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研究成果の概要（和文）： 

 本研究は，ヒトDNAメチルトランスフェラーゼ1(DNMT1)と結合して発がん過程におけるDNAメチ

ル化プロファイル異常形成に寄与する分子の同定を目的としている．まず，RT-PCR法ならびにウ

エスタンブロット法を用いてヒト培養がん細胞におけるDNMT1発現を解析し，DNMT1を高発現する

細胞として，ヒト肝細胞がん由来細胞HepG2を選択した．また，複数の抗ヒトDNMT1抗体のうちか

ら免疫沈降法に最も優れた抗体を選定し，HpG2細胞の核抽出液を用いて抗DNMT1抗体による免疫

沈降法を施行した．SDS-PAGEによって沈降物を展開したところ，DNMT1のバンドと共に，DNMT1

とは異なる分子量のバンドが確認された．抗ヒトDNMT1抗体による免疫沈降物を2 Dimensional 

Image Converted Analysis of LCMS (2D-ICAL法)で解析し，DNMT1と共同沈降する分子の候補と

して，DNMT1との結合が未だ報告されていない分子を同定した．培養がん細胞の抽出液において，

これらの分子に対する抗体を用いた免疫沈降法を行い，DNMT1との結合を確認し，候補分子が

DNMT1の分布異常を介してDNAメチル化プロファイル異常を惹起し得るかの検討を予定している． 
               
研究成果の概要（英文）： 
 The aim of this study is to detect the molecules which associate with DNA 
methyltransferase (DNMT)1 and contribute to induce aberrant DNA methylation profiles 
during human carcinogenesis. We used HepG2 cell line which was derived from human liver 
cancer and showed high expression levels of DNMT1. We performed immunoprecipitation of 
DNMT1 using optimum antibody in HepG2 nuclear extract, and separated immunoprecipitant 
by SDS-PAGE. Co-precipitated proteins were analyzed by 2 Dimensional Image Converted 
Analysis of LCMS (2D-ICAL method), and the candidate molecule which may associate DNMT1 
and may contribute aberrant DNA methylation was identified. Direct association between 
the candidate molecule and DNMT1 is being evaluated. Mechanisms how the candidate molecule 
participates in aberrant distribution of DNMT1 resulting in aberrant DNA methylation 
profiles will be examined. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトのがんの多くが,長い時間と複数の段階

を経て発生すると認識されている．多段階発

がん過程においては，がん遺伝子の増幅・が

ん抑制遺伝子の変異・染色体の欠失といった

ジェネティックな異常，およびDNA塩基配列

の変化を伴わないエピジェネティックな異

常が蓄積すると考えられる．DNAメチル化は，

発がん過程に寄与する主要なエピジェネテ

ィック機構である． 

 ほ乳類細胞のDNAメチル化は，発生分化過

程においてダイナミックに変化して，各細胞

特有のプロファイルが形成される．研究代表

者およびその所属する研究室は,多段階発が

ん過程の早期すなわち前がん段階から悪性

進展に至るまでのDNAメチル化異常を，種々

の臓器で年来報告してきた．発がんリスクや

がんの生物学的特性を規定する特有のDNAメ

チル化プロファイルが存在することがわか

った一方で，そのDNAメチル化プロファイル

を制御する分子機構については，未だ詳細が

明らかになっていない． 

 DNAメチルトランスフェラーゼは，S-アデ

ノシルメチオニンより供与されたメチル基

をシトシンに付加する反応に寄与する酵素

であり，DNAメチル化に関わる主要な分子で

ある．研究代表者の所属する研究室では，当

初よりDNMT1に着目し，DNMT1発現が諸臓器の

前がん段階から正常細胞に比して有意に亢

進し，DNMT1発現亢進ががんのCpGアイランド

メチル化形質や悪性度と有意に相関して，症

例の予後不良因子となることを報告してい

る (Saito et al.,Hepatology,2001 and In

t J Cancer,2003 etc.)．これらの知見より，

DNMT1がヒト多段階発がん過程におけるDNA

メチル化異常に重要な役割を果たしている

と推測される．他方で研究代表者らのゲノム

網羅的解析から，DNMT1の発現が一様に亢進

していても，DNAメチル化プロファイルはが

んの臨床病理学的特性に応じて多様である

ことがわかっている．すなわち，DNMT1をあ

る特定のDNA配列に誘導し，特有のDNAメチル

化プロファイルを形成する分子の存在が疑

われる． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，DNMT1 が発がん過程における

異常 DNAメチル化プロファイル形成過程に寄
与する分子機構の理解を進めることを目的
とする． DNAメチル化異常形成機構に関わり，
がんの予防・治療標的となる分子候補の同定
と，その奏効性診断指標となる DNAメチル化
プロファイルの同定を目指す． 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト培養がん細胞の選定 
 我々は，腎・尿路・肝・膵などの多段階発
がん過程において，BACアレイを用いたゲノ
ム網羅的 DNAメチル化解析を既に行っており，
ヒト組織における DNAメチル化プロファイル
データを有している．これらの臓器がんから
樹立されたヒト培養がん細胞のうち，ゲノム
網羅的 DNAメチル化解析によって臨床試料と
同様の DNAメチル化異常が蓄積していること
が確認され，DNMT1の mRNA・蛋白を十分発現
している細胞株を選定する． 
(2)DNMT1蛋白に対する免疫沈降法の確立 
 (1)で選定したヒト培養がん細胞より蛋白
を抽出し，抗ヒト DNMT1抗体を用いた免疫沈
降法を行う．市販ならびに当研究室で作製し
た抗ヒト DNMT1抗体のうち，免疫沈降反応に
至適な抗体を選択し，至適実験条件を設定す
る．必要であれば新規抗体を独自に作製する． 
(3)DNMT1蛋白と直接結合する蛋白の同定 
 (1)で選定したヒト培養がん細胞より，全
細胞溶解物あるいは核溶解物を抽出し，抗
DNMT1抗体を用いた免疫沈降法を行う．共同
沈降物の質量分析を行い，得られたマススペ
クトルの結果を Mascot searchなどのデータ
ベースに照会し，あるいはペプチドシークエ
ンス等を行い，DNMT1蛋白と共同沈降する蛋
白群を同定する． 
 DNMT1蛋白と共同沈降する分子の候補が得
られた場合は，候補蛋白ならびに DNMT1のタ
グ付き蛋白を作製し，精製蛋白同士で相互に
プルダウンアッセイを行うなどして，候補蛋
白と DNMT1蛋白が真に直接結合するか検討す
る． 
 
４．研究成果 
(1)ヒト培養がん細胞の選定 
 複数のヒト培養がん細胞において，BAC ア
レイを用いたゲノム網羅的 DNAメチル化プロ
ファイル解析を施行したところ，複数の肝が
ん細胞株に臨床試料と同様に DNAメチル化異
常が蓄積していることがわかった．さらに，
RT-PCR法ならびに Western法によって DNMT1



発現を確認し，DNMT1 高発現を示す細胞株と
して HepG2を選定した． 
(2)DNMT1蛋白に対する免疫沈降法の確立 
 市販されているものと当研究室で作製し
たものを含めた複数の抗ヒト DNMT1抗体を用
いて，免疫沈降法の至適条件の検討を行った．
全細胞抽出物と核抽出物では，いずれも良好
に免疫沈降が行えたものの，後者の方が非特
異的沈降物の尐ない結果が得られた．DNMT1
は本来核内蛋白であり，特に DNAメチル化プ
ロファイル形成に寄与する際には核内に存
在することが予想されるため，以降は核抽出
物で免疫沈降反応を行った．比較検討した複
数の抗体の中から，最も効率よく DNMT1の沈
降が行え，非特異的沈降の尐ない抗体として，
Santa Cruz社の抗ヒト DNMT1抗体(goat IgG)
を選定した．HepG2 の核抽出物と選定した抗
ヒト DNMT1 抗体を用いて，DNMT1 の免疫沈降
反応の至適条件を設定した． 
(3)DNMT1蛋白と直接結合する蛋白の同定 
 上記(2)で選定した抗体を用いて，HepG2核
抽出物の免疫沈降反応を行い，SDS-PAGEによ
って沈降物を泳動したところ，DNMT1 と共同
沈降する複数の候補蛋白のバンドが視認さ
れた．そこで再度免疫沈降反応を行い，沈降
物 を 2 Dimensional Image Converted 
Analysis of LCMS (2D-ICAL 法)で解析した．
2D-ICAL 法によって同定された分子 X を
DNMT1 と共同沈降する候補分子とし，この分
子に対する抗体を用いた免疫沈降法で DNMT1
が共同沈降することの確認を試みている． 
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