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研究成果の概要（和文）： 

 Le 酵素を遺伝的に欠失している個体において、血清 CA19-9 の予期しない上昇のメカニズム

を解析した。その結果、Le欠損の遺伝型を有し Se酵素活性も欠損している場合に CA19-9が生
成されてしまうという結論に至った。 
 エピゲノム, ゲノム解析の新規アプローチとして、光学顕微鏡で観察される染色体の不均一

性を反映したバンド構造とゲノム配列の統合をめざしたヒトゲノム機能解析を行った。また、
ヒト染色体 R/G-バンド境界領域を、DNA 複製タイミングの S 期前半から後半への転換部位なら
びに GC含量分布の区分境界として塩基配列レベルで特定した。さらに、その特殊なゲノム領域

の詳細な解析を行った結果、R/G-バンド境界領域は、癌をはじめとする多因子疾患の発症や染
色体異常をおこしやすいゲノム不安定化部位に対応することが判明した。 
 

研究成果の概要（英文）： 

Even genuinely Le-negative patients, who genetically lack the Le enzyme and theoretically never produce 

CA19-9, occasionally show a slight increase in serum CA19-9 level. We analyzed this mechanism and 

found the phenomena are occurred when the patients are homozygous for Se-negative genotypes and 

suffer from advanced cancer with overproduction of glycans as precursors of CA19-9. 

The human genome is composed of large-scale compartmentalized structures, including 

replication-timing zones and long-range GC% mosaic structures, which are related to chromosome bands. 

We found that the early/late-switch regions of replication timing, which generally correspond with 

transitions in GC content, are correlated with R/G-chromosome band boundaries, and such specific 

regions in the human genome correspond to “unstable” regions of the genome in which increased DNA 

damage occurs. Information acquired through genome-wide studies of replication timing will contribute 

substantially to our understanding of the molecular mechanisms in the pathogenesis of diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は以前から加齢や環境要因によるエピ
ジェネティクスの攪乱が生活習慣病の原因
と考えていたが、ゲノム、エピゲノム、miRNA

などの攪乱が組み合わさって転写因子も含
めたトランスクリプトームの攪乱をひきお
こし、それによって種々の表現型が形成され

ていると考えている。この表現型の中に臨床
検査データも含まれる。 
(1) CA19-9は臨床検査として測定されている

腫瘍マーカーの代表的な糖鎖抗原である。膵
癌などの腺癌で高値を示すことが多いが、糖
転移酵素の遺伝子多型により日本人では約

10％がほとんどゼロであって、腫瘍マーカー
として使えないと教科書的に記載されてい
る。しかしながら、基底状態では血清 CA19-9

がほとんどゼロであったのにもかかわらず、
大腸癌になって CA19-9 が上昇した症例に遭
遇した。この CA19-9 値が予想外に上昇した

メカニズムについての検討は今までにない。 
(2) 近年、miRNA の発現異常とヒト発癌との
関連が注目されており、miRNA 自身が、癌遺

伝子ならびに癌抑制遺伝子としての性質を
備えていることが明らかになってきた。
miRNA の機能異常は、がんをはじめとする

様々な疾患における臨床検査値異常の分子
機構とも密接に関連していると考えられる。
また、最近ヒトゲノム上にマップされた

miRNA の約半数以上は、様々な癌の発症と関
連 し た 染 色 体 異 常 を 起 こ し や す
い ”fragile site” に位置していることが

報告された。そこで、miRNA のゲノム上での
局在部位は、我々のグループがゲノム不安定
化部位として特定した染色体 R/G-バンド境

界領域に対応する可能性がある。 
(3) 従来の遺伝子研究において、光学顕微鏡
レベルでの現象と分子レベルでの現象は、異

なる次元として別々に研究がなされる傾向
にあったが、今後のゲノム, エピゲノム研究
においては、両者を統合させることが重要で

ある。この点で、光学顕微鏡で観察される染
色体の不均一性を反映した縞模様のバンド
構造を、ヒトゲノム配列と直接対応づけ、両

者の統合をめざすことは、今後の基礎・臨床
分野におけるゲノム, エピゲノム研究にお
ける有効な手段や戦略となりうると考えら

れる。また、これまでの病因遺伝子の研究に
おいては、特定の疾患原因遺伝子の DNA変異
の詳細な配列解析が盛んに行われ、その遺伝

情報が蓄積されてきたが、その変異の起こり
やすさやゲノム不安定性を客観的に評価す
る研究は殆どおこなわれていないのが現状

である。 
 

２．研究の目的 

(1) 血清 CA19-9 が本来体内で作れない遺伝
型と考えられる個体で、発癌によって CA19-9
が上昇してきた理由は今までに明らかには

なっていない。そこで、大腸癌になって
CA19-9 が予想外に上昇したメカニズムを明
らかにするために、糖転移酵素の遺伝型を調

べることとした。 
(2) 特定の疾患原因遺伝子の DNA変異が起こ
る前の段階に、その変異の起こりやすさを客

観的に評価することは、基礎生物学のみなら
ず、予防医学や診断医学などの臨床応用分野
においても重要な課題であり、臨床検査値異

常の分子機構とも密接に関連していると考
えられる。本研究においては、ヒトゲノムの
DNA 複製開始プログラムに着目し、がんをは

じめとする疾患遺伝子群の塩基配列変異の
起こりやすさやゲノム不安定性との関連性
について検討する。 

 (3) miRNAのヒトゲノム上での局在部位の特
徴を明らかにする。特に、我々のグループが
ゲノム不安定化部位として特定した染色体

R/G-バンド境界部位との関連を塩基配列レベ
ルで検討する。また、染色体工学的手法を駆
使して、ヒト染色体R/G-バンド境界領域のゲ

ノム機能解析を行い、その特殊なゲノム領域
の特徴を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

(1) 血清CA19-9が検出されない低値症例のフ

コース転移酵素、fucosyl transferase 3 
(FUT3；Le酵素)とfucosyl transferase 2 
(FUT2；Se酵素)の遺伝型を定法に従って調べ

た。また、病理組織（対照とする正常組織と
癌組織）のLea, Leb, CA19-9の免疫組織染色を
行った。 

(2) DNA複製タイミングを指標にして、ヒトゲ
ノムの複製開始プログラムの解析、ならびに
染色体バンド構造とヒトゲノム配列との間の

直接的な対応関係について解析を行う。複製
タイミングの測定法については、対数増殖期
の培養細胞を60分間ブロモデオキシウリジン

(BrdU)で標識し、エタノール固定をした後、
-20OCに保存する。セルソーターを用いて、DNA
含量に基づいて、S期内を4分割(S1, S2, S3, 

S4)する。また、G1ならびにG2/M分画の細胞も
同時に分取する。このように、細胞周期によ
り合計6分画した細胞について、免疫沈降法に

よりBrdUで標識した新生鎖DNAの精製をおこ
なった後、複製時期を測定する部位のプライ
マーセットを用いて、定量的PCRをおこない、

ゲル電気泳動後に各S期分画のバンドを定量
する。 
 



４．研究成果 
(1) CA19-9検査値の想定外の上昇のメカニズ
ム 
Le(a-b-)の表現型をもつ６人を２つのグル

ープに分けた。Aグループは、CA19-9が発癌
と共に上昇、Bグループは発癌しても CA19-9
が上昇しなかった。６人はいずれも FUT3 欠

損の遺伝子変異（多型）を持つ遺伝型であっ
た。内訳は、４人が le1 (le59,508)のホモ接合
体、１人が le1 (le59,508)と le2 (le59,1067)のコ

ンパウンドヘテロ接合体、１人が le1 と
le202,314 のコンパウンドヘテロ接合体であっ
た。le202,314は日本人では初めて報告された変

異である。これらの変異は活性がほとんどゼ
ロになるが、発現実験によると全くのゼロと
いうわけではなく、若干の活性が残存してい

る。FUT2 (Secretor)遺伝子については、Bグ
ループの３人は Se2のホモ接合体が１名、Se2 
and sej のコンパウンドヘテロ接合体が２名

で、Se 酵素活性が十分あるタイプであった。
一方、Aグループは３名全員が sej のホモ接
合体、すなわち活性がほとんど消失するタイ

プであった。これより、Le(a-b-)の表現型を
持つ個体は、図１に示したように、基本的に
は（健常状態；図１中 H で示す）CA19-9はほ

とんどゼロであるが、発癌により１型糖鎖が
増えると、Se酵素によって（図１中 Bで示す）
H 型抗原とシアリル Lec（DU-PAN-2）が増加し

て（図１中 Cで示す）、シアリル Lea（CA19-9）
は特に増えないが、Se酵素が欠損する遺伝子
型であると、過剰に増えたシアリル Lec から

わずかに残存する le酵素によって CA19-9が
過剰に生成され、CA19-9が予想外に上昇した
ものと考えられた。 

図１．Le陰性の個体におけるルイス抗原生成
のメカニズム 
 
2) DNA複製開始プログラムを指標にした疾患

遺伝子変異の起こりやすさの評価 
 DNA 複製タイミングを指標にしたヒトゲノ
ム機能解析から、複製タイミングの S期前半

から後半への転換部位として特定した染色
体 R/G-バンド境界領域は、SNPや DNA増幅の

高頻度部位と密接に対応していることが判
明した。また、この特殊なゲノム領域には、
がん関連遺伝子群や脳神経疾患関連遺伝子

群が集中して局在するという予想外の結果
を得た。さらに、特に癌細胞株を使用した複
製タイミングの解析結果から、がん関連遺伝

子群の塩基配列変異がおこる前に、その兆候
として局在する遺伝子部位の複製開始プロ
グラムが変化し、極めてゲノム不安定な状態

になっていることを明らかにした。 
(3) miRNA のゲノム局在部位の解析 
 miRNA のヒトゲノム上での局在部位が、ゲ

ノム不安定化部位として特定した染色体
R/G-バンド境界部位と関連があるかを明ら
かにするため、ヒト 11 番ならびに 21 番染色

体長腕領域を対象に、miRNA のゲノム解析を
行った。その結果、miRNA の約半数以上が染
色体 R/G-バンド境界ならびにその近傍に局

在していることが判明した。 
(4)ヒト染色体 R/G-バンド境界領域のゲノム
機能解析 

 ヒト染色体 R/G-バンド境界領域は、miRNA
のゲノム局在部位や、がんをはじめとする多
因子疾患の発症と関連することが判明し、臨

床検査値異常の分子機構とも密接に関連す
る特殊なゲノム領域であると考えられるこ
とから、染色体工学的手法を用いたゲノム機

能解析を行った。具体的には、ヒト 11 番染
色体をハムスター由来 CHO細胞に導入したハ
イブリッド細胞を用い、ヒト 11 番染色体の

R/G-バンド境界領域を対象に DNA複製タイミ
ングの解析を行った。その結果、CHO 細胞に
導入したヒト 11 番染色体の R/G-バンド境界

領域の複製タイミングは、対照として用いた
ヒト由来細胞系と同様に S期前半から後半に
大きく変化していることが判明した。この結

果、ヒト染色体 R/G-バンド境界領域の複製開
始プログラムは、染色体自身に本来備わった
制御機構であることが示唆された。 

 以上から、がんをはじめとする疾患遺伝子
群の塩基配列変異が生じる前に、その兆候と
して局在する遺伝子部位の複製開始プログ

ラムが変化し、極めてゲノム不安定な状態に
なっていることがわかった。また、ヒト染色
体の“バンド境界”は、miRNA のゲノム局在

部位と関連し、がんを始めとする多因子疾患
の発症や臨床検査値異常の分子機構と関連
したゲノム不安定性部位に対応すると考え

られた(図２)。このようなバンド境界領域は、
細胞型特異的遺伝子発現の分子機構とも密
接に関連した特殊な生物学的機能を併せも

つ“ハイリスク・ハイリターン”ともいうべ
き特徴を備えている重要な染色体機能領域
であると推測される。 

 

 



図２．ヒトゲノム不安定化部位として特定し
た染色体 R/G-バンド境界領域の特徴 
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