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研究成果の概要（和文）： 
癌化の過程で p16INK4a遺伝子の発現がサイレンシングされるメカニズムを解明するためのア

プローチとして、申請者が最近開発に成功したヒト p16INK4a遺伝子発現をマウスの生体内でリ
アルタイムに測定するシステムを用いて解析を進めた。その結果、p16INK4a 遺伝子の発現は
p16INK4a 遺伝子転写制御領域のヒストンのメチル化というエピジェネティックな調節機構によ
り制御されていることを見出すことが出来た。 

 
 

研究成果の概要（英文）： 
To elucidate molecular mechanisms of p16Ink4a gene silencing during tumorigenesis, 

we used bioluminescence imaging for non-invasive and real-time analysis of p16Ink4a 
expression under various physiological conditions in living mice. As a result, we 
discovered that oncogenic insults, such as Ras activation, provoke epigenetic 
de-repression of p16Ink4a expression through reduction of DNMT1 level as a DNA 
damage response in vivo. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

２０１０年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・病態医化学 
キーワード：分子腫瘍学 
 
 
１．研究開始当初の背景 

p16INK4a 遺伝子は、正常細胞に DNA ダメ
ージや癌遺伝子の活性化など発癌の危険性
が生じると発現が誘導され、サイクリン依存

性キナーゼ(CDK)インヒビターとして RB タ
ンパク質を活性化させることにより、細胞周
期を G1 期で停止させる機能を有する。また、
p16INK4a 遺伝子はヒトの癌細胞において最も
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高頻度に失活している癌抑制遺伝子の一つ
で、DNA の欠失や点突然変異、更には DNA
メチル化等、エピジェネティックな変化によ
っても失活していることが明らかとなって
いる。しかし、何故 p16INK4a遺伝子は他の癌
抑制遺伝子に比べ高頻度に失活しているか
については、未だ不明のままである。特に、
遺伝子配列の異常ではなく、エピジェネティ
ックな変化によりp16INK4a遺伝子発現がサイ
レンシングされる機構については、解明が進
めば癌細胞においてサイレンシングを解除
することで癌治療へ応用できる可能性があ
るにも関わらず、解析の難しさからこれまで
殆ど研究がされてこなかった。一方、最近の
研究からp16INK4a遺伝子の発現は培養条件に
大きく影響を受けることが明らかにされて
おり、 p16INK4a遺伝子の発現制御については
培養条件下ではなく生体内で解析を行うこ
とが必要になってきている。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、申請者が最近開発に成功した
ヒトp16INK4a遺伝子発現をマウスの生体内で
リアルタイムに測定するシステムを用いて、
発癌の進行過程でp16INK4a遺伝子発現のエピ
ジェネティックなサイレンシング機構の詳
細を明らかにすることを目的とした。更に、
得られた成果を基にp16INK4a遺伝子のサイレ
ンシングを防御する効果的な方法の開発を
試み、癌の治療や予防に応用することを目指
した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）皮膚発癌進行過程での p16INK4a遺伝子発
現動態の解析 

既に確立されている皮膚化学発癌実験を
行い、悪性腫瘍への進行過程で p16INK4a遺伝子
発現動態をより詳細に解析し、p16INK4a遺伝子
発現が維持される悪性腫瘍と消失する悪性
腫瘍の出現のタイミング及び頻度を明らか
にする。 
 
(2) p16INK4a遺伝子転写制御領域のエピジェネ
ティクス解析 
p16INK4a遺伝子発現が維持される悪性腫瘍

組織と消失する悪性腫瘍組織の一部を継時
的に採取し、p16INK4a遺伝子の欠失のみならず、
p16INK4a遺伝子転写制御領域のエピジェネテ
ィックな変化について調べる。 
 
（3）p16INK4a遺伝子発現をサイレンシングす
る因子の同定 
p16INK4a遺伝子発現が維持される悪性腫瘍

と消失する悪性腫瘍の２つのタイプの悪性
腫瘍を用いて、RB と相互作用する可能性のあ

る様々なヒストン修飾タンパク質やクロマ
チン結合タンパク質の p16INK4a遺伝子領域周
辺への結合能の変化を詳細に解析する。ヒス
トン修飾状態やクロマチン結合タンパク質
の挙動を継時的に比較検討することにより、
機能性 RB タンパク質の p16INK4a遺伝子発現サ
イレンシングにおける役割を明らかにする。 
 
 (4) p16INK4a遺伝子サイレンシングの解除に
よる癌抑制の試み 
（3）の解析により p16INK4a遺伝子の発現調節
に関わることが確認された分子について、そ
の発現を抑制する RNAi もしくはそれらの機
能を抑制する化合物をスクリーニングし、得
られた阻害剤を用いて p16INK4a遺伝子発現が
サイレンシングされている癌細胞株を処理
することで p16INK4a遺伝子発現が回復するか
どうかを検討する。更に、得られた阻害剤も
しくは RNAi をヒト p16INK4a遺伝子発現マウス
へ投与し、発癌過程で p16INK4a遺伝子発現がど
のように変化するかを解析することにより
p16INK4a遺伝子サイレンシングの解除による
癌治療の可能性を検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）良性腫瘍が悪性腫瘍へ進行する過程で
p16INK4a 遺伝子発現が維持される悪性腫瘍と
消失する悪性腫瘍の出現のタイミングを調
べたところ、角化して退縮する前の悪性腫瘍
において p16INK4a遺伝子発現が低下した。また、
その頻度は p16INK4a 遺伝子発現が維持される
悪性腫瘍と比べると低いことが分かった。 
 
（２）発癌進行過程における p16INK4a遺伝子転
写制御領域のエピジェネティックな変化に
ついて調べたところ、p16INK4a遺伝子発現はヒ
ストン 3 リジン 9 のジメチル化（H3K9me2）
によって負に調節を受けていることを見出
した。そこで次に、p16INK4a遺伝子発現が維持
される悪性腫瘍組織と消失する悪性腫瘍組
織を採取し、H3K9me2 レベルを調べる必要が
あるが、現段階ではまだその結果を得ていな
い。 
 
（３）p16INK4a遺伝子発現を負に制御すること
が知られている DNAメチルトランスフェラー
ゼ(DNMT1)はヒストンジメチレースである
G9a と相互作用して H3K9me2 を促進する機能
のあることが報告されている。発癌進行過程
で DNMT1 の発現解析を行ったところ、良性腫
瘍が形成されてからかなり時間が経過した
後に p16INK4a 遺伝子発現が上昇する後期の良
性腫瘍では DNMT1の発現が低下した（図―１）。
また、悪性腫瘍では DNMT1 の発現が顕著に上
昇していた。これらの結果から、DNMT1 が
p16INK4a 遺伝子発現のサイレンシングに関与



 

 

している可能性が示された。 

 
 
（４）（３）の結果から、正常なヒト繊維芽
細胞を用いて p16INK4a 遺伝子発現をサイレン
シングする DNMT1 の発現抑制を試みた。その
結果、p16INK4a 遺伝子発現が顕著に上昇した
（図―２）。 

 
また、DNMT1 の発現抑制による p16INK4a遺伝子
発現の上昇とともに細胞老化が誘導される
ことも分かった（図―３）。 

 
この結果は、良性腫瘍が悪性化する過程にお
いてヒストンのメチル化によって p16INK4a 遺
伝子発現がサイレンシングされている可能

性を示している。また、以上の結果は、ヒス
トンメチル化に関わる因子の阻害剤を癌細
胞へ導入し、p16INK4a遺伝子発現のサイレンシ
ングを解除することで癌治療へ応用できる
可能性が強く示された。 
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