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研究成果の概要（和文）： 
発癌におけるエピジェネティックな異常の分子機構に関して未知の点が多い。DNA メチル化は、
RASや WNT、p53、microRNAなど細胞内シグナルに重要な遺伝子の不活化に関与する。また、細
胞老化に関連する IGFBP7 の不活化が、CIMP 陽性腫瘍が細胞老化を回避する機構として重要で
あることを明らかにした。DNA メチル化は大腸粘膜剥離液などの献体から検出可能で、癌の診
断に有用であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Molecular mechanisms how this epigenetic alterations contribute to development of tumors 
remains to be determined. DNA methylation also leads to silencing of genes involved in 
cell signaling, which in turn leads to dysregulation of the oncogenic signaling such as 
Ras, WNT, and microRNA. We found that epigenetic inactivation of IGFBP7 plays a critical 
role in escaping senescence in CIMP positive colorectal cancers. We also found that 
epigenetic information can be used to detect cancer cells from colorectal mucosal 
solution.  
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１．研究開始当初の背景 
DNAメチル化やヒストン修飾異常などのエピ
ジェネティックな異常は、がん抑制遺伝子不
活化の機構として重要である。しかし、異常
メチル化が起こるメカニズムや、メチル化に
より不活化される遺伝子の癌の発生と進展
おける役割については未知の点が多い。メチ
ル化により不活化される遺伝子は数百存在
すると考えられ、メチル化の標的遺伝子の同
定は、発癌の分子機構の解明に重要と考えら
れる。また、DNAメチル化は癌特異的な変化
であり、腫瘍マーカーとしても有用と考えら
れる。DNAメチル化は遺伝子の一次構造の変
化を伴わない、エピジェネティックな異常で
あるため、メチル化阻害剤により不活化され
ている遺伝子の発現を誘導することが可能
である。申請者らはこれまで、DNAメチル化
により不活化されているアポトーシス関連
遺伝子を同定し、癌の発生と進展における役
割を明らかにしてきた。しかし、癌において
異常メチル化されている遺伝子の多くはそ
の役割や異常の頻度、意義が不明であり、癌
の診断・治療への応用にはさらなる解析が必
要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、独自に開発したゲノムスクリーニ
ング技術を用いて、消化器癌において、異常
メチル化される遺伝子を明らかにし、診断お
よび治療法開発へ応用するべく研究を行っ
た。また、便や血清などの検体中の DNAを用
いてメチル化を検出することにより、新しい
消化器癌診断法の開発を行う。さらに、DNA
メチル化をマーカーとして、癌の早期診断や
術後再発のモニタリング、高発リスク患者群
におけるスクリーニングへの応用を試みる。
本研究で得られると予想される遺伝子の脱
メチル化の細胞内動態の情報は、新規メチル
基酵素阻害剤の開発や、薬剤耐性の分子機構
解明に重要な知見となりうる。また、ヒスト
ン脱アセチル化阻害剤による消化器癌治療
の可能性についても検討する。 
３．研究の方法 
DNAメチル化のスクリーニングには、
methylated CpG island amplification 
microarray (MCAM)法を用いた。個々の遺伝
子の定量的メチル化解析は、
Bisulfite-pyrosequencing 法により行った。
定量的かつ網羅的 DNA メチル化解析と、癌遺
伝子癌抑制遺伝子変異のプロファイルを統
合的解析し、大腸癌の発がん経路における
DNAメチル化の役割を解析した。さらに、
DNMT1および DNMT3Bをノックアウトした大腸
癌細胞や Dicer機能を消失した大腸癌細胞を
用いて、DNA メチル化や遺伝子発現の網羅的
解析を行った。 
 

４． 研究成果 
 
(1)消化器癌におけるエピジェネティックな
異常の役割 
大腸癌および胃癌における DNAメチル化を網
羅的に解析し、WNT の負の制御因子である、
SFRP、Ras の負の制御因子である RASSF2が高
頻度に異常メチル化により不活化され、消化
器癌における WNTや Rasシグナル活性化に関
与することを明らかにした (Nat Genet, 
2004; Gastroenterol, 2005; Oncogene 2007)。
また、p53 の遺伝子変異がない大腸癌および
胃癌において、p53の標的遺伝子である DFNA5、
C10orf58、BNIP3 の異常メチル化が、p53 機
能の異常に関与することを明らかにした。さ
らに、分裂期チェックポイント遺伝子 CHFR
の機能解析により、CHFRが NF-kB の負の制御
因子であり、CHFRのエピジェネティックな不
活化が NF-kB 依存性の IL-8 の発現亢進を介
して、癌の浸潤転移・血管新生に関与するこ 
とを明らかにした(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. WNTや Ras、p53などのシグナル関連遺
伝子の DNAメチル化は、大腸癌の発生に重要
である。 
 
(2) 大腸癌細胞において DNAメチル化で不活
化される microRNA の網羅的解析 
大腸癌細胞においてエピジェネティックに
不活化される miRNA をスクリーニングし、
癌関連 miRNA を同定するため、大腸癌細胞
株 HCT116において、5-aza-dC による DNAメ
チル化酵素(DNMT)阻害、あるいは DNMT ノッ
クアウトにより発現誘導される miRNA を
TaqMan RT-PCRにより解析した(Cancer Res, 
2008)。HCT116細胞において、157種類中 37
種類の miRNA が DNA メチル化阻害により発
現上昇した。miR-34b/cの発現低下はメチル
化と強く相関し、DNAメチル化阻害によりヒ



 

 

ストン H3K4メチル化が上昇した。miR-34b/c
のメチル化は大腸癌細胞株の 100%、大腸癌
臨床例の 90%に認められた。マイクロアレイ
解析の結果、HCT116 において、miR-34b/c
の導入によって発現低下する遺伝子群と、
DAC 処理によって発現低下する遺伝子群と
の間に共通性が認められ、それらの中には
miR-34b/c の標的候補である MET、CDK4、
CCNE2 が含まれていた。これらの結果から、
miR-34b/c は大腸癌において重要な役割を
もつ tumor suppressive microRNAであるこ
とが示唆された(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2. mir34b/bの異常メチル化により、標的
遺伝子である METや CDK4の発現が亢進する。 
 
3)CIMP陽性大腸癌の起源の同定 
われわれはこれまで、一部の大腸癌において
ゲノムワイドなメチル化の異常、CpG island 
methylator phenotype (CIMP)を認めること、
CIMPがミスマッチ修復酵素、hMLH1の異常メ
チル化を介して、マイクロサテライト陽性大
腸癌の発生に重要な役割を果たすことを明
らかにしてきた。本研究では、Methylated CpG 
island amplification microarray(MCAM)法
を用いて、大腸癌および大腸腺腫におけるメ
チル化プロファイルを作成した。その結果、
BRAF遺伝子や K-ras遺伝子の変異を有する腫
瘍では、ゲノムワイドなメチル化を認め、特
に隆起型の形態を有する腫瘍においてメチ
ル化が亢進していた。これらの腫瘍は、組織
学的に過形性ポリープから鋸歯状腺腫を経
て癌化するタイプが多く、CpG アイランドメ
チレーターフェノタイプの原病変と考えら
れた。また、IGFBP7の異常メチル化は、BRAF
変異により発生した腫瘍が細胞老化を回避
する機構として重要であることを明らかに
した(図 3)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. CIMP陽性癌では、IGFBP7の異常メチル
化により、BRAF変異により誘導される細胞老
化が起こらず、癌化が進行する。 
4)DNA メチル化を指標とした消化器癌診断法
の開発 
大腸癌の浸潤度予測は内視鏡的切除か外科
手術科の治療法選択に重要で有るが、現在、
行われている内視鏡時の形態観察に加え、よ
り客観的な分子マーカーの開発が急務であ
る。われわれは、大腸癌表面の粘液中から DNA
を抽出し、メチル化解析を行うことに成功し
た。粘液中のメチル化レベルは、浸潤性大腸
癌において、非浸潤性大腸癌において高値を
示し、癌の進達度診断に有用な可能性が示唆
された。 
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