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研究成果の概要（和文）： 

がんにおいてプロモーター領域の高度メチル化により転写抑制された遺伝子を網羅的に探し出
す新しい方法―MeTA法と遺伝子発現マイクロアレイを組み合わせた“MeTA-array”という方法―
を開発した。本法により同定された遺伝子はプロモーター領域に高密度のCpGアイランドを含む
という特徴をもつ。この方法を膵がんに適用し、診断・治療のバイオマーカーとしての可能性を
もつがん特異的高度メチル遺伝子を同定した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We have developed a novel method called “microarray coupled with methyl-CpG targeted 
transcriptional activation” (MeTA-array for short), which is useful in identifying 
hypermethylation-mediated silenced genes in cancer. The majority of genes identified by 
this method had more stringent criteria of CpG islands at the promoter region at high 
frequency. We have applied MeTA-array to pancreatic cancer cells and identified several 
genes hypermethylated in primary pancreatic cancers in a tumor-specific manner. These 
genes should be useful as candidates for tumor-specific biomarkers. 
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１．研究開始当初の背景 

がんにおける DNAメチル化部位の探索は、
主に、以下の 3つの方法によって実施されて
いる。 
１）DNA メチル化阻害剤の投与により発現が

亢進する遺伝子を遺伝子発現マイクロアレ
イによって検出する。 
２）メチル CpG配列に対する抗体に結合する
DNA 断片をプロモーターマイクロアレイでス
クリーニングする。 
３）バイサルファイト処理したゲノム DNAを
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直接、最新の高速シークエンサーによって塩
基配列決定する。 
１）の DNAメチル化阻害剤を用いた方法は最
も一般的であるが、DNA メチル化のない遺伝
子も高頻度に転写活性化されるという欠点
をもつ。また、２）の方法は、抗体の特異性、
マイクロアレイの充実度、精度に問題が残る。
一方、３）の方法は、直接的であり、結果が
明らかであるが、ゲノム全体をシークエンス
するには多大な労力とコストが必要であり
現実的でない。このような問題を解決し、効
率よく DNAメチル化により転写抑制された遺
伝子を見出すため、我々は MeTA（methyl-CpG 
targeted transcriptional activation、メ
チル CpG配列を標的とする転写活性化）とい
う方法を考案した。 
MeTA法では、メチル CpG結合ドメイン（MBD）
に転写コアクチベーターをリクルートする
ドメインを結合することによって転写抑制
された下流遺伝子の転写を再活性化するこ
とができる。MBD を含む蛋白は、本来、メチ
ル CpG配列を介した転写抑制に関わっている
ため、MBD のこのような部位への特異性はき
わめて高い。実際、MBD に転写因子 NFκB の
転写活性化ドメイン、NFκB(AD)、を繋いだ
DNA コンストラクトを作製し、DNA 修復遺伝
子 MLH1 がエピジェネティックに転写抑制さ
れたヒト胎児腎細胞株 293T にトランスフェ
クションしたところ、MLH1の転写が強く再活
性化された。この反応は MBD 依存的であり、
MLH1 以外のエピジェネティックサイレンシ
ングを受けるがん関連遺伝子も同様に転写
再活性化された。また、MeTA法と遺伝子発現
マイクロアレイの組合せによって 293T 細胞
で転写再活性化した遺伝子について解析し
たところ、多数の遺伝子がプロモーター領域
に CpGアイランドをもつことが明らかとなっ
た。そのうち高い発現を示す 6遺伝子につい
て RT-PCR 法、 methylation-specific PCR
（MSP）法で解析した結果、すべての遺伝子
で DNA 高度メチル化が観察された。また、6
遺伝子のうち 2遺伝子は DNAメチル化阻害剤
で転写回復がほとんど見られなかった。これ
らの結果は、一般的な DNAメチル化阻害剤に
よる方法で見落とされてしまったメチル化
遺伝子を MeTA 法で見つけ出せる可能性を示
している。 
 

２．研究の目的 

がんにおける DNAメチル化とそれによっ
て転写抑制される遺伝子の探索は、腫瘍形成
過程の分子レベルでの理解に重要なだけで
なく、これらの遺伝子が、がんにおける１）
リスク評価、２）早期診断、３）予後予測、
４）治療時の遺伝子再発現の観察などバイオ
マーカーとして利用できる可能性をもつた
め、がんの診断・治療にとって重要な課題と

なっている。一般的には、DNA メチル化阻害
剤とマイクロアレイ技術の組み合わせによ
って DNAメチル化領域の探索がなされている。
しかしながら、転写抑制に直結する DNAメチ
ル化領域を見つけ出すためのより特異性の
高い方法が求められている。我々は、この問
題を解決するため、MeTAという方法を開発し、
報告した。この方法により、転写抑制された
メチル化遺伝子を高効率で探索できるだけ
でなく、一般的な方法では見落とされていた
であろうメチル化遺伝子を探し出すことも
できた。本研究では MeTA 法と遺伝子発現マ
イクロアレイを組み合わせた新しい方法
（MeTA-array）によってがん細胞において高
度にメチル化した CpGアイランド、およびそ
の制御下にある遺伝子を見つけ出し、バイオ
マーカーとしての可能性やがんへの関与を
検討することを目的とした。 
 

３．研究の方法 

（１）MeTA法によって発現上昇する遺伝子の
特徴 

まず、MeTA法によって再活性化された遺
伝子の特性を調べ、DNA メチル化阻害剤を用
いた一般的な方法との比較をおこない、それ
ぞれの方法の長所、短所を探った。そのため、
ヒト胎児腎細胞株 293T をモデル系とした解
析を実施した。まず、マイクロアレイによっ
てそれぞれの方法でコントロールに比べ 5倍
以上発現の亢進が見られる遺伝子について
in silico で CpG アイランドの有無およびそ
の位置を決定した。また、MeTA法で発現が亢
進する上位 10 遺伝子の発現を半定量 RT-PCR
法で、プロモーター領域の DNAメチル化の有
無をバイサルファイトシークエンシング法
により解析した。さらに、MeTAを引き起こす
NFκB(AD)-MBD 融合蛋白がプロモーター領域
に結合しているかどうかクロマチン免疫沈
降（ChIP）アッセイにより検討した。また、
MeTA法あるいはDNAメチル化阻害剤を用いた
方法によって発現上昇する遺伝子の CpGアイ
ランドの頻度および生物学的特性などに違
いが見られないかどうか詳しく解析した。 
 
（２）MeTA-arrayの膵がんへの応用 

次に、これら基礎的データを基に、実際、
難治性がんの一つ、膵がんに MeTA-arrayを
適用した。まず、膵がん細胞株 3種（AsPC-1、
MIA PaCa-2、PANC-1）とコントロールとして
正常膵管上皮細胞株（HPDE）について、MeTA
法を実施し、発現の変動する遺伝子をマイク
ロアレイで解析した。次に、MeTA法により 3
種の膵がん細胞株で共通に発現が亢進する
遺伝子を選び出し、CpG アイランドの有無を
検討した。また、これらの遺伝子について MSP
法によりプロモーター領域 CpGアイランドの
メチル化に関する情報を得た。さらに、他の



 

 

膵がん細胞株や臨床検体におけるメチル化
の有無や程度を MSP法によって解析し、メチ
ル化遺伝子のバイオマーカーとしての可能
性について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）MeTA法によって同定された遺伝子の特
徴 
  まず、MeTA法あるいは DNAメチル化阻害
剤、5-アザシチジン（Aza-CR）、をヒト胎児
腎細胞株 293T に適用し、遺伝子発現マイク
ロアレイによって 5倍以上発現上昇する遺伝
子（MeTA: 138遺伝子、Aza-CR: 202遺伝子）
を同定した（雑誌論文４参照）。次に、MeTA
法で発現上昇が見られる上位 10 遺伝子につ
いてさらに解析を行ない、すべての遺伝子が、
１）MeTA法による発現回復、２）プロモータ
ー領域の高度メチル化、３）転写開始点近傍
の CpGアイランドへの NFκB(AD)-MBD融合蛋
白の結合、を示した。特に重要な点として、
MeTA法は Takai and Jonesによって定義され
たより高密度の CpGアイランドをプロモータ
ー領域にもつ遺伝子を再活性化することが
できた（MeTA: 79.0%、Aza-CR: 59.9%）。こ
れらの結果は MeTA 法とマイクロアレイの組
み合わせ（MeTA-array）が DNA高度メチル化
により転写抑制された遺伝子を同定するた
めの新たな効果的方法を提供することを示
している。また、本研究により MeTA-array
で従来の DNAメチル化阻害剤では見出せなか
ったメチル化遺伝子を探索できる可能性も
示唆された。 
 
（２）MeTA-arrayによるがんにおける高度メ
チル化遺伝子探索への応用 
  がん研究においてエピジェネティック
に転写抑制された遺伝子を同定しその特徴
を解析することは、腫瘍形成過程を理解する
ために必要なだけでなく腫瘍特異的にメチ
ル化された遺伝子が腫瘍マーカーとして役
立つためきわめて重要である。我々は、がん
においてプロモーター領域の高度メチル化
により転写抑制された遺伝子を網羅的に探
索するため、上記の MeTA-array という方法
を膵がんに応用し、その効果を探った。3 種
の代表的な膵がん細胞株、AsPC-1、MIA PaCa-2、
PANC-1 とコントロールとして正常膵管上皮
細胞株 HPDE に MeTA-array を適用し、3 種の
膵がん細胞株で共通に発現上昇する 19 遺伝
子を見出した（雑誌論文３参照）。このうち
16 遺伝子は以前の DNA メチル化阻害剤、5-
アザ-2’-デオキシシチジン、を用いた解析
では見出されていない。16 遺伝子のうち、
CSMD2、SLC32A1、TMEM204、TRH について MSP
法でプロモーター領域のメチル化解析をお
こない、それぞれ 90%（19/21）、100%（21/21）、
95%（20/21）、100%（21/21）の膵がん細胞株

でメチル化が観察された。さらに、CSMD2、
SLC32A1、TRH は膵がん患者の手術切除標本
でも腫瘍特異的にメチル化が見られた。これ
らの結果は、MeTA-arrayが様々ながんにおい
て転写抑制された高度メチル化遺伝子を探
索するための有効な手段であることを示す。 
 
（３）今後の展望 
  本研究では MeTA-array という DNA メチ
ル化により転写抑制された遺伝子を網羅的
に探索する新たな方法を開発し、この方法に
より同定された遺伝子の特徴を従来の DNAメ
チル化阻害剤による方法と比較した。また、
実際に膵がんにおけるメチル化遺伝子探索
に適用し、いくつかのがん特異的に高頻度で
メチル化される遺伝子を同定した。これらの
中にはがんの早期診断バイオマーカーとし
ての可能性をもつ候補遺伝子が含まれてい
る。今後、臨床検体のパラフィンブロックか
ら非腫瘍部、膵上皮内腫瘍性病変（PanIN）、
浸潤性膵管癌の部位をマイクロダイセクシ
ョンにより抽出し、ゲノム DNAを抽出した後、
MSP 解析により各遺伝子のメチル化と発がん
との関係について考察していきたい。また、
パラフィンブロック切片の免疫染色によっ
て発がん過程のどの段階で蛋白レベルの減
少が見られるのか明らかにし、がん化の初期
でメチル化により転写抑制される遺伝子の
情報を得、早期診断のためのバイオマーカー
としての可能性について検討していきたい。 
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