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研究成果の概要（和文）：タイリングアレイを用いた DNA メチル化網羅的解析および質量分析

機 MassARRAY を用いたメチル化定量解析により、大腸癌では３つの異なるエピジェノタイプ

を同定し、肝癌では C 型肝炎ウィルス陽性肝癌に特異的にメチル化される遺伝子を同定した。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Genome-wide mapping of DNA methylation using tiling array and 

quantitative analysis using MALDI-TOF mass spectrometry (MassARRAY), revealed three 

distint epigenotypes in colorectal cancer and genes methylated preferentially in 

HCV-related hepatocellular carcinoma.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) DNA メチル化は最も重要なエピジェネ
ティック変化の一つであり、癌抑制遺伝子不
活化の主因となっている。DNA メチル化異
常を詳細にゲノム上にマッピングし、癌のエ
ピゲノム異常を解明することは、癌の複雑な
遺伝子制御異常を明らかにするために急務
となっている。 

 

(2)これまで報告されてきたメチル化異常の
ゲノム解析法のほとんどはメチル化感受性

制限酵素を用いた手法であるが、解析部位が
制限酵素認識部位に限られ、たとえば CCGG

部位を認識するHpaIIはCpG部位の 3.9%を
認識するにすぎない。現在の研究室では高密
度マイクロアレイを用いた詳細な DNA メチ
ル化マッピング技術、MeDIP-chip 技術をす
でに確立している 

 

２．研究の目的 

(1) 消化器癌のエピゲノム異常解析と臨床
症例層別化を行う。 
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(2) ゲノム異常、エピゲノム異常を統合した
より戦略的な癌抑制遺伝子候補抽出を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) 大腸癌、肝癌などの消化器癌において
MeDIP-chip 技術を用い、DNA メチル化マッ
ピングを行う。これら癌細胞株に対し、脱メ
チル化剤 5-aza-2-deoxycitine 処理、ヒストン
脱アセチル化阻害剤Trichostatin A処理を行
う前後で発現アレイ解析し、遺伝子サイレン
シングと発現回復を解析する。これらの解析
から得られた候補メチル化マーカー遺伝子
のメチル化状態を、大腸癌症例・肝癌症例に
おいて MassARRAY を用いて定量的に解析
し、消化器癌症例層別化を行う。 

 
(2) これらの層別化と相関する、予後などの
臨床病理学的因子を同定し、例えば予後マー
カーを樹立する。また、できるだけ多くの症
例においてメチル化しているマーカーを同
定し、癌の存在診断マーカーを開発する。ま
た、ゲノム異常との統合解析により、がん抑
制遺伝子候補の同定など、新たな癌発生機序
の同定を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸癌細胞株HCT116と SW480のゲノ
ムワイドなメチル化及び発現データより新
規サイレンシング候補遺伝子を同定した。 

 

 

 

(2) 同定した遺伝子から 44遺伝子を抽出し、
既報のマーカー遺伝子を合わせて合計 60 個
のメチル化マーカーを樹立した。149 症例の
大 腸 癌 に お け る メ チ ル 化 状 態 を

MassARRAY により定量的に解析し、階層的
クラスタリングを行った。大腸癌は、BRAF

変異及びマイクロサテライト不安定性と相

関する高メチル化群１(HME)、KRAS 変異と
相関する高メチル化群２(IME)、及び低メチ
ル化群(LME)の 3群のエピジェノタイプに分
類された。癌遺伝子変異と特異的な DNA メ
チル化異常の相関は、発癌機序が全く異なる
３群の大腸癌が存在することを示唆した。 

 

(3) メチル化マーカーは 2 群に分類され、そ
れらマーカーを用いて新概念のエピジェノ
タイプ予測モデルを構築した。 

 
(4) KRAS 変異(+)高メチル化群２の大腸癌
の予後が有意に不良であることを同定した。 

 

 

 

(5)肝癌症例６例、およびそれらの背景非癌
部、および正常肝３例、合計１５サンプルに
ついて、MeDIP-chip によりメチル化マッピ
ングした。正常肝および背景肝ではメチル化
されず、肝癌特異的にメチル化される遺伝子
を抽出した。 

 

 

(6) C 型肝炎ウィルス(HCV)陽性肝癌あるい
はB型肝炎ウィルス(HBV)陽性肝癌特異的に
メチル化される候補遺伝子をそれぞれ 82 遺
伝子、59 遺伝子抽出した。 



 

 

 

(7)HCV 陽性肝癌特異的にメチル化される候
補遺伝子のメチル化状態を、HBV 肝癌、HCV
肝癌におけるメチル化状態の解析から検証
し、少なくとも１５遺伝子が、年齢に関係な
く HCV陽性肝癌特異的にメチル化しているこ
とを確認した。１５マーカーのメチル化量を
用いて肝癌症例を階層的クラスタリングに
よる層別化すると高メチル化群として HCV陽
性肝癌が抽出された。 
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