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研究成果の概要（和文）：近年、がん患者の血液中に存在する血中循環がんメチル化遺伝子は、血液からがんを発見で
きるバイオマーカーとして臨床応用に向け盛んに研究されているが、検出感度が低いことから未だ実用化されていない
。これまでに我々は、高い精度で血中循環がんメチル化遺伝子を検出できる新規測定法を構築してきた。そこで本研究
では、新規測定法による進行性乳がんを対象とした診断法の臨床応用を目指して、早期の進行性乳がんを見出すことが
できる新しいメチル化遺伝子マーカーを、病態に即したモデル実験系を構築し、探索を行った。その結果、新規のメチ
ル化遺伝子マーカーを複数候補見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a high-performance DNA methylation assay for circulating tumor g
enomes, and it was validated as cancer monitoring system with higher sensitivity than that of conventional
 tumor markers for early stages of breast cancer. In this study, to develop a monitoring system for aggres
sive cancers in early stage of breast cancer patients, we screened methylated genes in epithelial-mesenchy
mal transition (EMT)-induced breast cancer cells.
EMT-induced breast cancer cell lines were prepared by transcription factor Snail over-expression, and comp
rehensive DNA methylation assay was performed for methylated cellular genes screening. As results, 370 met
hylation and un-methylation sites of 248 annotated genes were screened, and 11 methylation marker candidat
es were verified by quantitative RT-PCR. In conclusion, new methylated genes were selected as a biomarker 
for EMT-induced breast cancer cells, which could be candidate markers for early stage of aggressive breast
 cancer patients. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、血液中を循環している遺伝子（血中

循環遺伝子）は、様々な疾病に関するバイオ

マーカーとしての臨床応用が期待されてい

る。特に、がん患者の血液中に浮遊する血中

循環がんメチル化遺伝子は、血液からがんを

見つけるバイオマーカーとして実用化に向

け盛んに研究されているが、実際に臨床応用

されていない。その要因として、血中循環が

んメチル化遺伝子の測定法の低い検出感度

と再現性に問題があった。そこで我々はこれ

までに、微量の血中循環がんメチル化遺伝子

を高感度に検出することのできる新しい測

定法(one-step methylation-specific PCR; 

OS-MSP)を構築し、臨床的有用性を実証して

き た (Yamamoto, Kajita et al., Breast 

Cancer Res Treat. 2012)。すなわち、新規

に構築した基盤技術により、血中循環がんメ

チル化遺伝子はがんの存否を診断すること

ができるバイオマーカーであることを証明

してきた。 

一方で、進行性乳がんは、早期に発見する

ことができれば、適切な治療につなげること

が可能となり、予後改善に大きく寄与するこ

とが知られている。この進行性乳がんは、が

ん細胞の一部が上皮系細胞から間葉系細胞

に 変 換  (Epithelial-Mesenchymal 

Transition; EMT)して、マトリックスメタロ

プロテアーゼ(MMPs)等を発現して運動能や

浸潤能を獲得し、間質および血管内に浸潤す

る。このことから、EMT 化したがん細胞を効

率よく検出することができれば進行性乳が

んの早期発見につながると推測された。そこ

で本研究では、がん細胞の EMT 化に関わるメ

チル化遺伝子を網羅的に解析し、進行性乳が

んの早期発見を可能にする新規のメチル化

遺伝子マーカーを探索し、その有用性評価を

行った。 

 
２．研究の目的 

これまでに我々が構築した高感度な測定

法により、微量の血中循環がん遺伝子を検出

することが可能になった。この高感度測定法

を用いて進行性乳がんの早期発見に向けた

臨床応用を可能にするためには、有効性の高

いメチル化遺伝子マーカーを選定する必要

性がある。そのためには、がん遺伝子が血液

中にどの程度循環しているのか、腫瘍の体積

との相関性を明確にして、早期に進行性乳が

んを発見するための病態に即したメチル化

遺伝子マーカーを選定することが求められ

る。すなわち、進行性乳がんに特異的な現象

に関わるメチル化遺伝子をバイオマーカー

とすることが必須である。そこで本研究では、

モデル実験系を用いた網羅的メチル化解析

により、進行性乳がん細胞に特徴的な EMT 化

に関わるメチル化遺伝子を見出すことを目

的とした。 

 
３．研究の方法 

(1).乳がん細胞株MCF-7細胞を免疫不全マウ

スの皮下組織に移植して、担がんマウスを作

製した。移植した腫瘍の体積を測定後、担が

んマウスおよびコントロールマウスから血

液を採取して、MCF-7 細胞由来の血中循環が

ん遺伝子量を、ヒト LINE-1 遺伝子の定量的

PCR 法により測定した。 

(2). MCF-7 細胞に、転写抑制因子 Snail を強

制発現させて、EMT 化を誘導させた。細胞形

態学的変化及び、細胞接着因子カドヘリンの

発現量減少によりEMT化が誘導されたことを

確認した後、ゲノム遺伝子を抽出精製し、 

HumanMethylation450® アッセイ(イルミナ

社)により、45 万以上のメチル化部位をター

ゲットとした網羅的メチル化遺伝子解析を

行った。得られた結果は、メチル化遺伝子群

のプロファイル解析により、EMT 化に関連し

たメチル化遺伝子マーカーの抽出を行った。

抽出された候補マーカー群は、mRNA 発現量を

定量的 PCR により解析し、有用性検証を行っ

た。 

 



 
４．研究成果 

担がんマウスの血中循環がん遺伝子量を

測定したところ、1-100ng/mL の範囲で存在す

ることが観察され、コントロールマウスと比

較して優位に高いことが示された。そこで、

腫瘍の体積と血中循環がん遺伝子量との相

関を調べた結果、腫瘍の組織体積が比較的大

きい 800mm3 以上で血中循環がん遺伝子量が

増大することが確認された。このことから、

腫瘍組織体積の小さい初期の進行性乳がん

を検出するためのメチル化遺伝子マーカー

は、細胞増殖に関わる因子では困難であるこ

とが想定され、進行性乳がんの病態に特異的

な因子を見出す必要があると考えられた。そ

こで、進行性乳がん細胞で観察される EMT 化

に着目し、新規のメチル化遺伝子マーカーの

探索を行った。 

転写抑制因子 Snail の強制発現により EMT

化させた乳がん細胞株 MCF-7 細胞を用いて、

HumanMethylation450®による網羅的なメチル

化遺伝子解析および、in silico によるプロ

ファイル解析を行った。その結果、248 遺伝

子に関連した370 メチル化部位がEMT化によ

り選択的にメチル化及び、非メチル化される

ことが明らかになった。抽出された 248 遺伝

子の中で、転移・浸潤に関わる可能性が高い

転写因子および細胞接着因子等に関して、

mRNA発現量を定量的PCRにより解析したとこ

ろ、少なくとも 8遺伝子に関して発現が抑制

され、3 遺伝子に関しては発現亢進が観察さ

れた。このことから、発現制御が確認された

11 遺伝子は、EMT 化に関わるメチル化遺伝子

であり、進行性乳がんを早期に発見できるバ

イオマーカーに成り得ることが示唆された。 

以上の本研究の成果より、これまで検出す

ることが困難であった進行性乳がんを早期

に発見することが可能なメチル化遺伝子マ

ーカーとして、EMT 化により選択的にメチル

化及び、非メチル化修飾される 11 遺伝子を

新たに見出すことに成功した。今後は、本研

究により抽出された各遺伝子マーカー候補

に関して、がん細胞の浸潤・転移における役

割を明らかにする。さらに、血液からメチル

化遺伝子マーカー候補を検出するための最

適な検出部位を同定し、臨床検体を用いた有

用性評価を追加することにより、新規のメチ

ル化遺伝子マーカー候補の臨床応用への可

能性を検証する。 
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