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研究成果の概要（和文）：癌におけるエピジェネティクス研究はDNAメチル化とヒストン修飾を中心に大いに発
展してきた。しかしながらDNA脱メチル化に関してはまだまだ解明されていないことが多い。そこで本研究では
DNA脱メチル化過程の中間産物である５ヒドロキシメチルシトシン（5hmC）と癌に着目して研究を進めた。
本研究ではまず、卵巣漿液性癌のリンパ節転移陽性症例で5hmCレベルが高いことを見出した。次に転移のある症
例ではゲノム上のどの領域で5hmCレベルに変化を来しているのかを次世代シークエンサーを用いて解析した。そ
の結果、癌の進展に関わる遺伝子群の近傍で、5hmCレベルが高くなっていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This project revealed that ovarian cancer cells showed higher levels of 5hmC
 compared with epithelial cells of normal ovary and fallopian tube. Notably, high-grade serous 
carcinomas (HGSCs) with lymph-node (LN) metastasis showed significantly higher levels of 5hmC 
compared with those without LN metastasis. Genome-wide 5hmC sequencing showed 5hmCs were adjacent to
 various oncogenes in HGSC cases regardless of LN metastasis, however, comparative gene ontology 
analysis revealed some characteristic pathways specific to HGSCs with LN metastasis.
These data indicated that epigenetic changes of 5hmC levels and their distributions could be 
implicated in LN metastasis in ovarian HGSCs.

研究分野： エピジェネティクス、婦人科腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
5hmCとがんとの関係について着目した研究はこれまでにいくつかあるが、ほとんどの場合、臨床検体を用いた免
疫染色で「がん細胞における5hmCレベルは低い」と結論づけているものであり、詳細な検討はなされていない。
　今回、5hmCレベルとがんの進展・転移との関係の一端を明らかにすることができ、この研究を発展させること
は全く新しい視点でがんを捉える研究に繋がると期待される。また、ゲノムにおける5hmCのdistributionの変化
と臨床的特徴との関連を明らかにすることができれば、将来的にがんの診断・治療に応用できる研究となり、基
礎研究、臨床研究の両面で価値が高くなる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 がん研究におけるエピジェネティクスは、DNA メチル化とヒストン修飾を中心に大きく発展し
てきた。このうち DNA メチル化に関しては、一般的にがん抑制遺伝子のプロモーター領域がメチ
ル化されるとその遺伝子の発現が抑制され、がんの発生・進展に寄与することが広く知られてい
る。 
 ところが、がん細胞は正常細胞に比べてゲノムワイドには低メチル化状態（脱メチル化状態）
にあることに関してはあまり研究が進んでいない。この現象自体は 1983 年に報告され、その後
も同様の報告がなされたものの、がん細胞のゲノムが低メチル化状態に至る機構、生理学的意義
については未だ十分に解明されていない。しかし近年、DNA 脱メチル化酵素として TET ファミリ
ータンパク質が同定され、DNA 脱メチル化に関する研究も初期胚の発生を中心としてがん研究の
分野でも発展してきている。DNA 脱メチル化の過程は、まず TET タンパク質によってメチル化シ
トシン（5mC）が 5 ヒドロキシメチルシトシン（5hmC）にヒドロキシル化され、その後に base 
excision repair（BER）でシトシンに置き換わる(図１)。 
 

 
 
２．研究の目的 
 本研究ではがん細胞における 5hmC レベルに着目している。それは、個々のがんで 5hmC レベル
に違いがあり、それが臨床的特徴と相関するのであれば、「メチル化 DNA の代謝制御機構の違い
が腫瘍の組織型や生物学的性質の差に関与している」という仮説を立てることができるからで
ある。また、単に 5hmC レベルの違いに着目するだけではなく、がん細胞においてゲノム上のど
のような領域で 5hmC レベルの違いがあるかを調べることで、これまでの手法では捉えられない
ようなエピジェネティクスの変化を捕捉できることに繋がる可能性がある。 
 
 
３．研究の方法 
 具体的な研究の進め方として、①卵巣漿液性癌における 5hmC レベルの解析、②次世代シーク
エンサーを用いたゲノムワイドな 5hmC シークエンス、③シークエンス結果の検証、解析・解釈、
以上 3つのステップで解析を行った。 
 予備実験の結果では、転移を伴う卵巣漿液性癌において 5hmC レベルが上昇していた。そのた
め、卵巣漿液性癌のサンプルを用いて、5hmC レベルを免疫組織化学染色、ELISA を用いて測定し
た。また腫瘍部から DNA を抽出後、DNA を超音波破砕装置で断片化し、抗 5hmC 抗体を用いて 5hmC
が含まれる DNA 断片を濃縮・回収し、これをもとにシークエンス用のライブラリーを作製した。
シークエンスの結果はバイオインフォマティシャンと議論を重ねて解析方法を最適化した。 
 
 
４．研究成果 
(1)卵巣漿液性癌における 5hmC の解析 
 これまでがん細胞における 5hmC レベルは正常細
胞に比べると低いといくつか報告されているが、定
量的な解析を含む詳しい解析はなされていない。そ
こでまずわれわれは、卵巣癌における 5hmC を詳しく
調べてみた。すると、癌の中にも 5hmC レベルが非常
に高いものや既報通り低いものが存在することを見
出した（図 2）。 
 
 さらに詳細に解析を進め、卵巣漿液性癌において、
リンパ節転移のある症例とない症例とを比べると、
リンパ節転移のある症例では 5hmC レベルが高くな
っていることを免疫組織化学染色、ELISA の結果か



ら明らかにした。また、次世代シークエンサーを用いて 5hmC のゲノムワイドな解析を行うと、
リンパ節転移のあるなしに関わらず、5hmC はがんに関連する遺伝子群の近傍に多く存在してい
たが、転移のある症例とない症例とを比べると、転移のある症例でよりがん関連遺伝子群に 5hmC
が多く存在していることを明らかにした。これらの結果は大変示唆に富むものであり、今後この
テーマの研究発展が大いに期待される。 
 
(2)子宮頸部異形成における 5hmC の解析 
 子宮頸部異形成における 5hmC レベルを免疫組織化学染色で調べたところ、異形成が軽度、中
等度、高度の順で 5hmC レベルは低下することを明らかにした。一般的に正常細胞とがん化した
細胞とを比べると 5hmC レベルは低下するといわれており、この結果は予想されたものではある
が、子宮頸部上皮が癌化する過程において、5hmC レベルを調べた最初の報告となっており、ま
た既存の報告と同じ結果が得られたことで、われわれの実験方法がうまく機能していることの
傍証ともなった。 
 
(3)難治性乳がんの原因となる腫瘍内多様性発生のメカニズムを解明 
 次世代シークエンサーのデータ解析のノウハウを用いて、がん抑制遺伝子 Fbxw7 の欠損が乳
がん発生の原因となり、さらには治療抵抗性の要因となる腫瘍内におけるがん細胞の多様性の
原因となっていることを明らかにした。 
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