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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌での脱メチル化酵素、メチル化酵素の働きと、これらの酵素の発現変化が
DNAメチル化にどのように影響を与えているか、また脱メチル化酵素、メチル化酵素の発現をコントロールして
いると考えられる転写因子Xの影響を細胞株に対するsiRNAを使ってノックダウンし解析した。頭頸部癌において
脱メチル化酵素(TET1,TET2,TET3)、メチル化酵素 (DNMT3A、DNMT3B)が、Gene Xの働きなどを通して、メチル
化、脱メチル化のコントロールを行い、DNAメチル化の蓄積に関与していることが予想された。

研究成果の概要（英文）：This study examined DNA methylation enzymes (DNMT3A, DNMT3B) and DNA 
demethylation enzymes (TET1, TET2, TET3) expression and profiles of head and neck cancer (HNSCC) 
patients. This study suggests that DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2, TET3 are a likely mechanism of X gene
 inactivation, supporting the hypothesis that the X gene may play a role in the tumorigenesis of 
HNSCC and may serve as an important biomarker.

研究分野：頭頸部癌
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１．研究開始当初の背景 
当研究グループが頭頸部癌において新規
に癌抑制遺伝子であることを確認した GALR1
や他の癌抑制遺伝子9種類のプロモーター領
域のメチル化度を調べた。その結果、メチル
化された遺伝子数が増えると生存率が有意
(P<0.01)に低下することがわかった。 
Traditional Bisulfite 法》従来のメチル
化解析は、サンプル DNA をバイサルファイト
処理で非メチル化シトシンをウラシル(C→
U)に変換して、5-メチルシトシン(mC→Cと読
む)と非メチルシトシン(C→T と読む)をシー
ククエンスの違いを検出していた。DNA メチ
ル化は，DNA メチル化酵素が CpG ジヌクレオ
チドのシトシン5位の炭素にメチル基を付加
して 5-メチルシトシン(mC)とすることによ
って起こり，その機構はこれまで詳細に解析
されている。DNA 脱メチル化は，生体内でど
のような反応が起こり生じているのか不明
な点がまだ多い。5-ヒドロキメチルシトシン
(hmC)は、近年，動物組織で発見されたシト
シン修飾体のひとつで、Tetタンパク質がhmC
合成活性(-CH3→-CH2OH)をもつことが示さ
れた。生体内では、Tet タンパク質と Tymine 
DNA glycosylase の働きで、メチルシトシン
は、脱メチル化されシトシンとなる。 

 
エピジェネティクスにおけるhmCの役割は
未だ判明していないが、脱メチル化の始まり
を示す変化であり、mC と異なる重要な役割を
担っていると考えられている。 
２．研究の目的 
エピジェネティック修飾のひとつである
DNA メチル化は，遺伝子発現の抑制やゲノム
安定性の維持に必須である．これまで DNA メ
チル化の解析は詳細に行われていたが，DNA
のメチル基を消去する分子基盤(DNA 脱メチ
ル化)は不明であった。最近、DNA 脱メチル化
酵素として機能する可能性をもつTetタンパ
ク質が着目され、その DNA 脱メチル化活性に
依存して生成される 5-ヒドロキメチルシト
シンが検出された。 
今回我々は、TET 遺伝子と DNMT3 遺伝子の
発現を解析し、メチル化、脱メチル化の酵素
の働きが、どのように頭頸部癌のエピゲノム
異常の違いを生じているのか知見を蓄積し
ていきたい。 
３．研究の方法 
エピジェネティック修飾のひとつである
DNA メチル化は，遺伝子発現の抑制やゲノム
安定性の維持に必須である．これまで DNA メ
チル化 の解析は詳細に行われていたが，DNA
のメチル基を消去する分子基盤(DNA 脱メチ
ル化)は不明であった。近年、DNA 脱メチル化
酵素として機能する可能性をもつTetタンパ

ク質が着目され、その DNA 脱メチル化活性に
依存して生成される 5-ヒドロキメチルシト
シンが検出された。今回の研究で、脱メチル
化酵素である ten eleven translocation 
(TET1,TET2,TET3) の頭頸部癌での発現とメ
チル化酵素 DNA methyltransferases (DNMT3A、
DNMT3B) の発現の解析を行い頭頸部癌での
脱メチル化酵素、メチル化酵素の働きと、こ
れらの酵素の発現変化がDNAメチル化にどの
ように影響を与えているか、また脱メチル化
酵素、メチル化酵素の発現をコントロールし
ていると考えられる転写因子Xの影響を細胞
株に対するsiRNAを使ってノックダウンし解
析した。また臨床検体を使って、高 X発現症
例と低 X症例での脱メチル化酵素、メチル化
酵素の発現の変化を解析した。 
４．研究成果 
（１）臨床検体 149 例を使った mRNA 発現解
析。中咽頭癌は口腔癌と比べ、TET1, 2, 3 遺
伝子の発現が有意に亢進し、DNMT3B 遺伝子の
発現が有意に低下していた。中咽頭癌では脱
メチル化をすすめる働きが亢進していると
考えられる。喉頭癌、下咽頭癌は、有意な差
を認めなかった。 

 
（２）腫瘍進行度との比較解析。脱メチル化
酵 素 (TET1,TET2,TET3) 、 メ チ ル 化 酵 素 
(DNMT3A、DNMT3B)のいずれも腫瘍進行度によ
って発現量の変化はみられなかった。 



（３）頸部リンパ節転移の有無の比較解析。
メチル化酵素 DNMT3B が頸部リンパ節転移無
しの症例で有意に高発現を認めた。 

 
（４）ステージ進行度との比較解析。TET2 遺
伝子の発現がステージ IV で有意に高発現で
あった。 

 
（５）Gene X の発現量による癌抑制遺伝子の
DNA メチル化度の違い。Gene X の高発現して
いる症例で癌抑制遺伝子のDNAメチル化度が
有意に高かった。 

 

（６）Gene X の siRNA を使って細胞株へのノ
ックダウン。Gene X siRNA を使ってノックダ
ウンするとDNMT3Aが低発現になりTET1、TET2、
TET3 は高発現になった。 
 

 
これらの結果から、頭頸部癌において脱メ
チル化酵素(TET1,TET2,TET3)、メチル化酵素 
(DNMT3A、DNMT3B)が、Gene X の働きなどを通
して、メチル化、脱メチル化のコントロール
を行い、DNA メチル化の蓄積に関与している
ことが予想された。 
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