞接着関連遺伝子が多く、H3K27ac 消失

が起こる遺伝子は、細胞増殖関連遺伝子に多い。 
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図 16 ヒストン活性化マークを獲得した遺伝子の遺伝子オントロジー 

  MKN7_EB#1 を用いた遺伝子機能分類を行うと、H3K4me 獲得が起こる遺伝子

は、炎症細胞の活性化因子にみられ、H3K27ac 獲得が起こる遺伝子は、正およ

び負の両方向の細胞増殖調節遺伝子にみられる。 

 

3.2 ヒストン修飾変化と遺伝子発現 

 EBV 感染前 MKN7 親株と感染後 18 週間培養した MKN7_EB#1 において、ヒ

ストン修飾変化を起こす遺伝子群とその発現状態の比較を、マイクロアレイデ

ータを用いて行った。 

MKN7 親株でヒストン活性化マーク H3K4me3、H3K27ac がある遺伝子群は、

親株でヒストン活性化マークがない遺伝子群と比較し、発現が高い傾向にあっ
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た。これは、ヒストン活性化マークを持つ遺伝子は active な遺伝子であるという

知見に合致している。 

 次に、MKN7 親株でヒストン活性化マークを持つ遺伝子群にのみ着目し、EBV

感染後も活性化マークを維持するか、または消失するかで親株での遺伝子発現

状態の比較を行った。ヒストン活性化マークを感染後も維持する遺伝子群と比

較して消失する遺伝子群は、親株での遺伝子発現が低い傾向にあった。このこ

とから、ヒストン活性化マークの消失は、inactive な遺伝子に起きやすいと考え

られた。また、ヒストン活性化マークの獲得は、遺伝子発現上昇と関連してい

た。このことから、EBV 感染により活性化マークを獲得し、その発現が active

となり発現が誘導される遺伝子群の存在が示唆された (図 17) 。 

 また、DNA メチル化の誘導対象とならない遺伝子の発現変動ヒストン修飾状

態変化みると、ヒストン活性化マークの消失は、発現が減少する遺伝子に濃縮

がみられ、活性化マークの獲得は発現が増加する遺伝子に濃縮がみられた (図 

18) 。 

以上から、EBV 感染によりヒストン活性化マークを獲得し遺伝子発現が上昇

しうる遺伝子群があること、および、遺伝子発現抑制に働く DNA メチル化が誘

導されない遺伝子でも、ヒストン活性化マークを消失することにより遺伝子発

現を抑制されうることが明らかとなった。 
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図 17 ヒストン修飾状態変化と遺伝子発現 

EBV感染前MKN7 親株(WT)と感染後 18週間培養したMKN7_EB#1を用いた

遺伝子発現アレイスコアを棒グラフで示す。親株での発現レベルをみると、ヒ

ストン活性化マークがある遺伝子は、ない遺伝子に比べて、親株での遺伝子発

現レベルは高い。ヒストン活性化マークを消失する遺伝子は、ヒストン活性化

マークを維持する遺伝子に比べ、親株での発現が低い。また、EBV 感染後のヒ

ストン活性化マークの獲得は、遺伝子発現の上昇と、ヒストン活性化マークの

消失は、遺伝子発現の低下と関連している。 

 

 

図 18 ヒストン修飾による発

現制御 

 

DNAメチル化が誘導されず非

メチル化状態を保つ遺伝子で

は、ヒストン活性化マークの獲

得は、遺伝子発現が上昇する遺

伝子に濃縮がみられ、活性化マ

ークの消失は、遺伝子発現が減

少する遺伝子に濃縮がみられ

る。 
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3.3 DNA メチル化とヒストン修飾変化の相関 

EBV 感染がヒストン修飾にも影響を及ぼすこと、またヒストン修飾状態で遺

伝子発現が制御されていることがわかった。最後に、ヒストン修飾状態と、DNA

メチル化の相関関係を検討した。EBV 感染前 MKN7 親株と感染後 18 週間培養

した MKN7_EB#1 の DNA メチル化状態 (第 1 章 3.3.2 参照) とヒストン修飾状

態を用いて解析を行った。 

EBV 感染後、転写開始点メチル化抵抗性遺伝子群 Group1 (R) と、転写開始点

メチル化感受性遺伝子群 Group1 (S) について、ヒストン活性化マークの状態を

比較した。転写開始点メチル化抵抗性遺伝子群は、EBV 感染後にヒストン活性

化マークである H3K4me3/H3K27ac が存在している遺伝子が優位に多かったの

に対し、転写開始点メチル化感受性遺伝子群ではヒストン活性化マークが存在

しない遺伝子が多かった。転写開始点メチル化抵抗性遺伝子群は、EBV 感染前

後で優位に活性化マークを維持しており、転写開始点メチル化感受性遺伝子群

は、EBV 感染前から優位にヒストン活性化マークが不在であった。興味深いこ

とに、ヒストン活性化マークが抜ける遺伝子は転写開始点メチル化感受性を示

していた (図 19)。具体的には、転写開始点メチル化抵抗性遺伝子であったミ

スマッチ修復遺伝子は、転写開始点近傍でヒストン活性化マークを維持してい

た(図 20) 。転写開始点メチル化感受性であった CDKN2A (p16) はヒストン活性
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化マークを消失する遺伝子であった (図 21) 。また、EBV 感染前の親株でヒス

トン抑制性マークである H3K27me3 を有する遺伝子は、転写開始点メチル化感

受性遺伝子に 多くみられていた (図 22) 。 

DNA メチル化とヒストン修飾の関係では、DNA メチル化が誘導される場合に

はヒストン活性化マークが不在あるいは消失する傾向にあること、一方で DNA

メチル化が誘導されないあるいは転写開始点で抵抗する場合には、ヒストン活

性化マークの維持が重要であることが示された。以上から、ヒストン活性化マ

ークは DNA メチル化抵抗性に働くと考えられた。さらに、もともとヒストン抑

制性マークである H3K27me3 マークをもつ遺伝子が、転写開始点メチル化感受

性遺伝子となりやすい可能性が示唆された。 
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図 19 DNA メチル化パターンとヒストン修飾状態変化の相関 

 DNA メチル化状態とヒストン活性化マークの状態ごとの遺伝子数で示す。  

転写開始点メチル化抵抗性遺伝子Group1 (R) と感受性遺伝子Group1 (S) で遺伝

子数の比較を行うと、活性化マークが感染前に存在することは転写開始点メチ

ル化抵抗性に、存在しないことは転写開始点メチル化感受性に、優位に働くこ

とが示される。また活性化マークを感染後に消失する遺伝子は、転写開始点メ

チル化感受性に多くみられる。 
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図 20 ミスマッチ修復遺伝子のヒストン修飾状態 

 転写開始点メチル化抵抗性遺伝子であったミスマッチ修復遺伝子 MSH6 や

MLH1 は転写開始点近傍で活性化マークを維持している。 

 

 

 

図 21 CDKN2A(p16)のヒストン活性化マークと DNA メチル化 

 転写開始点メチル化感受性遺伝子であった CDKN2A (p16)は DNA メチル化が

誘導され、ヒストン活性化マークの消失がみられている。 
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図 22 EBV 感染前 H3K27me3 ピーク数と転写開始点メチル化誘導 

 感染後 18 週間培養した MKN7_EB#1 を用いたメチル化状態の分類ごとに、

EBV 感染前 MKN7 親株 (WT)での H3K27me3 ピーク数を表す。転写開始点メチ

ル化感受性である Group1 (S)に所属する遺伝子には。感染前にヒストン抑制性マ

ークである H3K27me3 ピークが多くみられる。 
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第 4 章 考察 

EBV 感染後 18 週間経過した低メチル化胃癌細胞株 MKN7 では、異常 DNA メ

チル化だけではなくヒストン修飾変化も誘導されていた。ヒストン修飾変化は

遺伝子発現と相関しており、特にヒストン活性化マーク H3K4me3 の消失は、細

胞接着遺伝子群に多くみられ、癌化との関連が推察された。ただし、H3K27ac

の変化は、細胞増殖の正の抑制、負の抑制どちらの遺伝子にもみられており、

EBV 感染は細胞増殖に複雑な影響を与えていると推察された。 

DNA メチル化とヒストン修飾の関係として、 (1)ヒストン活性化マークが転

写開始点に存在する場合、転写開始点はメチル化されず遺伝子発現が保たれる

こと、(2) DNA メチル化はヒストン活性化マークがない、あるいは抜ける遺伝子

に起こりやすいこと、(3) H3K27me3 でマークされている遺伝子は、DNA メチル

化が起こりやすいこと、(4) 脱メチル化が起こる遺伝子が存在すること、が示さ

れた (図 23)。  
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図 23 EBV 感染後のエピゲノム変化  

 EBV 感染後、ホストゲノムで誘導される DNA メチル化とヒストン修飾変化に

ついて図中(1)～(4)が起こっていた。ヒストン脱修飾酵素や DNA メチル基転移

酵素などのエピゲノム修飾因子の相互作用が考えられる。 

 

まず、ヒストン活性化マークの DNA メチル化抵抗性に関して考察する。ヒス

トン活性化マークの存在による DNA メチル化抵抗性は、不活化している遺伝子

でも H3K4me2 がプロモーターに残存すると DNA メチル化レベルが低くなりヒ

ストン H3K4 のメチル化が de novo の DNA メチル化に抵抗する可能性があると

いう報告[50]に合致する。ヒストン H3 のアセチル化が CpG アイランドを特徴づ

けているという報告[73]から、H3K27ac も DNA メチル化に影響を与えることが

考えられていたが、本研究では、H3K27ac も H3K4me3 とともに、DNA メチル
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化抵抗性に働くことが示された。さらには、転写開始点 近傍 500bp 以内まで

DNA メチル化が誘導されていても、ヒストン活性化マークが存在することで転

写開始点はメチル化されず、遺伝子の発現は維持されるという点で、ヒストン

活性化マークが DNA メチル化抵抗性をより増強する可能性を強く示唆する。 

DNA メチル化は、ヒストン抑制性マークである H3K27me3 を有する遺伝子に

起こりやすい傾向がみられた。これは、発生・分化の段階、また癌において、

H3K27me3でマークされている遺伝子にDNAメチル化が起こりやすいという報

告[74]に合致する。H3K27me3 のメチル化をつかさどる EZH2 が、DNA メチル

基転移酵素のリクルートに関与するためだと考えられている[75]。 

DNA メチル化と活性化マークの消失に関しての結果について考察を加える。

H3K4me3 の消失が DNA メチル化の下地になる可能性としては、H3K4 のメチル

化が、DNA メチル基転移酵素 DNMT3a/3b の結合を阻害し、de novo の DNA メ

チル化に抵抗するという報告があげられる[67]。H3K4 のメチル化が消失するこ

とにより、DNA メチル基転移酵素の結合能があがり、結果として DNA メチル

化が誘導される可能性は興味深い。また、マークの消失と DNA メチル化誘導に

関しては、K4 脱メチル基酵素 LSD1 が低酸素刺激下で誘導され、H3K4 の脱メ

チル化の結果としてMLH1のプロモーター領域のDNAメチル化が起こったとい

う in vitro 実験も報告されている[22]。この LSD1 は、ヒストン修飾変化による
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DNA メチル化誘導だけではなく、DNA メチル基転移酵素 DNMT1 自身のリシン

(K)残基を脱メチル化し、DNMT1 の安定化に働くという報告もある[76]。今回、

EBV 感染という刺激により、LSD1 が誘導され、H3K4 脱メチル化、あるいは

DNMT1 のリシン残基脱メチル化が起こった可能性が推察される。 

ヒストン活性化マークの消失が DNA メチル化の下地となるか、あるいは、

DNA メチル化が誘導され遺伝子が不活化するために活性化マークが消失するか

は実験的には、ヒストン修飾変化をより短期間で時系列的に解析すること、お

よび、DNA メチル基転移酵素やヒストン修飾変化責任酵素をノックダウンした

ときのエピゲノム修飾変化をみることで証明が可能であり、今後の課題である。 

また、本研究では、何がゲノムワイドに、ヒストン修飾酵素や DNA メチル基

転移酵素を誘導し局在変化を起こしているのかが、問題として提起された。ウ

イルス潜伏膜タンパク質である LMP は DNA メチル基転移酵素の転写量や活性

を上昇させ、EBNA はヒストンアセチル化修飾酵素やクロマチンリモデリング

因子と相互作用を持つことが報告されている[77]。胃癌においては、LMP2A が

STAT3 シグナルを介して DNMT1 の活性化をするといわれている[78]。しかし、

これは特定の遺伝子に着目した研究で、ゲノムワイドなエピゲノム変化はみて

おらず、その相関関係については考慮されていない。今回、新たにわかった DNA
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メチル化の誘導時期、および DNA メチル化とヒストン修飾の相互関係は、EBV

関連胃癌で起こるエピゲノム変化の責任因子を探索する鍵となるはずである。 
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総括 

EBV 感染により、DNA メチル化とヒストン修飾変化が、ホストゲノムに誘導

されることを示した。その誘導にはウイルス感染によって起こされる特異なメ

カニズムが関わると考えられた 

本研究では、Infinium ビーズアレイの解析方法を工夫することにより、遺伝子

ごとの DNA メチル化を可視化し、メチル化パターンを分類することが可能とな

り、DNA メチル化にも転写開始点まで完全にメチル化され遺伝子発現が抑制さ

れる遺伝子と、転写開始点はメチル化に抵抗し遺伝子発現が維持される遺伝子

があることがわかった。DNA メチル化による遺伝子発現抑制は、EBV 関連胃癌

の組織学的、分子病理学的特徴の形成に寄与すると考えられた。 

また、EBV 感染によって引き起こされる DNA メチル化はヒストン修飾との相

関関係があり、DNA メチル化に抵抗するホスト側の因子としてヒストン活性化

マークの存在が示唆された。おそらくウイルス感染で誘導される因子により起

こされると考えられる活性化マークの消失は、完全な DNA メチル化と関連して

いた。 

今後は、この責任因子の探究を行うことで、EBV 関連胃癌の特徴のみならず、

一般的なエピゲノム制御機構の解明につながると考えられる。 
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Buffer 組成 
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プライマー配列 
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