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研究成果の概要（和文）：癌細胞の特徴としてセントロメアDNAの低メチル化が知られているが、その意義は完全には
理解されていない。本研究は、細胞の癌化とセントロメアDNAメチル化動態との相関性の解明を目的とした。培養細胞
への癌遺伝子の強制発現では癌化誘導に伴ったセントロメアDNAの脱メチル化は認められなかったが、由来組織別の細
胞スクリーニングにより悪性黒色腫でペリセントロメアの脱メチル化を見出した。一方でこの脱メチル化によるペリセ
ントロメア由来のRNAは確認できず、逆に高メチル化状態であったセントロメア由来のRNAを確認したことから、これら
領域からの転写にDNAメチル化以外の制御メカニズムが関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypomethylation of non-coding DNAs, such as centromere, is a unique character of 
cancer cells, but little is known about biological function of DNA hypomethylation in centromere. The 
purpose of this study is to understand the relationship between malignant transformation of cells and 
dynamics of DNA methylation in centromere. Forced expression of oncogenic genes was sufficient for 
malignant transformation of cultured cells, but was not correlated with centromere hypomethylation. We 
screened various cancer cells, and revealed that human melanoma cell lines show pericentric 
hypomethylation. We detected satellite transcripts derived from hypermethylated centric satellites in 
melanoma, whereas transcripts derived from hypomethylated pericentric satellites were not detected. These 
results suggests DNA methylation may not be involved in transcriptional regulation of centric/ 
pericentric satellites in melanoma celllines.

研究分野：発がん
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１．研究開始当初の背景 
ゲノムプロジェクトが終了し、様々な疾患
とジェネティックな異常の相互関係が明ら
かとなっていく中、近年ではエピジェネティ
ックな異常と疾患との関係にもスポットラ
イトが当たり始めている。遺伝子領域におけ
るエピジェネティックな異常は、その遺伝子
発現に直接影響する可能性が高いことから
研究も良く進んでおり、癌細胞においては
p16 遺伝子や RB 遺伝子等癌抑制遺伝子の
DNAメチル化異常はその代表とも言える。  
一方で、非遺伝子領域（非コード DNA）
におけるエピジェネティックな異常は生命
現象に直接リンクさせることが難しいため、
疾患との関連についての研究はそれほど進
んでいなかった。 
セントロメアは染色体分配に必須なゲノ
ム領域であり、代表的な非コード DNA であ
る。ヒト正常細胞におけるセントロメアDNA
は高メチル化状態であるのに対し、ヒト癌細
胞におけるセントロメア DNA は概して低メ
チル化状態であることが報告されている。癌
細胞ではセントロメア以外の非コード DNA
を含むゲノムワイドな低メチル化状態の報
告が数多くあり、染色体の分配異常や遺伝子
の欠失、異数性ゲノムなどに代表されるゲノ
ム不安定性など癌細胞において共通して認
められる現象との関連性が指摘されてきた。
しかしながら、細胞の悪性形質獲得に至る過
程におけるセントロメア DNA の低メチル化
状態の生物学的意義は十分には明らかにさ
れてこなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、正常細胞・癌細胞におけるセン
トロメア領域の DNA メチル化状態を調べる
ことで、細胞の悪性形質獲得とセントロメア
DNA メチル化状態変化との関連性の解明を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)癌化誘導細胞の DNAメチル化動態 

Doxによって癌遺伝子（E6E7,MYC, RAS）
が発現し、in vitro、in vivoで癌化誘導が可
能なヒト子宮頚部角化細胞を国立がん研究
センター発がん機構研究グループ清野透博
士より分与いただき実験に使用した。In 
vitro、in vivoそれぞれで発癌誘導後、継時
的にサンプルを回収し、セントロメア領域
である-satellite、ペリセントロメア領域で
ある Satellite2 の DNA メチル化状態を
Bisulfite sequence法により検出した。 
 
(2)セントロメアDNAが低メチル化状態を示
す細胞株のスクリーニング 
 胎児肺細胞、咽頭癌、結腸上皮細胞癌、肺
扁平上皮癌、グリア芽腫、気道上皮癌、胃癌、
乳癌、子宮頸癌、悪性黒色腫に由来する 17
ラインの細胞を解析対象として、-satellite

および Satellite2 の DNA メチル化状態を
Bisulfite sequence法で検出した。 
 
(3)セントロメアDNAのメチル化状態とセン
トロメア由来転写産物の発現解析 
 セントロメア DNA が低メチル化状態を示
した培養細胞を対象に、 -satellite、
Satellite2 由 来 の 転 写 産 物 の 有 無 を
Realtime-PCRにより検討した。 
 
(4)セントロメア特異的なDNAメチル化導入
手法の開発 
 セントロメア部位を認識する DNA 結合タ
ンパクと DNA メチル化酵素との融合遺伝子
を設計し、細胞内に導入することでセントロ
メア特異的な DNA メチル化導入を試みた。
ヒト-satelliteおよびマウスMinor satellite
に共通して存在する配列である CENPB-box
を認識する CENPBの DNA結合ドメインを
セントロメア認識 DNA 結合タンパク質とし
て用いた。DNA メチル化酵素として原核生
物由来の CpG methylaseである SssIを用い
た。解析対象の細胞として、セントロメア
（Minor satellite）、ペリセントロメア
（Major satellite）が低メチル化状態を示す
マウス初期胚を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)癌化モデル細胞を用いたセントロメア
DNAメチル化のダイナミクス解析 
 癌化誘導により in vitroでの細胞増殖速度
の上昇、ヌードマウス皮下での造腫瘍を確認
した。in vitro での癌化誘導前で-satellite
は約 66％の CpGサイトがメチル化されてい
た。癌化誘導 10日後、20日後、30日後、40
日後および 50 日後で癌化誘導有りの細胞と
無しの細胞との DNA メチル化状態を比較し
た結果、両者の間に顕著な差は認められなか
った。この様な傾向は Satellite2の解析結果、
in vivo で造腫瘍させた組織を用いた解析結
果でも同様であった。また、腫瘍塊の大きさ
と DNA メチル化状態に相関性は認められな
かった。文献で報告されているような癌細胞
と正常細胞でのセントロメア DNA のメチル
化状態の差は、本実験では再現することはで
きなかったが、この原因として、細胞が由来
する組織の違いや、実験に供した試料が臨床
検体であるかライン化された細胞かなどの
違いが反映されている可能性が考えられた。 
 
(2)セントロメアDNAが低メチル化状態を示
す癌細胞のスクリーニング 
癌の由来組織によってセントロメア DNA
のメチル化状態が異なるかどうかを検討す
るため、様々な組織に由来する培養細胞株を
用いた検討を行った。その結果、-satellite
ではいずれの腫瘍細胞株もばらつきはある
ものの、低メチル化を示す精子ゲノムと比べ
て高メチル化状態を示した。一方、Satellite2



については精子ゲノム（31.5%）と比べて腫
瘍細胞株では概ね高メチル化状態を示した
が、グリア芽腫と悪性黒色腫では低メチル化
状態を示した。特に悪性黒色腫では調べた 5
ラインの細胞中全ての種類で低メチル化状
態を示した（0%～23.1%）。そこで、悪性黒
色腫が癌化する前の由来細胞であるメラノ
サイト（HEMa-LP）を用いて同様の解析を
行った結果、メラノサイトにおける
Satellite2 の DNA メチル化状態は 62.8%と
高メチル化状態であった。このことから、メ
ラノサイトの癌化と Satellite2の DNAメチ
ル化状態に何らかの関連性がある可能性が
考えられた。 
 
 

 
 
(3)セントロメアDNAのメチル化状態とセン
トロメア由来転写産物の発現解析 
 Satellite2 においてメラノサイトと悪性黒
色腫間で DNA メチル化状態に差が認められ
たことから、Satellite2 における DNA メチ
ル化がセントロメア領域の転写活性と相関
するかどうかを検討するために、メラノサイ
トと悪性黒色腫における -satellite と
Satellite2の転写活性を Realtime PCRによ
り検討した。その結果、Satellite2 において
はメラノサイトと悪性黒色腫間での発現量
に差は認められなかったが、-satelliteにお
いてはメラノサイトと比較して 4ライン中 3
ラインの悪性黒色腫細胞株で発現量の亢進
が認められた。以上から、セントロメア由来
の RNA の発現には DNA メチル化の影響は
低く、他の制御メカニズムが関わっている可
能性が示唆された。 
 
(4)セントロメア特異的なDNAメチル化導入
手法の開発 
セントロメア DNA の低メチル化状態の機
能解析を見据えて、セントロメア特異的に
DNA メチル化を導入する実験系を開発する
こととした。セントロメアが低メチル化状態
を示すマウス卵子をモデル細胞として用い、
CENPB-SssIをコードする mRNAを細胞内
に導入した。mCherry-MBD-NLS による核
内メチル化 DNA のイメージング結果と

Bisulfite sequence の 結 果 か ら Minor 
satelliteへの DNAメチル化導入を示唆する
結果を得た。しかしながら、ペリセントロメ
アのリピート配列である Major satellite に
ついても DNA メチル化導入が認められたこ
とから、今後はオフターゲットの少ないDNA
メチル化導入の手法開発が必要であると考
えられた。 
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