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研究成果の概要： 
消化器癌においてジェネティックな異常に加え、DNA メチル化やヒストン修飾異常な

どのエピジェネティックな異常が関与する。ゲノム上の多数の遺伝子がエピジェネテ

ィックな異常を有すると考えられ、その全貌を明らかにすることは、消化器癌の診断

および治療法開発の上で重要である。本研究では、ゲノム網羅的メチル化解析法と多

数 の 検 体 を 定 量 的 に 解 析 す る 方 法 の 開 発 を 目 指 す 。 Methylated CpG island 

amplification (MCA)法により、メチル化している CpG island を効率よく増幅し、大腸癌細

胞株から抽出した DNAから作成した MCAアンプリコンを Cy5で、正常大腸組織より抽出した DNA

から作成した MCAアンプリコンを Cy3でラベルし、Agilent 社の whole genome promoter array

にハイブリダイズすることにより得られたシグナルを解析し、高メチル化している遺伝子を同

定した。また、得られた結果を、ゲノムブラウザ BLAT上に表示し、クロマチン免疫沈降法(ChIP 

on ChIP)のデータと比較することにより、DNA メチル化、ヒストン H3 リジン 4、リジン 27のメ

チル化との統合解析を可能にした。DNMT あるいは Dicer を遺伝学的にノックアウトした大腸癌

細胞を用いて、MCA microarrayを行い、DNAメチル化およびヒストン修飾のプロファイルを作

成した。本研究により開発された新しいエピゲノム法により消化器癌発生の分子機構の解明や、

診断や治療の標的遺伝子の同定に有用と考えられる。 
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１． 研究開始当初の背景 
大腸癌の発癌モデルは、Vogelstein 博士が
15 年以上前に提唱した他段階発癌モデルに、
マイクロサテライト不安定性と染色体不安
定性を加えた経路が主流の考え方であり、大
腸癌の発育形態や、臨床病理学的特長を説明
するには至っていない。また、腫瘍免疫から
の回避や分化の異常、低酸素に対する抵抗性
などは遺伝子変異だけでは説明出来ず、エピ
ゲノム異常の関与が示唆される。DNA メチル
化により不活化される遺伝子の同定には、メ
チル化阻害剤により発現誘導される遺伝子
を発現アレイを用いて網羅的解析を行う試
みがなされてきた。しかし、この方法では、
メチル化の候補遺伝子が DNAメチル化で不活
化されているか、脱メチル化の結果二次的に
発現誘導されるか鑑別出来ず、DNA メチル化
を指標とした網羅的解析法の開発が急務で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ゲノム網羅的なエピゲノム解析
を可能にするため、マイクロアレイ法を用い
たメチル化解析法を開発する。また、大量の
検体を高速にかつ定量的に解析するため、
Pyrosequencing 技術のメチル化解析への応
用を目指す。定量的かつ網羅的 DNA メチル化
解析と、癌遺伝子癌抑制遺伝子変異のプロフ
ァイルを統合的解析し、大腸癌の発がん経路
における DNAメチル化の役割を解析する。ま
た、microRNAが DNA メチル化異常により不活
化される可能性について DNMT 機能を消失し
た大腸癌細胞を用いて解析する。 
 
３．研究の方法 
ゲノム DNAをメチル化感受性制限酵素および
メチル化非感受性制限酵素で切断し、アダプ
ターをライゲーションし、PCR 法によりメチ
ル化している CpGアイランドのみを特異的に
増幅する。得られたアンプリコンを用いて
7,000 遺伝子のプロモ－ターをカバーするタ
イリングアレイを用いてメチル化の検出を
行った。Bisulfite 処理した DNA を PCR 法に
より増幅し、Pyorsequencing 法を用いて定量
的なメチル化解析を行った。 
ChIP on ChIP法によりヒストン H3リジン 4、
ヒストン H3 リジン 27 のメチル化について、
クロマチン免疫沈降法を用いて DNAを回収し、
タイリングアレイによる解析を行った。 
 

４．研究成果 
(1) DNA メチル化およびヒストン修飾のゲノ
ム網羅的解析法の開発 
研究代表者は、メチル化している CpG island
を効率よく増幅する方法、Methylated CpG 
island amplification (MCA)法を開発した。
従来、MCA 法と representative difference 
analysis (RDA) 法の組み合わせにより、癌
で高メチル化している遺伝子の同定が可能
であったが、多数の遺伝子のメチル化の状態
を多数の検体で解析することは困難であっ
た。本研究では、大腸癌細胞株から抽出した
DNAから作成した MCAアンプリコンを Cy5で、
正常大腸組織より抽出した DNAから作成した
MCAアンプリコンを Cy3でラベルし、Agilent
社の whole genome promoter array にハイブ
リダイズすることにより得られたシグナル
を解析し、高メチル化している遺伝子を同定
した(図 1)。また、複数症例で MCA array を
同時に行うことにより、癌のメチル化プロフ
ァイルの作成が可能であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. MCA array法による DNA メチル化解析 
大腸癌細胞株 HCT116 および DNA メチル化酵
素 DNMT1、DNMT3Bをノックアウトした細胞 DKO
から、MCA アンプリコンを調整し、DNA メチ
ル化の差を検出することが可能である。 
 
ヒストン修飾を網羅的に解析する目的で、
ChIP on ChIP法によりヒストン H3リジン 4、
ヒストン H3 リジン 27 のメチル化について、
クロマチン免疫沈降法を用いて DNAを回収し、
タイリングアレイによる解析を行った。得ら
れた結果を、ゲノムブラウザ BLAT 上に表示
し、クロマチン免疫沈降法(ChIP on ChIP)の
データと比較することにより、DNAメチル化、
ヒストン H3 リジン 4、リジン 27 のメチル化
との統合解析を可能にした(図 2)。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2. DNA メチル化とヒストン修飾の統合解
析の例 
ChIP-on-ChIP と MCA array の組み合わせ
により、DNA メチル化とヒストン修飾異常
の統合解析が可能となった。 
 
Bisulfitesequencing 法と pyrosequencing 法
を組合わせることにより、定量的かつハイス
ループットなメチル化解析を試みた。
Bisulfite-pyrosequencing 法 を 用 い て 、
SFRP1、SFRP2、mir-34bc、LINE1 のメチ
ル化解析に成功した(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. Bisulfate-pyrosequencing 法による
mir-34bc のメチル化解析 
正常組織では低レベルのメチル化しか検出
出来ないのに対し、大腸癌において高レベル
のメチル化を認めた。 
 
Bisulfate-pyrosequencing法を用いて、未分
化型胃癌の発生母地とされる、Enlarged fold 
gastritisにおいて、LINE1 の低メチル化が
起きていることを明らかにした。また、50ng
程度の微量な DNAを用いた DNAメチル化検出
が可能であり、血清や便などの微量な検体か
らの DNA メチル化検出が可能になった。 
 
(2) エピゲノム解析による大腸癌の発がん
経路の同定 
発癌過程において、特定の遺伝子がメチル化
されるのは、その遺伝子が不活化されること

により、細胞増殖に影響を与え、メチル化さ
れた細胞が選択的に増殖するためと考えら
れてきた。われわれは、DNA メチル化は個々
の癌で同様に起こるのではなく、一部の癌に
おいてゲノムワイドな CpGアイランドの高メ
チル化を示すことを報告した。このようなが
んは CpG island methylator phenotype 
(CIMP) を有すると考えられる(15)。CIMP は
散発性腫瘍におけるマイクロサテライト不
安定性の原因として重要であるばかりでな
く、家族歴を伴う大腸癌で高率に認められる
ことから、メチル化を制御する遺伝子の異常
あるいは、メチル化異常を引き起こす環境要
因の関与が示唆された。CIMP 陽性大腸癌の特
徴として、K-rasや BRAFなどの変異を高率に
有し、RASシグナルの異常を認めること、p53
の変異をほとんど認めないなどの特徴を有
する(図 4)。CIMP陽性かつマイクロサテライ
ト不安定性陰性の大腸癌では、予後が悪い、
癌の家族歴を有する割合が高いなどの特徴
を有する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4. ジェネティック・エピジェネティック
な異常を考慮した大腸癌の発癌経路 
 
(3) 大腸癌における microRNA のエピジェネ
ティックな不活化の網羅的解析 
大腸がんにおいて DNAメチル化によりサイレ
ンシングされている microRNA を TaqMan PCR
法で解析した。その結果、解析した 157 の
microRNA のうち、37 個がメチル化阻害剤処
理および DNMT の機能阻害によって発現が上
昇することを明らかにした。メチル化の標的
microRNA のうち、mir-34b/c の不活化は大腸
癌細胞株において高率に認められ、遺伝子サ
イレンシングとよく関連していた。 

mir-34bc の DNA メチル化は大腸癌症例の
90%において認められ、診断のマーカーとし
て有用である可能性が示唆された (癌の検
出方法および検出用キット、ならびに癌治
療剤. 特願 2008－121671、平成 20 年 5
月7日出願)。また、細胞増殖に関与する CDK6
や METが mir-34b/cの標的であり、mir-34bc
を大腸癌細胞株に遺伝子導入することによ
り、CDK6、MET の発現を抑制し、腫瘍細胞の
増殖能を低下させることを明らかにした
(Toyota et al., Cancer Res, 2008)。 
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