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研究成果の概要（和文）：　TETファミリータンパクによりDNAの脱メチル化反応が始まる。我々の以前の研究結果はDN
A脱メチル化反応ががんの生物学的特性に関与する可能性を示唆していた(Kudo Y. Cancer Sci. 2012)。
　我々は次にTET1に注目し、そのがん細胞における機能解析に着手した。ノックダウンがん細胞株をもちいた表現形解
析、遺伝子メチル化解析、トランスクリプトーム解析、およびクロマチン免疫沈降法による検討の結果、TET1ノックダ
ウンにより有糸分裂関連遺伝子群とのTET1結合が減少し、そのメチル化レベル増加に伴い転写が減少することで有糸分
裂異常が惹起され、がんの増殖抑制をもたらすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：TET family proteins initiate the DNA demethylation process (Tahiliani M. Science 
2009, Ito S. Nature 2010, Ito S. Science 2011, He YF. Science 2011). Our previous study indicated that 
DNA demethylation was involved in biological properties of cancer cells.
 In this study, we tried to shed light on the roles of TET1 in cancer cells. TET1-knocked down cancer 
cells were subjected to genomic methylation analysis, expression analysis, and chromatin 
immunoprecipitation analysis. TET1 depletion reduced the binding of TET1 protein to the mitotic genes 
following to the enhanced methylation of these genes, finally resulting in impaired mitosis and impaired 
proliferation of cancer cells.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 TET ファミリータンパクによるメチル化
シトシン(mC)のヒドロキシメチル化シトシ
ン(hmC)への変換から DNA の脱メチル化反
応は始まる(Tahiliani M. Science 2009, Ito S. 
Nature 2010, Ito S. Science 2011, He YF. 
Science 2011)（図 1）。 
 

（図 1 TETによる DNA脱メチル化反応） 
 
我々の、以前の検討において、正常組織細胞
と比較してがん細胞では hmC が著明に低下
していることが示された(Kudo Y. Cancer 
Sci. 2012)。この結果は DNA脱メチル化反応
の変化ががん細胞の生物学的特性に関与す
る可能性が示唆するものであった（図 2）。 
 

（図2 ヒト各臓器の腫瘍部における5-hmC
含有量の検討） 
 
 
２．研究の目的 
 
 そこで我々は TET1分子に注目し、それが
消化器領域がんなどの固形腫瘍においてい
かなる働きをもつのかを解明することを目
的とした。 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 
 培養がん細胞株において TET1 遺伝子をノ
ックダウンし、まずはその表現型を観察した。 
 ノックダウンがん細胞の遺伝子発現変化
をマイクロアレイ解析により網羅的に評価
し、表現型の責任遺伝子群を同定した。ゲノ
ムワイドな遺伝子のメチル化あるいはヒド
ロキシメチル化解析は、DNA 免疫沈降/次世代
シーケンシング解析法によりおこない、上記
注目遺伝子群のメチル化も評価した。TET1 分
子の結合はクロマチン免疫沈降法により解
析した。 
 
 
４．研究成果 
 
 大腸がん細胞株、肝がん細胞株、膵がん細
胞株において TET1 遺伝子をノックダウンし
たところ、がん細胞の増殖速度が低下した
（図 3）。 
 

（図 3 TET1遺伝子ノックダウン大腸がん細
胞株の増殖速度） 
 
 また、マウスモデルを用いた検討では TET1
遺伝子をノックダウンした大腸がん細胞株
は肝転移形成能が低下していた（図 4）。 
 

（図 4 TET1遺伝子ノックダウン大腸がん細
胞によるマウス肝転移形成能） 
 
詳細な観察の結果、TET1 遺伝子のノックダ
ウンによりがん細胞では有糸分裂異常が有
意に多く生じており（図 5）、増殖抑制の一因



と考えられた。 
 

（図 5 TET1遺伝子ノックダウン大腸がん細
胞株の有糸分裂異常像） 
 
網羅的に遺伝子発現解析をおこなったと
ころ、発現増加した遺伝子は 1.2%（130/10462
遺伝子）、発現低下した遺伝子は 2.2%
（228/10462 遺伝子）認めた（図 6）。 
 

（図 6 TET1遺伝子ノックダウン大腸がん
細胞株の遺伝子発現マイクロアレイ解析） 
 
発現低下を示した遺伝子の多くは、Gene 
Set Enrichment 解析により細胞分裂、有糸分
裂、細胞増殖に関わる遺伝子が多く含まれる
ことがわかった。その中に含まれるセントロ
メアタンパク遺伝子群(CENP 遺伝子)に注目
した。CENP 遺伝子はその発現低下が有糸分裂
異常を引き起こすことが既に報告されてい
る(Foltz DR. Nat Cell Biol 2006)（図 7）。 
 

（図 7 セントロメアタンパク群） 
 
 クロマチン免疫沈降法により TET1 分子は
CENP 遺伝子に結合することが明らかとなっ
た（図 8）。 
 

（図 8 クロマチン免疫沈降法による CENPN
遺伝子への TET1 タンパクの結合解析） 
 
さらに、TET1 遺伝子のノックダウンにより
CENP遺伝子群のCpG-shoreとされる領域のメ
チル化レベルが増加していた（図 9）。 
 

（図 9 メチル化 DNA免疫沈降-PCR 法によ
る TET1 遺伝子ノックダウン大腸がん細胞株
の DNA メチル化解析） 
 
 以上の結果は、TET1 の機能阻害が CENP 遺
伝子の発現抑制を介した有糸分裂異常惹起
することで、がんの増殖抑制効果をもたらす
可能性を示すものである。 
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