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研究成果の概要（和文）：大腸癌細胞のエピゲノムおよびmicroRNA発現を解析することで、大腸癌においてエピジェネ
ティックに不活化されたmicroRNA遺伝子を複数同定した。大腸癌幹細胞性質にDNAメチル化酵素1型（DNMT1）が必要で
あることを明らかにし、さらにcancer initiating cellにおいて発現が変化するmicroRNAを複数同定した。大腸発癌過
程におけるゲノム・エピゲノム変化を解析することで、発癌早期における分子異常を明らかにした。また前癌病変のDN
Aメチル化と内視鏡所見を統合解析することで、CpGアイランドメチル化形質（CIMP）陽性前癌病変の診断に有用な形態
変化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By analyzing epigenome and microRNA expression profiling in colorectal cancer (CRC
) cells, we identified a series of epigenetically silenced microRNA genes. We found that DNA methyltransfe
rase 1 (DNMT1) is essential for the maintenance of cancer stem-like cells (CSC)/ cancer initiating cells (
CIC), and we also identified microRNA genes which are differentially expressed in CSC/CIC. We carried out 
genome and epigenome analysis in precursor and malignant lesions in colorectum, and identified aberrant DN
A methylation patterns in the premalignant stage. Finally, by performing integrative analysis of molecular
, pathological and endoscopic findings of premalignant colorectal lesions, we identified a novel surface m
icrostructure which is specific to the precursor lesions of CpG island methylator phenotype (CIMP)-positiv
e CRC.
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１．研究開始当初の背景 
 発癌は遺伝子変異などのジェネティック
な変化と、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変化の両者
が蓄積することによって発生すると考えら
れている。癌細胞では数百以上の遺伝子が
DNA メチル化異常を示すことが知られ、発
癌に関与するあらゆるパスウェイの遺伝子
がメチル化異常の標的となり得る。さらに近
年では、noncoding RNA 遺伝子のエピジェ
ネティクス異常も明らかにされつつある。 
これまで申請者は、主に消化器癌における

エピジェネティックな異常の解析を行って
きた。その中で、WNT シグナル阻害遺伝子
や細胞周期チェックポイント遺伝子など多
数の癌関連遺伝子のメチル化異常を明らか
にした。また miR-34 ファミリー遺伝子など
microRNA 遺伝子（以下 miRNA）のメチル化
異常を報告してきた。 
大腸癌をはじめ様々な癌において CpG ア

イランドメチル化形質(CIMP)を示す一群の
存在が知られている。CIMP の存在は、メチ
ル化異常がメインとなる発癌経路の存在を
示唆している。申請者は、CIMP 陽性大腸癌
におけるメチル化異常を解析し、IGFBP7 メ
チル化が CIMP 発癌に関与している可能性を
報告した。 
近年、癌幹細胞(Cancer stem cell; CSC)ある

いは Tumor-initiating cell (TIC)が重要な研究
テーマとして注目されている。エピジェネテ
ィックな異常が大腸発癌早期から発生する
ことを鑑みても、エピゲノムが大腸癌幹細胞
性質に関与している可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、大腸癌細胞株および臨床検体

（前癌病変、早期癌、進行癌）におけるエピ
ゲノムと noncoding RNA 発現を解析するこ
とで、大腸発癌および大腸癌幹細胞の性質を
規定する分子メカニズムを明らかにするこ
とを目的とする。さらにそれらを診断・治療
へ応用するための基盤的知見を得ることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 大腸癌細胞株 (n = 10)、大腸癌細胞株
HCT116 の DNA メチル化酵素 1 型(DNMT1)
ノックアウト細胞、外科的あるいは内視鏡的
に切除された大腸前癌病変(n=190)、大腸癌
(n=100)を解析対象とした。 

Methylated CpG island Amplification 
microarray (MCAM)法により網羅的な CpG ア
イランドメチル化解析を行った。メチル化特
異的 PCR（MSP）法、バイサルファイトシー
クエンス法、バイサルファイトパイロシーク
エンス法により各遺伝子のメチル化解析を
行った。クロマチン免疫沈降(ChIP)法により
ヒストン H3 リジン 4 トリメチル化
（H3K4me3）とヒストン H3 リジン 27 トリメ
チル化（H3K27me3）を解析した。アレイ CGH

法により、染色体コピー数異常の解析を行っ
た。遺伝子発現プロファイルをマイクロアレ
イ(Agilent)により解析し、microRNA 発現プロ
ファイルを TaqMan low density array (Applied 
Biosystems)により解析した。アレイデータの
解析には Gene Spring GX ソフトウェア
(Agilent)を用いた。MTT アッセイ、コロニー
フォーメーションアッセイ、Wound healing ア
ッセイ、マトリゲル浸潤アッセイにより遺伝
子の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）大腸癌関連 miRNA の解析 
 大 腸 癌細 胞 に お け る ヒ ス ト ン 修 飾
（H3K4me3 および H3K27me3）を ChIP-seq
法により解析することで、miRNA 遺伝子の転
写開始点領域と同定し、エピジェネティック
に不活化された miRNA を同定した。その結
果、大腸癌において CpG アイランドメチル化
により不活化される miRNA 遺伝子を複数同
定した。中でも miR-1-1 遺伝子上流の CpG ア
イランドは、大腸腺腫および大腸癌において
高頻度（70～80%）にメチル化しており、大
腸発癌早期に発生する変化であると考えら
れた。また miR-1 は、大腸癌細胞の増殖、遊
走、浸潤を抑制する効果を示した。大腸癌細
胞に miR-1 を導入して発現アレイ解析を行っ
た結果、miR-1 は遺伝子発現プロファイルに
大きな影響を与えることが示された。さらに
ANXA2 および BDNF が miR-1 標的遺伝子と
して同定された。 
 
（２）大腸癌幹細胞における DNA メチル化
酵素の役割 
大腸癌細胞株 HCT116 の DNMT1 ノックア

ウト細胞は、DNA メチル化の多くを保ってお
り、in vitro での増殖能にも大きな変化がない
ことが知られている。しかし詳細な検討の結
果、Flow cytometry 解析で Side population (SP)
分画が消失、癌幹細胞マーカーのひとつとさ
れる ALDH1 発現が消失、免疫不全マウスで
の腫瘍形成能がほぼ消失するなど、癌幹細胞
様性質を失っていることが明らかとなった。
このことから大腸癌幹細胞性質の維持に
DNMT1 が必要である事が示された。また
HCT116 細胞の SP 分画と MP 分画における
miRNA 発現プロファイルを比較した結果、
SP 分画細胞において発現低下あるいは消失
する miRNA が複数同定された。 
 
（３）大腸発癌過程におけるゲノム・エピゲ
ノム変化の解析 
 大腸発癌過程における分子異常を詳細に
検討するため、大腸腺腫（serrated adenoma と
conventional adenoma）および早期大腸癌にお
けるゲノム・エピゲノム異常の網羅的な解析
を行った。その結果、CpG アイランドメチル
化の多くは大腸腺腫の段階ですでに確立し
ているが、ゲノムコピー数異常は腺腫ではほ
とんど見られないことがわかった。また過形



成、大腸腺腫、早期大腸癌への移行過程にお
ける遺伝子変異、メチル化、染色体異常を統
合的に解析することで、新たな大腸発癌経路
を提唱した。 
大腸癌および前癌病変の診断には、拡大内

視鏡によるピットパターン診断が有用であ
る。本研究では大腸前癌病変における拡大内
視鏡像と、分子異常との統合的な解析を行っ
た。その結果、CIMP 大腸癌の前癌病変とさ
れる sessile serrated adenoma/polyp（SSA/P）の
指標となりうる新たなピットパターン（Type 
II-O 型）を見いだした。Type II-O 型ピットを
示す腺腫は、IGFBP7 や p16 など CIMP に特
有なメチル化異常を高度に示した。これらの
知見は分子異常と腫瘍形態との相関を示す
とともに、CIMP 陽性大腸癌の前癌病変を効
率的に同定しうる診断法につながると考え
られた。 
一方、進行大腸癌をメチル化異常とゲノム

コピー数異常に基づいてクラスタリング解
析した結果、臨床病期および転移との相関が
認められた。このことからメチル化異常とコ
ピー数異常とを組み合わせることが、大腸癌
の臨床予後予測に有用である可能性が示唆
された。 
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