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研究成果の概要（和文）：感染・炎症などの環境因子がゲノム・エピゲノム異常を誘発する。一方で、食餌性因
子が有効に作用し、異常の制御に働くとの報告もある。食餌性因子の影響評価に先立ち、我々はメチル化DNAの
定量法を検討し、バイサルファイト処理DNAを用い、Bisulfite Amplicon Sequencing (BAS)法によりメチル化率
を高精度に測定できることを明らかにした。Epstein-Barrウイルス感染関連上咽頭癌の流行地に、発病率が低い
地域があり飲茶習慣との関係が注目される。そこで茶葉ポリフェノールエピガロカテキンガレートでヒト上咽頭
癌培養細胞を処理し、DNAメチル率と遺伝子発現変化について検討している。

研究成果の概要（英文）：Environmental factors including infection and inflammation induce the 
alteration of genome and epigenome, which may lead to carcinogenesis. Several reports suggest that 
dietary factors may change the status. First, we examined methods for quantification of DNA 
methylation, and we could get DNA methylation rates of candidate genes by Bisulfite Amplicon 
Sequencing (BAS) with high accuracy. In the endemic area of Epstein-Barr virus-associated 
nasopharyngeal carcinoma, there is an area having low incidence, and their custom of drinking tea 
attract attention. So, we are checking the effects of tea polyphenol, epigallocatechin gallate 
(EGCG) on DNA methylation rates and gene expression levels in human nasopharyngeal carcinoma cell 
lines.

研究分野： 環境分子医学
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１．研究開始当初の背景 
 感染・炎症や喫煙などの環境因子がゲノム、
エピゲノム異常を誘発する。我々はこれまで
に感染・炎症関連発がんにおいて DNA 損傷
や癌抑制遺伝子の DNA メチル化が発がんと
その進展に関与することを明らかにしてき
た。 近年、がん細胞におけるゲノム、エピ
ゲノム異常に対し、有効に作用する食餌性因
子が多数存在することが明らかになりつつ
あり、食餌性因子によるがん予防の可能性を
検討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに多数の食餌性抗酸化物
質の有効性・安全性評価を行ってきた。多く
の知見の蓄積がある遺伝子損傷性を指標と
する発がん性の検出に加え、食餌性因子のエ
ピゲノム制御の視点からアプローチするこ
とで食餌性因子による有効ながん予防法を
見いだす基盤を構築することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 ヒト培養細胞を食餌性因子で処理し、DNA
メチル化状態と遺伝子発現の変化を検出し、
食餌性因子の効果を比較検討する。それに先
立ち、DNA メチル化率の測定方法の検討を
行った。候補遺伝子の探索のため、メチル化
DNA 結合蛋白で高メチル化 DNA を濃縮し、
次世代シークエンサーでゲノムワイド解析
を行い、併せて遺伝子発現マイクロアレイチ
ップにより発現低下を解析した。DNA をバ
イサルファイト処理し、bisulfite genomic 
sequencing (BGS) 法 お よ び Bisulfite 
Amplicon Sequencing (BAS)法により遺伝子
のメチル化率を比較した。簡便法として、メ
チル化 DNA 感受性・非感受性酵素処理を組
み合わせ、リアルタイム PCR により定量解
析する方法についても検討した。 
 
４．研究成果 
(1)発がんにおける幹細胞の役割 
 感染および慢性炎症などの環境因子は、発
がんのリスクファクターであり、活性酸素/
窒素種が重要な役割を果たす。活性酸素等は
DNA 損傷のみならず、エピゲノム異常にも
関与する。感染や炎症により生じる酸化的
DNA 損傷やニトロ化 DNA 損傷が組織傷害
時に再生する幹細胞におきることでがん化
することが想定される（Genes Environ. 
2017, review）。我々は胃酸逆流による炎症に
起因する Barrett 食道およびその食道癌組織
において、幹細胞マーカーCD133 陽性率が正
常組織に比べて有意に高く、CD133 陽性細胞
において酸化・ニトロ DNA 損傷が認められ
た（Mediators Inflamm. 2016）。また、
Epstein-Barr ウィルス感染上咽頭癌組織に
おいて、幹細胞マーカーCD44v6 および 
ALDH1A1 陽性細胞にニトロ化 DNA 損傷で
ある 8-ニトログアニンが生成していること
を見いだした。これらの幹細胞マーカー陽性

細胞は正常上皮細胞由来培養細胞 NP460 に
比べ、上咽頭癌由来培養細胞 HK1 において
フローサイトメーターにより有意に高率に
認められた（Mediators Inflamm. 2016）。す
なわち、炎症関連発がんにおいて幹細胞の
DNA 損傷が重要であることが示唆された。 
(2)炎症関連発がんにおけるエピゲノム異常 
 感 染 に よ る 発 が ん の １ つ と し て 、
Epstein-Barr ウィルスは国際癌研究機関
(IARC)により、ヒトに対する発がん性あり
(Group 1)と評価されている。上咽頭癌は上述
のような DNA 損傷のみならず、エピゲノム
異常が発がんに寄与することが明らかにな
ってきている。我々は、Follistatin like-1 
(FSTL1; Oncotarget. 2016)やユビキチン化
に関与する UBE2L6(Oncotarget. 2015)等の
遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化が
がんの進展に重要であることを報告した。ま
た、上咽頭癌で microRNA の発現異常を見い
だし、その中で miR-497 の低下が標的遺伝子
(ANLN や HSPA4L)の発現上昇に繋がり、発
がんに寄与することを示した(Oncotarget. 
2015)。近年、がん細胞におけるエピゲノム
異常に対し、有効に作用する食餌性因子が多
数存在することが明らかになりつつあり、ポ
リフェノールなどの食餌性因子によりエピ
ゲノム異常を解除（リセット）しようとする
際に、正確に影響評価を行う方法の確立が必
要である。 
(3) DNA メチル化率の高精度定量法の検討 
 ヒト上咽頭癌培養細胞および上咽頭癌組
織を用いて、従来用いられてきた BGS 法と
次世代シークエンサーを用いる BAS 法を比
較検討した。すなわち、バイサルファイト処
理した DNA を用いてターゲット遺伝子のプ
ロモーター領域を PCR 増幅し、BGS 法では
サブクローニング・キャピラリ電気泳動によ
るサンガー法シーケンシングにより、BAS 法
では次世代シークエンサーによりシトシン
のメチル・非メチルを識別した。BGS 法と
BAS 法との間で良好な相関が見られた。また、
BAS 法ではより高精度にメチル化率の検出
ができることが明らかになった（論文投稿
中）。さらに、メチル化 DNA 感受性・非感受
性酵素処理を組み合わせ、リアルタイム PCR
により定量解析する方法についても BAS 法
と比較し、簡便な解析方法として利用できる
かを検討している。 
(4)食餌性因子によるDNA損傷およびエピゲ
ノム異常へ効果 
 コエンザイム Q10(CoQ10)は抗酸化作用を
持ち、がんや老化の抑制効果が期待され、サ
プリメントとして摂取される。我々は CoQ10
の安全性と有効性を評価するため、健常若年
女性の協力を得て、その影響を酸化的 DNA
損傷の指標となる 8-oxodG の尿中濃度を指
標として検討した。その結果、１日 100 mg・
2 週間の摂取により、有意に尿中 8-oxodG が
低下した。すなわち、CoQ10 は摂取目安量を
守れば、安全に抗酸化作用を有する可能性が



示された(J Med Food. 2015)。 
 タイ肝吸虫は国際癌研究機関 IARCにより、 
ヒトに対する発がん性あり(Group 1)と評価
され、胆管癌のリスク因子である。我々はヒ
ト胆管癌細胞株をメラトニンで処理するこ
とで、がん細胞の増殖が抑制されることを見
いだした。メラトニンがミトコンドリア経路
を介して pro-oxidant として作用し、アポト
ーシスを誘導して胆管癌細胞を抑制する効
果があることを示した(Oncol Rep. 2015)。 
 Epstein-Barr ウイルス感染関連上咽頭癌
の流行地域の中に、上咽頭癌の発病率が低い
地域があり、飲茶習慣との関係が注目されて
いる。そこで食餌性因子のうち、茶葉ポリフ
ェノールであるエピガロカテキンガレート
(epigallocatechin gallate: EGCG)の効果を
検討した。ヒト上咽頭癌培養細胞を用いて、
EGCG で処理し、DNA メチル異常の解除と
遺伝子発現変化についてマイクロアレイチ
ップを用いて統合解析した。その結果、
EGCG によりエピゲノム異常が解除される
遺伝子候補を見いだしている。現在、これら
の候補遺伝子ががんの進展にどのように関
与するかについてさらに検討を進めており、
今後の研究進展の基礎的データを得ること
ができた。 
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