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研究成果の概要（和文）： 
細胞核因子の修飾・制御を検討することで、発がんと細胞脱制御の分子機構を解析した。メチ
ル化 DNA 結合タンパク質 MBD1 とその相互作用因子 MCAF1 による転写調節、CTCF 依存性
クロマチンインスレーターによる境界形成、HMGAタンパク質による細胞増殖と分化、核内タ
ンパク質の SUMO修飾、細胞核内構造、などの異常が発がん機構と悪性化に関わることを明ら
かにした。これらの知見は、癌診断と治療に大いに貢献すると考えられる。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study focused on investigating the molecular basis of epigenetic cell deregulation in cancer, 
through analyzing the abnormalities of nuclear factors including methylated DNA binding protein 
MBD1 and its associated factor MCAF1, CTCF-mediated chromatin insulator, HMGA proteins, 
SUMOylation of nuclear proteins, and nuclear substructure. These findings strongly contribute to 
promoting cancer diagnosis and therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 発がんの過程では、ジェネティクスとエ

ピジェネティクスの異常が蓄積している。前

者は DNA 塩基配列の異常で、遺伝子変異や染

色体の構造異常などが含まれている。後者の

エピジェネティクスには、DNA メチル化、ク

ロマチン、ヒストン等のタンパク質の翻訳後
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修飾が含まれており、癌細胞の多くで制御異

常が認められている。これらはゲノム情報発

現に重要な役割を果たしており、主に細胞核

をその反応の場としている。発がんのメカニ

ズムを解明することは、これからの癌医療の

進歩において重要な研究に位置づけられる。 
 
(2) DNA メチル化は、哺乳類ゲノムを生理的
に修飾する唯一の機構であり、転写・複製・
修復・組換えというゲノム機能に広く関与し
ている。多くの癌細胞でゲノムワイドな低メ
チル化および癌抑制遺伝子のプロモーター
領域の選択的な高メチル化が見られており、
これらは、発がん過程に頻度の高い制御異常
と考えられる。メチル化 DNA 結合タンパク質
は DNA メチル化を特異的に認識して、遺伝子
発現の抑制やクロマチン形成に働いており、
DNA メチル化の意義を創出する本因子を中心
に解析する。クロマチンは、ゲノム DNA と核
タンパク質群から成る高次複合体を総称し
ている。クロマチンの中でも、癌細胞で著し
く変化するヘテロクロマチンの形成機構、癌
細胞で発現レベルや局在が大きく変化する
クロマチン因子に注目して、発がん関連性を
明らかにする。 
 細胞増殖・分化や発がんに関わる転写因子
や核タンパク質の多くがユビキチン様 SUMO
による修飾で制御されていることが判明し
てきた。このタンパク質タグによる標的タン
パク質の機能制御、分子間の相互作用と細胞
内局在の変化を解析し、発がん関連性を検討
する。癌細胞は、大小不整な核形態、ヘテロ
クロマチンの異常、核小体・傍核小体コンパ
ートメントや PMLボディーの変化などの核構
造異常を有しており、癌細胞の核構造異常
（核異型）は細胞診断の病理学的な根拠にな
っている。分裂異常の結果で生じる染色体異
常（異数性、倍数性）も、核構造異常に関わ
ると推測されている。本研究では、核内因子、
タンパク質修飾、細胞核構造の視点から発が
ん機構を明らかにすることを着想した。 
 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では、細胞核因子の修飾・制御
の異常がどのように発がん機構に関わる
のかを解析することで、発がん過程で細胞
制御が変遷していく分子病態を明らかに
し、発がんの本質的な実体を明確化するこ
とが目的である。本研究では、DNAメチル
化関連因子、クロマチン関連因子、タンパ
ク質の翻訳後修飾、細胞核構造、という４
つの視点から細胞制御と発がん病態につ
いて探究した。 
 
(2) 具体的には、①DNA メチル化関連因子の

発がん関連性、②クロマチン関連因子の発が
ん関連性、③タンパク質の翻訳後修飾の発が
ん関連性、④細胞核因子と核構造異常の分子
病態の関連性、について解析した。よって、
発がん機構における細胞核因子に関する新
たなコンセプトを創出することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
[1] メチル化DNA結合タンパク質MBD1および
相互作用因子MCAF1の解析 
メチル化DNA結合タンパク質MBD1はゲノムの
メチル化を認識して、癌抑制遺伝子等の転写
抑制やクロマチン形成、ゲノム安定性に寄与
する。酵母２ハイブリッド法を用いて、MBD1
と相互作用する分子の探索を行った。MBD1の
転写抑制ドメインに相互作用するエピジェネ
ティクス制御因子MCAF1がヒストンメチル化
酵素SETDB1とともに、MBD1-MCAF1-SETDB1複合
体を形成することを証明した。また、MCAF1
は癌細胞で広く高発現することを見出し、Sp1
と協働して、テロメラーゼ関連遺伝子の発現
維持に関わる可能性について検討した。さら
には、MBD1のCXXCドメインに相互作用する因
子を酵母２ハイブリッド法で検索し、ポリコ
ームタンパク質複合体に含まれるRing1bおよ
びhPc2がMBD1と結合することを明らかにした。
(1)MBD1およびMCAF1の癌関連遺伝子に対する
転写調節能、(2)細胞内免疫沈降法、リコンビ
ナ ン ト タ ン パ ク 質 を 用 い た in vitro 
pull-downによる結合性、(3)癌関連遺伝子プ
ロモーター上でのクロマチン免疫沈降法、
(4)MBD1またはMCAF1のsiRNAノックダウンに
よる遺伝子発現への影響、(5)MBD1または
MCAF1のsiRNAノックダウンによるヘテロクロ
マチンへの効果、を解析した。 
 
[2] クロマチン関連因子の解析 
① CTCF依存性クロマチンインスレーターの
解析 
核内のゲノムは多数のドメインに区画される
ことで、個々の遺伝子に固有の発現制御がな
されている。ドメイン間の境界配列（インス
レーター）はインスレーター結合タンパク質
CTCFで認識されており、その生理機能と発が
ん関連性について解析した。CTCFに対する結
合因子を酵母２ハイブリド法で同定して、細
胞内およびin vitroの相互作用を証明した。
CTCFと結合因子CHD8の核内局在、インスレー
ター機能、癌関連遺伝子の発現制御との関連
性を検討した。さらには、ヒトゲノム上のCTCF
の結合部位をChip-on-Chipで同定し、新しい
CTCFの結合部位のインスレーター機能解析、
癌関連遺伝子の発現制御との関連性などを検
討した。 
 
② 癌細胞で高発現するHMGAタンパク質の解



析 
High Mobility Group A (HMGA)タンパク質は
構造的クロマチン因子と呼ばれ、結合したDNA
の彎曲（立体構造の変化）あるいは標的タン
パク質への直接結合による機能制御に働いて
いる。個体発生では、胎児期および幹細胞で
高発現し、細胞分化とともに発現が消失する
が、癌細胞では再発現する分子である。HMGA1
、HMGA2の２種があり、ともに癌病態に関連す
ると考えられている。これらHMGAの相互作用
因子の同定、HMGAの選択的なノックダウンに
よる癌細胞の増殖・分化への効果などを検討
した。 
 
[3] タンパク質のSUMO修飾およびSUMOリガー
ゼの解析 
細胞の増殖・分化に関わる転写因子、クロマ
チン関連分子、ヒストン修飾酵素、核構造タ
ンパク質がユビキチン様タンパク質SUMOで翻
訳後修飾を受けることが知られてきた。ゲノ
ムや遺伝子制御に関わるタンパク質のSUMO修
飾の有無およびその意義について検討した。
RanBP2、PML、ポリコーム関連のhPc2等のSUMO
リガーゼをノックダウンや過剰発現の条件下
で、新たに構築した細胞内SUMO化解析法を用
いて、SUMOリガーゼおよび被修飾タンパク質
の細胞内局在について検討した。 
 
[4] 細胞核および核内構造の解析 
正常細胞および癌細胞株、ヒト生体試料（生
命倫理・安全対策を講じた手術等試料）にお
いて、DNAメチル化システム、クロマチン関連
分子、核構造タンパク質に対する特異抗体を
用いて、ウエスタンブロットおよび免疫染色
法で発現と細胞内局在を検討した。エピジェ
ネティクス関連因子、核構造因子に対する
siRNAによる特異的なノックダウンで、培養細
胞の核構造の変化、ヘテロクロマチンの配置
などを検討した。 

 
 
４．研究成果 
[1] メチル化DNA結合タンパク質MBD1および
相互作用因子MCAF1の発がん関連性 
メチル化DNA結合タンパク質MBD1は、遺伝子の
転写抑制、ヘテロクロマチン形成、ゲノム安
定性に関わっている。その転写抑制ドメイン
に結合するMCAF1が、メチル化酵素SETDB1とと
もに、ヒストンH3の9番目リジン（H3K9）のト
リメチル化を行うこと、メチル化DNA領域で
MBD1-MCAF1-SETDB1複合体がHP1タンパク質に
よるヘテロクロマチン形成を促進することを
報告した。この機構が、メチル化された癌抑
制遺伝子p16、p53BP2などの転写抑制に関わっ
ていた。一方、DNAメチル化のないゲノム領域
においては、MCAF1は転写因子Sp1とともに標
的遺伝子の発現を活性化する機能があること

を見出し、テロメラーゼ関連遺伝子の発現維
持に関わることを見出した（図１，図２）。 
さらに、MBD1がMCAF1をリクルートする機構

について、細胞核内でMBD1のSUMO化がMCAF1
との結合性を強めることを報告した。MCAF1
はSUMO分子に選択的に結合するSUMO結合モチ
ーフを有することも判明した。さらに、ヒス
トンH3の27番目リジンのメチル化に結合する
ポリコーム複合体PRC1（Ring1bとhPc2を含む
）とMBD1が協働することを見出し、DNAメチル
化とポリコーム複合体が癌細胞のHoxA遺伝子
群の発現異常、ヘテロクロマチン形成に関わ
る分子機構を明らかにした。 
 
[2] クロマチン関連因子の発がん関連性 
① CTCF依存性クロマチンインスレーターの
発がん関連性 
ゲノム上のドメイン間の境界配列（インスレ
ーター）は、インスレーター結合タンパク質
CTCFで認識されている（図３）。CTCFがクロマ
チンリモデリング因子CHD8と協働して、イン
スレーター機能（とくにエンハンサー遮断効
果）を果たすことを報告した。CTCF-CHD8複合
体が、癌細胞でインプリンティング喪失現象
が見られるH19-IGF2遺伝子領域の発現制御、
BRCA1およびc-mycの癌関連遺伝子の発現制御
に関わることを明らかにした。この結果は、
ヒトを含む哺乳類細胞のクロマチンインスレ
ーターの分子機構を解明する契機として高い
評価を受けた。さらには、数種類のヒト培養
細胞を用いて、全ゲノム上のCTCFとコヒーシ
ンの結合部位をChip-on-Chipで同定し、発が
んに関連する遺伝子やゲノム領域における
CTCF結合部位のインスレーター機能、アポリ
ポタンパク質遺伝子クラスターの発現制御に
ついて明らかにした。 
 
② HMGAタンパク質の発がん関連性 
HMGAタンパク質は癌細胞で高発現するが、腫
瘍学的な意義には不明な点が多い。酵母２ハ
イブリッド法を用いて、癌抑制タンパク質RB
と相互作用することを示した。HMGAタンパク
質は、内因性のRB阻害因子として考えられた。
また、HMGA2タンパク質が膵癌で高発現するこ
とが知られており、ヒト膵癌細胞株を用いて、
HMGA2が増殖分化に関与することについて明
らかにした。HMGA1、HMGA2の選択的なsiRNA
ノックダウンを行ったところ、とりわけ、
HMGA2ノックダウンによって、膵癌細胞の増殖
低下、間葉-上皮転換（上皮-間葉転換の逆経
路）を誘導することが判明した（図４）。また
、HMGA1がWnt/β-catenin/c-mycで発現誘導さ
れて、胃癌細胞の増殖と腫瘍形成に関わるこ
とを明らかにした（図５）。 
 
[3] タンパク質のSUMO修飾およびSUMOリガー
ゼの発がん関連性 



マウスES細胞の未分化維持、消化管の発生と
癌化に関わる転写因子Sox2が、SUMOによる修
飾を受けること、SUMO化されたSox2は標的で
あるFgf4遺伝子プロモーター中のモチーフに
結合できないことを報告した。また、細胞内
タンパク質のSUMO修飾部位を同定する新しい
方法（in situ SUMO化反応）を構築して、細
胞内のSUMO E3リガーゼの局在や被修飾タン
パク質の局在を明らかにした。化学的に穿孔
したセミインタクト細胞にSUMO化酵素群、
GFP-SUMO、ATPを加えて反応させて、内在性の
E3リガーゼの存在する部位がGFP-SUMOで標識
される実験系である。siRNAノックダウンと組
み合わせて、SUMOリガーゼRanBP2が核膜孔複
合体の形成、白血病に関連するPMLボディーの
形成に関わる知見を報告した（論文発表）。 
 
[4] 細胞核および核内構造の異常の発がん関
連性 
エピジェネティクスに関わる種々のタンパク
質の発現および核内局在を解析する過程で、
MCAF1 が癌細胞に特異的に過剰発現すること
を見出した。ヒト生体試料（生命倫理・安全
対策を講じた手術等試料）を用いて検討した
ところ、子宮頸癌、胃癌、肺癌、乳癌など広
範囲の癌組織で高い発現を認めることから、
広域腫瘍マーカーの候補因子に位置づけた。
MBD1の特異的なノックダウンでヘテロクロマ
チンの H3K9 のトリメチル化が消失すること、
hPc2の特異的なノックダウンでポリコームボ
ディーが消失すること、前述のように RanBP2
の特異的なノックダウンで PML ボディーの形
成が阻害されること、などを明らかにした（
雑誌論文）。さらに、細胞核構造のイメージン
グにおいて、形態計測について開発した（産
業財産権）。 
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