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研究成果の概要（和文）：本研究では、メチルCpG結合ドメイン（MBD）とTET1蛋白の触媒ドメイン（TET1-CD）からな
る融合遺伝子を用いることによってゲノムワイドにメチル化遺伝子を脱メチル化し、再活性化する方法を開発した。本
法は、癌細胞で高度メチル化により転写抑制された遺伝子を簡便に探索し、同定することに役立つ。本法を前立腺癌お
よび大腸癌細胞株に適用したところ、癌細胞の増殖抑制が引き起こされた。これらの結果は、DNAメチル化が癌細胞の
増殖促進に働くこと、また、その原因遺伝子のメチル化がバイオマーカーとして利用できる可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel method that globally demethylates and reactivates 
hypermethylated genes by using a fusion gene comprising of methyl-CpG binding domain (MBD) and the 
catalytic domain of Ten-eleven translocation protein 1 (TET1-CD). This method is useful for identifying 
hypermethylation-mediated silenced genes in cancer cells. We have applied it to prostate and colorectal 
cancer cell lines and found that DNA demethylation suppressed the growth of cancer cells. These results 
suggest that DNA methylation confers the ability of cancer cells to facilitate the growth and DNA 
methylation of gene(s) responsible for cell growth may be useful as a biomarker.

研究分野：実験病理学

キーワード： 腫瘍　DNAメチル化　DNA脱メチル化
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１．研究開始当初の背景 
癌特異的なDNAメチル化異常をゲノ

ム網羅的に検出する方法として、１）DNA 脱
メチル化剤を用い発現上昇する遺伝子を解
析する方法や２）5-メチルシトシン（5-mC）
抗体、メチル CpG 結合ドメイン（MBD）に対
する親和性をもつDNA断片をプロモーター配
列にマップする方法が知られる。DNA 脱メチ
ル化剤は DNA メチル基転移酵素（DNMT）の阻
害によりメチル化遺伝子の転写を再活性化
させるが、DNMT がメチル化非依存的転写抑制
にも関与するため、１）の方法では、多くの
非メチル化遺伝子も同時に活性化してしま
う。一方、２）はメチル化 DNA 断片の転写へ
の関与が不明なため、さらに詳細な解析が必
要となる。これらの問題を解決し、転写抑制
に関わるメチル化遺伝子を簡便・効率的に探
索 す る 方 法 と し て 申 請 者 ら は MeTA
（ methyl-CpG targeted transcriptional 
activation）という方法を考案した。 

MeTA では、転写因子 NFB の転写活
性化ドメイン（AD）と MBD を繋いだ DNA コン
ストラクトを細胞にトランスフェクション
することによって、細胞内で NFB(AD)-MBD
融合蛋白を生成させ、MBD でメチル化プロモ
ーターに結合し、NFB(AD)によって転写コア
クチベーターp300/CBP をリクルートする。
p300/CBP はプロモーター周辺のヒストンア
セチル化や様々な転写関連因子をリクルー
トすることによって転写抑制された下流遺
伝子を再活性化することができる。実際、ヒ
ト胎児腎細胞株 HEK293T に NFB(AD)-MBD の
発現ベクターをトランスフェクションした
ところ、高密度 CpG アイランドを含む多くの
メチル化遺伝子の転写が強く再活性化され
た。また、３種の膵癌細胞株とコントロール
として正常膵管上皮細胞株に MeTA 法を施行
し、DNA 脱メチル化剤では見出せなかった３
種の癌特異的メチル化遺伝子を同定するこ
とができた。これらの結果は MeTA 法の有用
性を示すものであるが、高メチル化により、
MeTA 法で転写再活性化できない遺伝子も相
当数あることが判明した。 

最近の研究から 5-ヒドロキシメチ
ル化修飾酵素 TET1、脱メチル化酵素 DEMETER
（DME）がそれぞれ哺乳動物、植物の発生初
期において 5-mC をシトシン（C）に変換する
能動的脱メチル化経路で重要な役割を果た
すことが明らかになってきた。そこで、TET1
の触媒ドメインや DME の触媒ドメインを MBD
に繋いだ DNA コンストラクトを作製し、プロ
モーター領域における 5-mC を修飾、変化さ
せることによってメチル化遺伝子を再活性
化することを考案した。 
 
２．研究の目的 

DNA メチル化の変化は、癌における
重要なエピジェネティック変化の一つであ
り、遺伝子の転写活性化あるいは不活性化を
引き起こし、癌の発生、進展に関与する。し

たがって、癌特異的な高メチル化および低メ
チル化遺伝子を見つけ出し、癌との関係を明
らかにすることは、癌の発生、進展を理解す
る上で重要なだけでなく、癌のリスク評価、
早期診断、予後予測、治療への応用の可能性
をもつ。本研究では、メチル化プロモーター
における特異的なDNA脱メチル化技術の開発
により、メチル化遺伝子を簡便に探索できる
手法を確立し、癌における DNA メチル化を指
標とする新しい早期診断バイオマーカーの
探索をおこなうことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）TET1、DME を用いた DNA 脱メチル化技
術の開発 
TET1 は哺乳類の ES 細胞、小脳などで

高発現し、5-メチルシトシン（5-mC）を酸化
し、5-ヒドロキシメチルシトシン（5-hmC）
に変換する酵素である。最近、5-hmC は TET
蛋白によってさらに、5-ホルミルシトシン
（5-fC）、5-カルボキシルシトシン（5-caC）
に変換され、チミンDNAグリコシラーゼ（TDG）
を始めとする細胞内の塩基除去修復（BER）
によってシトシン（C）に変換できることが
明らかとなった。また、DME はシロイヌナズ
ナの雌性配偶体で発現し、ゲノムインプリン
ティングに関わる 5-mC 特異的 DNA グリコシ
ラーゼで、脱メチル化の最初のステップに関
与し、哺乳動物には相同遺伝子は存在しない。 
まず、細胞内のメチル化プロモーター

を脱メチル化するため、MBD に TET1、DME の
野生型触媒ドメイン（CDwt）およびアミノ酸
置換により不活化した変異型触媒ドメイン
（CDmut）を繋いだ DNA コンストラクトを作
製した。また、対照として MBD のない DNA コ
ンストラクトも作製した。次に、これらの DNA
コンストラクトをヒト胎児腎細胞株 HEK293T
にトランスフェクションし、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メ
チル化遺伝子の転写再活性化を RT-PCR 法に
より解析した。MBD-TET1-CDwt によるメチル
化遺伝子プロモーター領域の脱メチル化に
ついては、バイサルファイトシークエンシン
グによって詳細に解析した。また、
MBD-TET1-CDwt によるメチル化遺伝子プロモ
ーターの5-ヒドロキシル化は5-hmCに特異的
なグリコシルトランスフェラーゼを利用し
たアッセイにより確認した。これらの解析に
よりメチル化遺伝子の転写再活性化に伴う
プロモーター領域の 5-ヒドロキシル化、脱メ
チル化の知見を得た。さらに HEK293T 細胞に
おけるメチル化修飾、脱メチル化によって発
現が変化する遺伝子を網羅的に解析するた
め、total RNA を抽出し、遺伝子発現マイク
ロアレイをおこなった。これまでに、脱メチ
ル化剤、MeTA 法を施行した際に発現が変化す
る遺伝子について詳細な解析をおこなって
いるため、これらを比較し、本法が有効かど
うか検討した。 
 



（２）脱メチル化技術の膵癌細胞株への応用 
（１）の基礎的データをもとに、

MBD-TET1-CDwt によるメチル基修飾、脱メチ
ル化技術を用い、難治がんの代表である膵癌
の高メチル化DNAバイオマーカーの探索を計
画した。そのため、膵癌については３種類の
膵癌細胞株（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MBD-TET1-CDwt発現ベクターをトラン
スフェクションした。AsPC-1、MIA PaCa-2、
PANC-1の３種の細胞株についてはすでにDNA
メチル化阻害剤および MeTA 法により発現が
亢進する遺伝子について解析がなされてお
り、これらの結果と比較することにより、そ
れぞれの解析法による違いを見出すことが
できる。また、コントロールとして HPDE を
用いることにより、癌化に関係のない、例え
ば膵管上皮細胞の発生に関係するようなメ
チル化遺伝子を除外することができる。 
 
（３）MBD-TET1-CDwt の発現誘導系の開発と
前立腺癌、大腸癌細胞株における DNA 脱メチ
ル化の影響 
 （２）において膵癌細胞株を用いた
MBD-TET1-CDwt ステーブル細胞株の作製が困
難であったため、テトラサイクリン遺伝子発
現誘導系を用い、MBD-TET1-CDwt によるゲノ
ムワイドなDNA脱メチル化の効果を調べるこ
とにした。まず、前立腺癌細胞株 LNCaP と大
腸癌細胞株 DLD1 に Tet リプレッサー発現ベ
クターと Tet オペレーターの下流に
MBD-TET1-CDwt を繋いだ発現ベクターをトラ
ンスフェクションし、MBD-TET1-CDwt の発現
誘導細胞株を作製した。これらの細胞株は、
テ ト ラ サ イ ク リ ン 投 与 に よ っ て
MBD-TET1-CDwt の発現が誘導される。次に、
テトラサイクリン投与の有無による細胞増
殖能の変化をアラマブルーアッセイによっ
て解析した。また、細胞増殖抑制の原因を探
るため、フローサイトメトリーによる細胞周
期解析もおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）DNMT 非依存的な DNA 脱メチル化技術の
開発 

細胞内のメチル化プロモーターを
脱メチル化するため、5-ヒドロキシメチル化
修飾酵素 TET1、脱メチル化酵素 DME の野生
型触媒ドメイン（CDwt）、アミノ酸置換によ
り不活化した変異型触媒ドメイン（CDmut）
およびこれらのドメインをメチルCpG結合ド
メイン（MBD）に繋いだ DNA コンストラクト
を用いた。まず、これら DNA コンストラクト
をヒト胎児腎細胞株HEK293Tにトランスフェ
クションし、一過性の発現によりエピジェネ
ティックに転写抑制された MLH1 や MAL 遺伝
子の転写に与える影響を調べた。その結果、
MBD に野生型の TET1 触媒ドメインあるいは
DME 触媒ドメインを繋いだ DNA コンストラク
ト（MBD-TET1-CDwt あるいは MBD-DME-CDwt）

を細胞に導入した場合のみ MLH1、MAL の弱い
転写再活性化が見られた。MBD-TET1-CDwt 導
入細胞の方が MBD-DME-CDwt 導入細胞に比べ
強い転写再活性化能をもつこと、また、
MBD-DME-CDwt 導入細胞では、多くの細胞死が
観 察 さ れ た た め 、 以 後 の 研 究 は 、
MBD-TET1-CDwt を中心に進めることにした。
一過性の発現系でMBD-TET1-CDwtによるメチ
ル化遺伝子の転写再活性化能が弱かった原
因は、トランスフェクションの低い効率によ
ると考えられたため、HEK293T 細胞を用い、
様々なDNAコンストラクトを含むステーブル
細胞株を作製し、再度、メチル化遺伝子の転
写再活性化を解析した。その結果、
MBD-TET1-CDwt ステーブル細胞株においての
み、解析した 5つのメチル化遺伝子（SOX17、
MLH1、MAL、MT1M、TRH）すべてにおいて転写
再活性化が引き起こされ、そのうちバイサル
ファイトシークエンスによりプロモーター
領域でのメチル化を解析した MAL、MT1M、TRH
の 3つの遺伝子すべてでプロモーター領域の
脱メチル化亢進を確認した。また、MAL 遺伝
子プロモーター領域については、5-hmC のグ
リコシル化、制限酵素を利用したアッセイに
より、MBD-TET1-CDwt ステーブル細胞株にお
いて、脱メチル化だけでなく、低レベルの
5-hmC の存在が確認された。一方、MBD に TET1
変異型触媒ドメイン（TET1-CDmut）を繋いだ
融合遺伝子や MBD を欠く TET1-CDwt、
TET1-CDmutのみを発現するHEK293T細胞株で
はメチル化遺伝子の転写活性化およびプロ
モーター領域の脱メチル化は見られなかっ
た。 
 
（２）MBD-TET1-CDwt による DNA 脱メチル化
の特徴 
 HEK293T 細 胞 に お い て
MBD-TET1-CDwt 発現によって転写再活性化さ
れるメチル化遺伝子の特徴を明らかにする
ため、ベクター、TET1-CDwt、MBD-TET1-CDwt、
MBD-TET1-CDmut 導入細胞の遺伝子発現マイ
クロアレイをおこなった。ベクター導入細胞
に比べ、5 倍以上発現上昇する遺伝子数は、
TET1-CDwt で 1、 MBD-TET1-CDwt で 60、
MBD-TET1-CDmut で 6 であり、MBD-TET1-CDwt
発現により多くの遺伝子が再活性化してい
る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、
MBD-TET1-CDwt 導入細胞で発現上昇した遺伝
子は 90%という高い頻度で転写開始点周辺
1kb に CpG アイランドを含んでいた。 
 HEH293T 細胞を用いた DNA 脱メチル
化剤アザシチジン（Aza-CR）および、MeTA 法
との結果を比較するため、それぞれ対照に比
べ、5 倍以上発現上昇する遺伝子の重複をベ
ン図解析により調べた。その結果、
MBD-TET1-CDwt 発現により転写再活性化され
る遺伝子の約 65%は、Aza-CR により転写再活
性化される遺伝子に含まれることが明らか
となった。また、Aza-CR で 2 倍以上発現上昇
する遺伝子を調べると MBD-TET1-CDwt で 5倍



以上発現上昇する遺伝子の 88%が含まれるこ
とがわかった。一方、MeTA 法で発現上昇する
遺伝子とMBD-TET1-CDwtで発現上昇する遺伝
子はあまり重複しなかった（12%）。このこ
とは、DNA メチル化阻害剤と MBD-TET1-CDwt
が DNA脱メチル化により転写再活性化する方
法であるのに対し、MeTA 法は転写コアクチベ
ーターにより転写再活性化する方法である
という違いを反映しているのかもしれない。 
 
（３）脱メチル化技術の膵癌細胞株への応用 

3 種類の膵癌細胞株（AsPC-1、MIA 
PaCa-2、PANC-1）と正常膵管上皮細胞株 HPDE
に MBD-TET1-CDwt発現ベクターおよび対照と
して MBD-TET1-CDmut 発現ベクターをトラン
スフェクションし、ステーブルな細胞株を作
製することを試みた。薬剤により選択された
ステーブル細胞株から調製した細胞抽出液
を用い、MBD-TET1-CDwt、MBD-TET1-CDmut 蛋
白を確認するため、抗 FLAG 抗体によるウエ
スタンをおこなったところ、MBD-TET1-CDwt
ステーブル細胞株においてのみ非常に弱い
バンドしか観察できなかった。このことは、
MBD-TET1-CDwt 発現が細胞にとって都合の悪
いものであることを示すと考えられる。 
 
（４）MBD-TET1-CDwt の発現誘導系の開発と
前立腺癌、大腸癌細胞株における脱メチル化
の影響 
前立腺癌細胞株 LNCaP に加え、大腸癌細胞株
DLD1 を用い、メチル CpG 結合ドメイン（MBD）
と 5-ヒドロキシメチル化修飾酵素 TET1 の野
生型触媒ドメイン（TET1-CDwt）の融合遺伝
子（MBD-TET1-CDwt）を誘導発現させる系を
構築した。また、同時に、対照として TET1
の変異型触媒ドメイン（TET1-CDmut）を繋い
だ融合遺伝子（MBD-TET1-CDmut）を誘導発現
させる系も構築した。これら遺伝子誘導発現
系を用いた研究により、どちらの癌細胞株に
おいても、MBD-TET1-CDwt でのみ、１）メチ
ル化遺伝子の脱メチル化、２）メチル化遺伝
子の転写再活性化、３）癌細胞の増殖抑制が
引き起こされることを明らかにした。また、
フローサイトメトリーによる解析から、
MBD-TET1-CDwt 発現により S期の減少、G1 期
の増加が見られた。これらの結果は、これま
で DNMT 阻害剤や DNMT 遺伝子の破壊による
DNA メチル基転移酵素（DNMT）阻害という間
接的な方法でしか見ることのできなかった
癌細胞におけるDNAメチル化の意義を直接的
な方法で明らかにしたという点で重要な意
味をもつ。 
 
（５）今後の展望 
本研究では MBD と TET1 の触媒ドメインを用
いた DNMT 非依存的な方法でゲノムワイドな
DNA 脱メチル化を引き起こすことに成功した。
DNMTはDNAメチル化非依存的転写抑制にも関
与するため、その阻害剤である DNA 脱メチル
化剤は非メチル化遺伝子も転写活性化する。

また、主要な DNA 脱メチル化剤はシトシンの
誘導体であり、DNA に取り込まれ、DNA 合成
阻害を引き起こす。そのため、DNA 脱メチル
化剤の細胞への作用がDNA脱メチル化によっ
て引き起こされたものか単純に判断するこ
とはできなかった。一方、MBD-TET1-CDwt に
よる DNA 脱メチル化は、DNMT を全く介してい
ないため、DNA 低メチル化の効果のみを調べ
ることを可能にする。前立腺癌細胞株 LNCaP、
大腸癌細胞株 DLD1 で観察された DNA 脱メチ
ル化による細胞増殖抑制は、癌細胞で一般に
見られるDNAメチル化の癌細胞増殖における
重要な働きを示す結果と言える。DNA メチル
化により細胞増殖を促進する機能をもつ遺
伝子を明らかにするため、他の前立腺癌、大
腸癌細胞株の検討をおこない、候補遺伝子を
絞り込むことが今後、重要となる。また、膵
癌細胞株においても同様にMBD-TET1-CDwtの
発現誘導系を作製することによって膵癌に
おけるDNAメチル化の意義を明らかにするこ
とが可能になると考えられる。本研究により
開発された DNA 脱メチル化技術を用い、様々
な癌細胞でのDNAメチル化の役割の解明が必
要であり、重要な DNA メチル化異常について
は、臨床検体等での解析を経て癌の診断や治
療への応用が今後、期待される。 
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