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研究成果の概要（和文）：多数の組織検体の分子病理学的解析をもとに、多段階発がん早期の前がん状態において、DN
Aメチル化異常を惹起する分子機構の理解を進めることを目指した。予後不良であるCpGアイランドメチル化形質陽性腎
細胞がん症例で、ヒストンメチル化酵素・ヒストン脱メチル化酵素・ヒストンアセチル化酵素等の異常を認めた。H3K4
トリメチル化・H3K27アセチル化修飾は、慢性肝炎・肝硬変症の段階で、DNAメチル化異常に先行して起こる可能性があ
る。前がん段階においてヒストンメチル化酵素等の異常を介してヒストン修飾異常が生じ、DNAメチル化によって固定
されがんに継承されてがんの悪性度を規定すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to understand molecular mechanisms of DNA methylation 
alterations in precancerous conditions. Multi-layer omics abnormalities of histone methyltransferase, 
histone demethylase and histone acetyltransferase were observed in CpG islands methylator 
phenotype-positive renal cell carcinomas. H3K4me3 and H3K27Ac modifications preceded DNA methylation 
alterations at the chronic hepatitis and liver cirrhosis stages which are widely considered to be 
precancerous conditions for hepatocellular carcinomas. Histone modification alterations based on 
abnormalities of histone modification enzymes may be fixed due to DNA methylation alterations during 
multistage carcinogenesis and may determine aggressiveness of cancers.

研究分野：腫瘍病理学、発がんエピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、世界的な研究の潮流に先駆
けて、DNAメチル化異常の意義にいち早く注
目し、DNAメチル化亢進によって不活化され
るがん抑制遺伝子が Rb・VHL のみしか知ら
れていなかった当時、ヒトのがんで E-カドヘ
リンがん抑制遺伝子がプロモーター領域の
DNA メチル化で不活化される事実を初めて
報告した。前がん状態で DNA メチル化異常
が好発することを世界で最も早く指摘し、慢
性炎症や喫煙等の発がんの背景要因と DNA
メチル化異常の関連を詳細に記載してきた。
DNAメチル化異常を伴う前がん状態から、よ
り悪性度の高いがんを生じる可能性を提唱
した。DNA メチルトランスフェラーゼ 
(DNMT)1 の発現亢進が、がん関連遺伝子の
DNA メチル化亢進の蓄積や臨床病理学的悪
性度と有意に相関して、症例の予後不良因子
になることを示した。DNMT3bの不活性型バ
リアント DNMT3b4の発現亢進が、傍セント
ロメアサテライト領域の DNA メチル化減弱
を惹起して染色体不安定性に帰結する分子
機構を明らかにしてきた。研究開始時には、
BAC アレイを基盤とするゲノム網羅的スク
リーニング法により、発がんリスク診断・が
んの存在診断・病態診断・予後診断指標とな
る DNA メチル化プロファイルを同定してい
た。 
 これら研究代表者の成果も含め、研究開始
当初、DNAメチル化診断は実用化に近づき、
脱メチル化剤によるがん治療も試みられて
いたが、DNAメチル化異常が惹起される分子
機構の解明は立ち後れていた。DNAメチル化
異常が前がん段階から多段階発がん過程に
寄与するにもかかわらず、DNAメチル化の補
正による発がん予防の試みはほとんど行わ
れていなかった。そこで、前がん段階で DNA
メチル化異常を惹起する分子機構を明らか
にすることが、介入予防を含むトランスレー
ショナルエピジェネティクスの基盤となる
急務と考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多数の組織・細胞検体の分子
病理学的解析をもとに、多段階発がん早期の
前がん状態において、DNAメチル化異常を惹
起する分子機構の理解を進めることを目的
とする。まず、臨床病理像と対応させたゲノ
ム網羅的 DNA メチル化解析 (メチローム解
析)で、前がん段階において既に確立し、高悪
性度のがんに至るまで継承される、
cancer-proneのDNAメチル化プロファイルを
同定する。さらに、cancer-proneの DNAメチ
ル化プロファイルを示す前がん段階にある
組織・細胞検体で、発現異常やヒストン修飾
パターンの異常等を網羅的に解析する。以上
により、DNAメチル化異常に先行して起こり、
DNAメチル化異常を誘導する可能性のある、
分子異常を同定することを目指す。 
 

３．研究の方法 
(1) Cancer-proneの DNAメチル化プロファイ
ルの同定 
 ① 非腎腫瘍症例の手術検体等より得られ
た正常腎組織、② DNAメチル化異常が蓄積
する前がん段階にあることを研究代表者ら
が既に明らかにしている、淡明細胞型腎細胞
がん症例より得られた非がん腎組織、③淡明
細胞型腎細胞がん組織、④ 大腸がん肝転移
症例の手術検体等より得られた正常肝組織、
⑤ 肝炎ウイルス感染に基づく慢性肝炎・肝
硬変症を呈し、肝細胞がんに対する前がん段
階にある非がん肝組織、⑥ 肝細胞がん組織
(合計約 400 検体 ) において、 Infinium 
HumanMethylation27 Bead Array あるいは
Infinium HumanMethylation450 Bead Array 
(Illumina)による網羅的 DNA メチル化解析を
行う。正常組織に比して前がん段階にある組
織検体において既に DNA メチル化異常を来
し、その異常が当該臓器のがんに継承される
プローブを網羅的に単離する。 
(2) 前がん段階等で発現異常・ヒストン修飾
異常を来す分子の同定 
 上記②・⑤等前がん段階にある組織検体に
おいて、SurePrint G3 Human Gene Expression 
8×60K microarray (Agilent Technologies)を用い
た網羅的発現解析を行う。さらに、各ヒスト
ン修飾抗体を用いたクロマチン免疫沈降 
(ChIP)-シークエンシングで、ヒストン修飾パ
ターンの網羅的解析を行う。 
 
４．研究成果 
 腎組織検体で実施したメチローム解析で、
Infiniumアレイに搭載された 27,578プローブ
中4,830プローブにおけるDNAメチル化率は、
①の正常腎組織に比し②の非がん腎組織に
おいて有意に変化していた。1 塩基解像度で
定量性に優れたスクリーニング法を用いた
本研究でも、従来の候補遺伝子アプローチや
BAC アレイを用いて得ていた知見と矛盾せ
ず、腎細胞がん症例より得られた非がん腎組
織は、既に DNA メチル化異常を伴う前がん
段階にあると考えられた。 
 前がん段階において既に DNA メチル化状
態が正常腎組織に比して変化し、その変化が
腎細胞がん組織においてさらに亢進して腎
細胞がんの発生に寄与する可能性があるプ
ローブを抽出し、これらのプローブにおける
DNA メチル化率を用いて腎細胞がん症例の
階層的クラスタリングを行った。腫瘍径が大
きく、組織学的異型度が高度で、静脈侵襲や
腎静脈本幹腫瘍栓を伴い、浸潤性発育を示し、
壊死を伴い、腎盂に浸潤し、診断時の病期が
進行した症例 (臨床病理学的に悪性度の高い
症例)が、有意に蓄積するクラスターが存在し、
その無再発生存率ならびに全生存率は他の
クラスターに比し有意に低値であった。当該
クラスター症例においては、腎多段階発がん
過程の早期にあたる前がん段階で既に、悪性
度の高いがんを生じやすい cancer-prone の



DNA メチル化プロファイルが成立している
と考えられた。 
 DNA メチル化プロファイルに基づく上記
の予後不良クラスターには、DNAメチル化の
亢進を示すプローブ数が有意に多く、DNAメ
チル化亢進を示すプローブは CpG アイラン
ドに偏って存在した。大腸がん等では、臨床
病理像と相関し、CpG アイランドにおける
DNAメチル化亢進が蓄積するがんの形質を、
CpG アイランドメチル化形質 (CpG island 
methylator phenotype [CIMP])と呼んでいる。
CpGアイランドにおける DNAメチル化の亢
進で特徴づけられる予後不良クラスターは、
腎細胞がんの CIMPに相当すると理解された。  
 個々の症例の CIMPの有無を再現性を持っ
て診断できるようにするため、ランダムフォ
レスト解析等で、腎細胞がん固有の CIMPマ
ーカー遺伝子を同定した。CIMP マーカー遺
伝子の DNA メチル化率を精密定量し、適切
な診断閾値を設定して、CIMP 診断基準を策
定した。ついで、エクソーム・トランスクリ
プトーム・プロテオーム解析で CIMP陽性腎
細胞がん症例において高頻度に異常を来す
ことが分かった分子を用いて MetaCore 分子
経路解析を実施したところ、CIMP 陽性腎細
胞がんで多層のオミックス異常を来す分子
群には、ヒストンメチル化酵素 SETD2・ヒス
トン脱メチル化酵素 KDM5C・ヒストンアセ
チル化酵素 NCOA1 を含むことが分かった。
予後不良である CIMP陽性症例において、エ
ピゲノム制御蛋白の異常が、前がん段階から
起こる DNA メチル化異常に寄与する可能性
があると考えられた。 
 他方で、肝組織検体におけるメチローム解
析では、④の正常肝組織に比し⑤の前がん段
階で既に DNA メチル化異常を示し、その
DNA メチル化異常が肝細胞がん組織に継承
さ れ る 21,106 プ ロ ー ブ を 、
 Jonckheere-Terpstra 傾向性検定等で同定し
た。21,106 プローブの DNA メチル化率を用
いて階層的クラスタリングを行ったところ、
正常肝組織・前がん段階にある肝組織・肝細
胞がんのクラスターが概ね正しく分類され
ており、DNAメチル化異常が肝多段階発がん
過程に継続して寄与する可能性が示唆され
た。特に、C型肝炎ウイルス感染陽性症例に
おいて、DNAメチル化亢進の頻度が高いこと
が分かった。 
 次に④の正常肝組織と⑤の慢性肝炎・肝硬
変症を呈する肝組織から、コラゲナーゼ処理
等で分散肝細胞を得て ChIP-シークエンシン
グを実施した。ヒストン修飾パターンをグル
ー プ 化 す る ツ ー ル で あ る
ChromHMM(http://compbio.mit.edu/ChromHM
M/)を用いて解析したところ、B型肝炎ウイル
ス感染陽性症例のヒストン修飾パターンは
正常肝細胞に比較的近いが、C型肝炎ウイル
ス感染陽性症例においては概してヒストン
H3K27 トリメチル化修飾主体の抑制性のマ
ークが目立っていた。 

 ついで、先の 21,106プローブの近傍、すな
わち多段階発がん過程に継続して寄与する
可能性がある DNA メチル化異常を示す領域
のヒストン修飾パターンを調べた。C型肝炎
ウイルス感染陽性肝細胞で、概して H3K27
トリメチル化修飾が強調されていたものの、
DNA メチル化異常が起こっている領域に限
っては、ヒストン H3K4トリメチル化修飾な
らびに H3K27 アセチル化修飾主体の転写活
性化マークが目立っていた。同様に、B型肝
炎ウイルス感染陽性肝細胞のヒストン修飾
パターンは概して正常細胞に比較的近いと
見えていたが、DNAメチル化異常が起こって
いる領域には H3K27 アセチル化修飾ならび
に H3K4トリメチル化修飾主体の転写活性化
マークが見られた。H3K4 トリメチル化・
H3K27アセチル化修飾は、肝多段階発がん過
程に寄与する DNA メチル化異常に先行して
起こる可能性がある。 
 前がん段階において、ヒストンメチル化酵
素・ヒストンアセチル化酵素の異常等を介し
てヒストン修飾異常が生じ、これらのエピゲ
ノム異常がDNAメチル化によって固定され、
がんに継承されてがんの悪性度を規定する
可能性があると考えられた。今後ヒストン修
飾異常が DNA メチル化酵素等をゲノム上に
誘導して DNA メチル化異常に帰結する分子
機構をさらに明らかにするとともに、エピゲ
ノム制御蛋白の異常やエピゲノムプロファ
イルの異常を発がんリスク評価指標として
用いること、等が望まれる。 
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