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研究成果の概要（和文）： 
DNA メチル化やヒストン修飾異常の解析が進みつつあるが、腫瘍の種類によっては、エピジェ
ネティックな異常により不活化を受ける標的遺伝子の情報は十分ではない。本研究では、がん
における DNA メチル化やヒストン修飾異常について網羅的に解析し、発がんの分子機構を明
らかにすることを目的とする。マイクロアレイを用いて、脱メチル化により発現誘導される遺
伝子の解析を行い、多数の新規がん抑制遺伝子候補を同定した。DNA メチル化は、抗がん剤予
測のマーカーとしても有用である。さらに、網羅的エピゲノム解析による、DNA メチル化、ヒ
ストン修飾と機能性 RNA の関連に関する解析を行い、ヒストン H3K4 のピークが未知の
non-coding RNAのエピジェネティックな異常を解析するための分子マーカーとして有用である
ことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Numerous evidences have suggested that DNA methylation and histone modification 
play a role in tumorigenesis. However, information about target of epigenetic 
alterations is not enough. Here, we performed genome wide microarray analysis to 
identify novel targets of DNA methylation. DNA methylation can also be useful to 
predict sensitivity of tumors to anti-cancer drugs. We also found that histone H3K4 
methylation can be a good molecular marker to identify non-coding RNA silenced by 
epigenetic changes in cancer.   
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１．研究開始当初の背景 
DNA メチル化やヒストン修飾異常の解析が進
みつつあるが、腫瘍の種類によっては、エピ
ジェネティックな異常により不活化を受け
る標的遺伝子の情報は十分ではない。特に、
エピジェネティックな異常で不活化される
遺伝子の機能については解析されていない
ことが多い。また、これまで、マイクロアレ
イを用いたゲノム網羅的エピゲノム解析を
行ってきたが、non-coding RNAに対するプロ
ーブがないため、既存のアレイではゲノムの
カバー率が不十分であった。これらの背景を
踏まえ、より網羅的・統合的なエピゲノム解
析と機能解析を行うことが必要と考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がんにおける DNA メチル化や
ヒストン修飾異常について網羅的に解析し、
発がんの分子機構を明らかにすることを目
的とする。また、メチル化により不活化され
ている遺伝子の機能解析、抗がん剤感受性や
抵抗性における役割についても解析する。さ
らに、エピゲノム情報を統合的に解析し、DNA
メチル化、ヒストン修飾と機能性 RNAの関連
について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
腫瘍細胞株を DNAメチル化阻害剤、5-aza- 
2’-deoxycytidine を用いて処理し、マイク
ロアレイを用いて発現が誘導される遺伝子
を網羅的に解析した。遺伝子の機能解析には、
アデノウイルスベクターを用いた腫瘍増殖
抑制能の解析、ルシフェラーゼアッセイによ
る転写活性化能の解析を行った。薬剤感受性
に関しては、MTX8 アッセイを用いた。網羅的
エピゲノム解析には、ChIP on ChIP法や、次
世代シークエンサーを用いた ChIPシークエ
ンス法を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1)各種腫瘍において異常メチル化されてい
る遺伝子の網羅的解析 
DNA メチル化の標的遺伝子は腫瘍によって、
特性があると考えられる。われわれは、DNA
メチル化異常の情報が比較的少ない、乳癌、
多発性骨髄腫において、microarrayを用いて、
脱メチル化により発現誘導される遺伝子の
解析を行った(図 1)。その結果、これらの腫
瘍で DNAメチル化により不活化されている新
規遺伝子を同定出来た。乳癌において、NTN4
遺伝子のメチル化は高頻度かつ癌特性が高
く、診断のマーカーとして有用な可能性が示

唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. 乳癌細胞株 MCF7を DNAメチル化阻害剤
で処理し、5 倍以上発現が誘導される遺伝子
を 288個同定した。 
 
(2)エピジェネティック異常により不活化さ
れている遺伝子の機能解析 
大腸癌や胃癌において DNAメチル化により不
活化されるユビキチンリガーゼ CHFR の機能
解析を行った。CHFR を大腸癌細胞株に遺伝子
導入することにより、NF-kB に関連する遺伝
子の発現抑制を認めた。CHFR により NF-kBの
標的遺伝子の一つ、IL-8の発現は転写レベル
で抑制された。また、CHFR変異体の解析から
NF-kB の抑制はユビキチンリガーゼ活性に非
依存性であることを明らかにした。CHFR を大
腸癌のマウス Xenograftにアデノウイルスベ
クターを用いて遺伝子導入すると、腫瘍細胞
の増殖を抑制した。また、CHFRの遺伝子導入
により、腫瘍血管の造成が抑制されていた。
以上の結果から、CHFRは細胞周期チェックポ
イント遺伝子としてだけではなく、NF-kB 抑
制を介して抗腫瘍効果を発揮することが示
唆された。 
 
(3)多発性骨髄腫で異常メチル化されている
遺伝子をマイクロアレイでスクリーニング
し、デキサメサゾン誘導性アポトーシスに関
連する RASD1遺伝子が、異常メチル化により



不活化されていることを明らかにした。
RASD1 が異常メチル化により不活化されてい
る腫瘍細胞を、DNAメチル化阻害剤で処理し、
RASD1 の発現を誘導することで、腫瘍細胞の
デキサメサゾン感受性が回復した。また、再
発性の多発性骨髄腫症例では、RASD1 のメチ
ル化レベルが初発時に比べて上昇しており、
RASD1 遺伝子は、デキサメサゾン感受性に関
与し、薬剤感受性を予測する分子マーカーと
して有用である可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 多発性骨髄腫再発症例における RASD1
のメチル化 
再発例では、初発例よりも RASD1 のメチル化
レベルが上昇しており、デキサメサゾン抵抗
性の原因の一つと考えられる。 
 
(4)網羅的エピゲノム解析による、DNAメチル
化、ヒストン修飾と機能性 RNAの関連に関す
る解析 
DNMT1、DNMT3 および Dicerをノックアウトし
た大腸癌細胞を用いて、ChIP on ChIP法によ
り DNAメチル化およびヒストン修飾に関して
網羅的解析を行った。その結果、ICAM1 をは
じめとする一部の遺伝子の DNAメチル化の維
持に、RNA 干渉が関与することを明らかにし
た。また、DNA メチル化非依存性、ヒストン
H3K27 メチル化依存性の遺伝子サイレンシン
グに Dicerが関与することを示した。以上の
結果より、癌のエピジェネティクス異常に関
与する内因性の double strand RNAが存在す
ることが示唆された。         
また、抗ヒストン H3K4Me3抗体でクロマチ

ン免疫沈降した DNAを次世代シークエンサー
で解析することにより、約 25,000 の新しい
遺伝子転写開始点を同定した。その情報を用
いて、DNA メチル化により不活化される新規
microRNA や機能性 RNA を同定した。 
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発明者：豊田 実 
権利者：札幌医科大学 
種類：特許 
番号：特願 2008－121671 
出願年月日：2008年 5月 7日出願 
国内外の別：国内 
 
名称：乳癌および卵巣癌の治療薬、検出方法
ならびに検出用キット 
発明者：豊田 実 
権利者：札幌医科大学 
種類：特許 
番号：特願 2006-263232 
取得年月日：2006年 9月 27 日出願 
国内外の別：国内 
 
名称：胃粘膜洗浄液を利用した疾患関連マー
カー検出法. 
発明者：豊田 実 
権利者：札幌医科大学 
種類：特許 
番号：特願 2006-134878 
取得年月日：2006年 5月 12 日出願 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 1件） 
 
名称：新規遺伝子 ACMG1のメチル化を指標と
する胃癌の診断方法. 
発明者：豊田 実、株式会社ジェネティック
ラボ 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特許第 4426549 号 
取得年月日：2009年 12月 18 日 
国内外の別：国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://web.sapmed.ac.jp/biochem/ 
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