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研究成果の概要（和文）：本研究では、胃悪性腫瘍における重要なマイクロRNAとして、胃がんにおけるmiR-29cの発現
低下および胃MALTリンパ腫におけるmiR-142、-155の発現上昇をそれぞれ特定した。胃がん細胞に対しSAHAやDZNepなど
のEZH2阻害薬を投与したところ、miR-1246、-302a、-4448の活性化を認めた。さらにエピジェネティクス変化により制
御されているマイクロRNAを特定する独自のChIP on chip法を開発した。胃発がん過程においてマイクロRNAの発現異常
は重要な役割を果たしており、エピジェネティック治療ががん抑制マイクロRNAの活性化を介して抗腫瘍効果を発揮す
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the role of microRNAs (miRNAs) during gast
ric carcinogenesis and the feasibility of epigenetic therapy for gastric neoplasms.MiRNA microarray analys
es revealed that miR-29c was significantly down-regulated in gastric cancers and that miR-142 and miR-155 
were overexpressed in gastric MALT lymphomas. MiR-1246, miR-302a and miR-4448 were up-regulated by treatme
nt of gastric cancer cells with EZH2 inhibitors such as SAHA and DZNep. In addition, we have developed a n
ovel miRNA promoter microarray for chromatin immunoprecipitation (ChIP)-on-chip assay. Using this custom-m
ade miRNA promoter microarray, we have successfully performed ChIP-on-chip assay to identify miRNAs regula
ted by histone modification. These results indicate that misexpression of miRNAs plays critical roles duri
ng gastric carcinogenesis and that epigenetic therapy with chromatin-modifying drugs exert multiple anti-c
ancer effects through activation of tumor-suppressor miRNAs.

研究分野：

科研費の分科・細目：

総合領域

キーワード： エピジェネティクス　エピジェネティック治療　マイクロRNA　胃がん

腫瘍学・臨床腫瘍学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
マイクロ RNAは 21-25 塩基程度の小さな非

コード RNA であり、1つのマイクロ RNA が多
くの標的遺伝子の発現を抑制している。マイ
クロ RNA は組織特異的、発生段階特異的に発
現しており、細胞の増殖、分化、アポトーシ
スなどに重要な役割を果たしている。 
研究代表者らはマイクロ RNA の発現が DNA

メチル化やヒストン修飾などのエピジェネ
ティクス変化によって制御されていること
を世界に先駆けて報告した（Saito Y et al. 
Cancer Cell 2006）。本報告によりエピジェ
ネティクス変化がマイクロRNAの重要な発現
制御機構であることがコンセンサスとなっ
ている。 
現在、DNA メチル化阻害薬やヒストン脱ア

セチル化酵素阻害薬をがん治療に応用する
エピジェネティック治療が行われている。
DNA メチル化阻害薬は骨髄異形成症候群の治
療薬として承認され、大きな効果をあげてい
る。また、ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬
は皮膚T細胞リンパ腫の治療薬として承認さ
れている。しかし、胃がんをはじめとする固
形がんに対するエピジェネティック治療の
効果については明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果を

もとに、本研究では胃がんの発生・進展にお
いて重要な役割を果たすマイクロRNAを探索
し、マイクロ RNA のエピジェネティック制御
に基づく胃がんの新たな治療法の開発を目
指した。 
以下の 3点を具体的な到達目標とした。 

(1)早期胃がんや転移・浸潤を認める悪性度
の高い胃がんなどで発現異常を示すマイク
ロ RNA を同定し、その標的遺伝子を解析し、
それらのマイクロ RNA が胃がんの予後・再発
を予測する新規分子マーカーとなるかどう
かを明らかにする。 
(2)胃がんの発生・進展に重要な役割を果た
すマイクロ RNA のがん部、非がん部における
プロモーター領域のエピジェネティクス変
化を解析し、発現制御機構を解明する。また、
これらのエピジェネティクス変化が胃がん
の新規分子マーカーや治療の標的となるか
検討する。 
(3)本研究を臨床応用に展開するため、胃が
ん細胞をDNAメチル化阻害薬やヒストン脱ア
セチル化酵素阻害薬などで処理し、マイクロ
RNA のエピジェネティクス制御による抗腫瘍
効果を解析し、エピジェネティック治療が胃
がんの新たな治療戦略となるか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)胃発がん過程において重要なマイクロ
RNA の同定・機能解析 
十分なインフォームド・コンセントのもと

に採取された胃がんの臨床検体からDNAおよ
び RNA を抽出し、マイクロアレイおよび定量

的 RT-PCR 法によって胃がん組織および非が
ん胃粘膜におけるマイクロRNAの発現プロフ
ァイルを網羅的に解析した。転移・浸潤を認
める悪性度の高い胃がんなどで発現異常を
示すマイクロ RNA、すなわち胃がんの発生・
進展に重要な役割を果たすマイクロRNAを同
定した。さらに、これらのマイクロ RNA の機
能を解析するため、標的遺伝子について検討
を行った。 
(2)エピジェネティクス変化によって発現制
御されている胃がん関連マイクロRNAの同定 
エピジェネティクス変化によって制御さ

れている胃がん関連マイクロRNAを探索する
ために、胃がん細胞におけるプロモーター領
域のDNAメチル化やヒストン修飾の状態をパ
イロシークエンス法やクロマチン免疫沈降
法によって解析した。胃がん関連マイクロ
RNA のエピジェネティクス変化による発現調
節機構について検討した。 
(3)胃がん細胞株を用いたエピジェネティッ
ク治療の効果検討 
エピジェネティック治療がマイクロRNAを

介した胃がんの新たな治療戦略となるか検
討した。胃がん細胞株 AGS, MKN45, TMK1 を
DNA メチル化阻害薬
（5-aza-2’-deoxycytidine: 5-Aza-CdR）、
ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬
（suberoylanilide hydroxamic acid: SAHA）、
ヒストンメチル化酵素阻害薬
（3-Deazaneplanocin A: DZNep）によって処
理し、その発現変化をマイクロアレイによっ
て網羅的に解析した。エピジェネティック治
療によるこれらのマイクロRNAの発現変化を
解析し、がん抑制効果が期待できるか検討し
た。エピジェネティック治療によって発現が
有意に変化するマイクロ RNA の中で、胃がん
の発生・進展において重要なものを選び、最
終的に胃がんの新規治療標的となるマイク
ロ RNA を決定した。エピジェネティック治療
によるこれらのマイクロRNAならびに標的遺
伝子の発現変化を解析し、胃がん治療の新た
なアプローチとなるか検討した。以上から、
マイクロRNAを標的としたエピジェネティッ
ク治療が胃がんの全く新しい分子標的治療
法となるか検討した。 
 
４．研究成果 
(1)胃がんの進展過程における miR-29c の発
現低下 
胃がんの発生・進展に重要な役割を果たす

マイクロ RNA を同定するため、胃がん組織お
よび非がん胃粘膜におけるマイクロRNAの発
現変化を網羅的に解析した。マイクロアレイ
による解析の結果、がん抑制マイクロ RNA の
候補である miR-29cの発現が前がん病変の胃
腺腫から早期胃がんへと進行する過程で低
下し、進行胃がんでは早期胃がんよりもさら
に miR-29c発現が低下することを確認した
（図１）。さらに miR-29cの標的遺伝子の 1
つである Mcl-1の発現が進行胃がんにおいて



上昇しており、miR-29cの発現低下が Mcl-1
を活性化して胃発がんに重要な役割を果た
していることが考えられた（Saito Y et al. 
Int. J Cancer 2013）。 

 
図 1 miR-29c発現の低下と胃がんの進展と
の相関 
miR-29c発現が前がん病変の胃腺腫から早

期胃がんへと進行する過程で低下し、進行胃
がんでは早期胃がんよりも顕著に miR-29c発
現が低下することを確認した。 
 
(2)胃 MALTリンパ腫におけるマイクロRNA発
現異常 
胃がん同様、胃の悪性腫瘍として注目され

ている胃 MALT リンパ腫では、その発症・増
殖に H. pyloriが深く関与していることが明
らかになっている。約 70％の症例で H. 
pylori除菌治療により胃 MALT リンパ腫の寛
解を認めるが、病変部において API2-MALT1 
キメラ遺伝子が存在すると、H. pylori除菌
治療による効果が低いことが報告されてい
る。胃 MALT リンパ腫に関しても同様にマイ
クロRNA発現プロファイルを解析したところ、
API2-MALT1キメラ遺伝子を伴い H. pylori除
菌治療に抵抗性の胃 MALT リンパ腫において
miR-142および miR-155の発現が著明に上昇
していた(図 2)。 
 

図 2 胃 MALT リンパ腫における miR-142-5p
および miR-155の発現変化と除菌治療の反応 
H. pylori除菌治療に対して完全寛解

（complete remission: CR）を示したグルー
プに比べ、除菌治療抵抗性（no change: NC）
であったグループにおいては miR-142および
miR-155の発現が有意に上昇していた。 
 
さらに、miR-142および miR-155の過剰発

現が癌抑制遺伝子である TP53INP1の発現抑
制を介して API2-MALT1陽性胃 MALT リンパ腫
発生の一因となっていることが示唆された
（Saito Y et al. PLoS One 2012）。 
 
(3)ChIP on chip によるエピジェネティクス
変化により制御されているマイクロRNAの同
定 
エピジェネティクス変化により制御され

ているマイクロRNAを同定するためにマイク
ロRNAのプロモーター領域に特化したマイク
ロアレイを独自に開発した。クロマチン免疫
沈降(ChIP)と chip 解析を組み合わせた ChIP 
on chip 解析にて、アセチル化ヒストン H3 お
よびメチル化ヒストン H3 リジン 4（K4）の有
意なシグナル上昇を認めた22のマイクロRNA
を同定した（図 3、4）。 
今回の解析により同定されたエピジェネ

ティクス変化により制御されているマイク
ロ RNA の候補の中で、転移性がんや乳がんに
て発現低下し、がん抑制マイクロ RNA として
機能することが報告されている miR-9に特に
注目した。胃がん臨床検体を用いた検討にお
いては、miR-9発現が非がん胃粘膜に比べ胃
がん組織で有意に低下していた。さらに胃が
ん細胞株をDNAメチル化阻害薬およびヒスト
ン脱アセチル化酵素阻害薬で処理すること
により miR-9の著明な発現上昇を認めており、
miR-9が胃がんに対するエピジェネティック
治療の新たな治療標的となる可能性が考え
られた（Saito Y et al. Biochem Biophys Res 
Commun 2012）。 
 

 
図 3 マイクロ RNA プロモーターアレイを用
いた ChIP on chip 解析 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ChIP on chip 解析によって同定された
マイクロ RNA の候補 
ChIP on chip 解析にて、アセチル化ヒスト

ン H3 およびメチル化ヒストン H3 リジン 4
（K4）の有意なシグナル上昇を認め、かつ CpG
アイランドを有している 22 のマイクロ RNA
を同定した。 
 
(4)EZH2 阻害薬によるがん抑制マイクロ RNA
の活性化 
近年、がん細胞においてヒストン H3の 27

番目のリジン残基が高頻度にメチル化され
ており、クロマチン構造の変化を介してがん
抑制遺伝子が不活性化されていることが明
らかとなった。EZH2 はヒストン H3 のリジン
27（K27）を修飾するメチル化酵素であり、
多くのがん細胞でその発現が上昇している
ことが報告されている。DZNep は EZH2 を阻害
することで抗腫瘍効果を発揮することが明
らかとなり、エピジェネティック治療薬の候
補として注目されている。胃がん細胞株 AGS
を用い、EZH2 阻害薬の投与によるマイクロ
RNA の発現プロファイルと抗腫瘍効果につい
て検討した。 
DZNep ならびにヒストン脱アセチル化酵素

阻害薬である SAHA を AGS 細胞に添加したと 
ころ、EZH2 の発現が低下し、細胞増殖能が抑
制されることが示された。さらにマイクロ
RNA の発現変化を網羅的に解析した結果、
miR-1246が SAHA および DZNep の両薬剤によ
り共通して活性化されることが明らかにな
った。また、miR-4448がDZNepの投与により、
miR-302aが SAHA の投与によりそれぞれ活性
化することが示された。EZH2 阻害薬の投与に
より、これらのマイクロ RNA の標的遺伝子で
ある DYRK1A、CDK2、BMI-1、Girdin の発現が
抑制され、アポトーシスの活性化、細胞周期
停止、細胞遊走能の低下などが認められた

（図 5）。以上から、胃がん細胞に EZH2 阻害
薬を投与すると、複数のがん抑制マイクロ
RNA を活性化することで抗腫瘍効果を発揮す
ることが示された（Hibino S, Saito Y et al. 
Oncogenesis 2014）。 
 

 
図5 胃がん細胞におけるEZH2阻害薬による
がん抑制マイクロ RNA の活性化 
EZH2 阻害薬の投与により、がん抑制マイク

ロ RNA が活性化し、標的遺伝子の発現抑制を
介してアポトーシスの活性化、細胞周期停止、
細胞遊走能の低下などが認められた。 
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文部科学省科学研究費新学術領域研究「がん
研究分野の特性等を踏まえた支援活動」 
（http://ganshien.umin.jp/public/resear
ch/main/saito/index.html）にて当該研究の
紹介を行っている。 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
齋藤 義正（SAITO Yoshimasa） 
慶應義塾大学・薬学部・准教授 

 研究者番号：90360114 
 
 
 


