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研究成果の概要（和文）：臨床において癌遺伝子を標的化するためには正確なエピゲノム情報に基づいて効果的
な創薬の展開を図ることが重要である。そこで本研究では、網羅的なトランスクリプトーム解析の手法を用い
て、癌遺伝子c-MYCにより制御されるヒストン脱メチル化酵素を標的候補として抽出した。その結果、ヒストン
のメチル化修飾系が重要であること、さらにその標的としてNO66が消化器癌において重要な役割を果すこと、さ
らにMYC-NO66を標的とした創薬により難治癌を克服できる可能性を示し、そのための基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：To target an oncogene in clinical setting, it is important to develop 
effective drug discovery based on the accurate information in epigenome. In the present study, the 
histone demethylating enzyme controlled by oncogene c - MYC was identified as a target candidate by 
using the comprehensive transcriptome analysis method. As a result, it was shown that histone 
methylation modification system was important and that NO66 played an important role in 
gastrointestinal cancer as its target. Furthermore we showed that it was possible to overcome 
refractory cancer by drug discovery targeting MYC - NO 66, for which we constructed the foundation.

研究分野： 腫瘍内科学
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１．研究開始当初の背景 
Q．そもそも、なぜエピゲノムを標的とする
のか？ A. 治療抵抗性克服のため 
癌細胞は heterogeneity（不均一性、多様性）
を持った細胞群であると同時に、抗癌剤など
に対抗してしなやかにその性質を変える、可
塑性の高い集団である。抗癌剤耐性の一部は、
２次的な遺伝子変異で説明されるが、多くの
抗癌剤に対する耐性獲得の鍵を握るのは
DNA やヒストンメチル化、アセチル化を始
めとするエピゲノム修飾である。単分子を標
的とする分子標的治療は一定の成果を収め
てきたものの、いまだ決定的な治療の切り札
とはならない。その背景には癌細胞の驚くべ
き可塑性による薬剤耐性獲得のメカニズム
があり、これを克服するためにはそのダイナ
ミズムそのもの、つまりエピゲノムを標的と
しなければならないと考えた。 
 
Q．なぜ数あるヒストン修飾因子の中で
NO66 なのか？ A.癌遺伝子への選択性を狙
う 
ヒストン修飾因子は、その網羅性ゆえ様々な
標的に作用するため、正常細胞に対する影響
や癌遺伝子以外への作用が懸念される。本研
究で注目するヒストン脱メチル化酵素
NO66(別名 C14orf169,MAPJD)は、様々な癌
種で発癌・癌進展に中心的な役割を果たす癌
遺伝子 c-MYC と協調してクロマチン制御に
関わることが知られている。また最近では癌
の悪性化に重要な役割を果たすポリコーム
複合体 PRC2 とゲノム上で会合し、お互いの
相乗効果をもたらすことが報告されている
(Nat structural & Mol Biology, 2012, Mol 
Cancer Ther 2007)。これら癌遺伝子との密
接な関わりは癌での発現特異性を示唆する。
実際にわれわれの研究から正常組織ではほ
とんど検出されない NO66 が大腸癌組織で
高発現していることが確認された。 
 
２．研究の目的 
網羅的なトランスクリプトーム解析の手法
を用いて、80 種類以上ある 2-OG 依存性酵
素群の中から、 癌遺伝子 c-MYC により制御
さ れ る ヒ ス ト ン 脱 メ チ ル 化 酵 素 
NO66(MAPJD)を標的候補として抽出した。
本研究では、NO66 の癌エピゲノムに及ぼす
影響を詳細に明らかにするとともに、NO66 
を標的とする創薬にむけて系の作動まで展
開する。MYC-NO66 を基軸とする癌特異的
エピゲノム制御の全体像が明らかとなれば、
癌の進展・転移、ならびに治療抵抗性獲得の
新たなメカニズムの解明、ひいては革新的な
治療開発につながる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
NO66 が癌エピゲノムに与える影響をより詳
細に明らかにするために、 NO66 の強制発現、
抑制系(レンチウイルスシステム、RNAi 干渉
系を用いる)を用い、NO66 の発現が変化した

状態でのエピゲノムのプロファイリングを
行 う 。 各 種 ヒ ス ト ン メ チ ル 化 抗 体
(H3K4m0/1/2/3、H3K36m0/1/2/3)でクロマチ
ン免疫沈降後シークエ ンス(ChIP-seq)する
と同時に、様々なバラエティーが想定される 
NO66 によるヒストン修飾を網羅的 に検出
するために、液体クロマトグラフィー質量分
析 (LC-MS/MS) によるヒストン修飾の検出
を行った。さらにこれらのデータにトランス
クリプトームの情報を統合し解析すること
で、NO66 が制御する癌エピゲノムの全体像
を明らかにした。 
 
４．研究成果 
NO66 の新規ターゲットに関して、プロモー
ターアッセイ等でターゲットであることの
確証を得た上で、この MYC-NO66-新規標的の
基軸が細胞形質に与える 変化を分子生物学
的に明らかにした。具体的には定型的な in 
vitro アッセイ(増殖、浸潤、コロニ ー形成
能)に加え、エピゲノムが重要な役割を果た
す薬剤耐性や癌幹細胞性への関与を、薬剤耐
性試験や sphere 形成アッセイ、表面マーカ
ーによる flow cytometry などで検証した。 
癌臨床検体での POC(proof of concept)の取
得を目指す。臨床サンプルの収集・取り扱い
に関しては、大阪大学倫理委員会の承認のも
とに倫理規定を遵守して施行、大阪大学消化
器外科との連携により採取した。約 100 症
例の消化器癌臨床検体とそれに対応する正
常組織において免疫組織学的染色を行い、臨
床病理学的因子、予後、化学療法耐性と、こ
の蛋白 発現との関連を調べた。これらのデ
ータ蓄積により NO66 の発現と発癌・癌進
展との関連が 明らかとなれば、これを癌の
早期診断や、化学療法の効果判定のための
有用なバイオマーカーとして 活用すること
も可能である。さらに、以上の研究が予定通
り進捗すれば、治療への応用を目指し、標的
に対する阻害剤のスクリーニングの立 HTRF® 
(Homogeneous Time Resolved Fluorescence;
ホモジニアス 時間 分解 FRET)システムを
用いて、基質であるヒストンタンパクに結
合  させた光エネルギー供与体に脱メチル化
ヒストンを認識する抗体が物理的に近接し
た場合にのみ FRET による蛍光を発するア
ッセイをデザインし、NO66 による脱メチル
化活性を FRET の強度により定量的に把握
する系を構築した。 
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