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研究成果の概要（和文）：DNAメチル化異常は、がん抑制遺伝子の主要な不活化機構の1つである。本研究では、「遺伝
子が異常メチル化される際の法則」を利用し、多数の異常メチル化された遺伝子の中から、効率よくがん抑制遺伝子を
同定する方法を開発することを目的とした。
　ヒト乳がんのメチル化解析から、280個のメチル化感受性遺伝子を同定した。このうち14遺伝子が法則に従わないOut
lier遺伝子であった。Outlier遺伝子のうち、DZIP1は新規のがん抑制遺伝子、FBN2及びHOXA5は既知のがん抑制遺伝子
であった。これらにより、Outlier遺伝子の探索によりがん抑制遺伝子が効率的に同定できることが示された。

研究成果の概要（英文）：Aberrant DNA methylation of promoter CpG islands (CGIs) is deeply involved in huma
n carcinogenesis.  Although hundreds to thousands of genes are aberrantly methylated in cancer cells, the 
majority is methylated as a consequence of carcinogenesis, and it is difficult to identify tumor-suppresso
r genes (TSGs) from numerous methylated genes.  In this study, we developed a novel method to identify TSG
s based on our previous findings that genes with RNA polymerase II (Pol II) in normal cells are resistant 
to aberrant methylation induction and that known TSGs were methylated in cancers against this general rule
.  First, we identified 280 methylation-sensitive genes in human breast cancers.  From these genes, 14 gen
es methylated against the general rule (outlier genes) were isolated by analyzing Pol II binding in normal
 cells.  Among these genes, DZIP1 was a novel TSG, and FBN2 and HOXA5 were known TSGs.  These results show
ed that TSGs can be efficiently identified by this approach.
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１．研究開始当初の背景 

 遺伝子プロモーター領域 CpG アイランド

の DNA メチル化異常は、突然変異や染色体

欠失と並び、がん抑制遺伝子不活化の主要な

メカニズムである。がん細胞では、多数の遺

伝子にメチル化異常がみられるが、これらの

ほとんどは、発がんの随伴現象であり、がん

抑制遺伝子のメチル化はごく一部である。メ

チル化により不活化されるがん抑制遺伝子

を同定する方法として、細胞を脱メチル化剤

で処理した後、発現が回復する遺伝子をマイ

クロアレイにより探索するアプローチが従

来おこなわれてきた。しかし、このアプロー

チでは、メチル化異常により不活化される遺

伝子だけでなく、p53 の活性化により発現誘

導される遺伝子など、非常に多くの遺伝子が

同定される。これらの膨大な候補遺伝子の中

から新規がん抑制遺伝子を同定することは

極めて困難である。 

 DNAメチル化異常は、特定の遺伝子に誘発

されやすいという性質をもつ。その機構とし

て、RNA polymerase II が結合している遺伝子

はメチル化されにくいことが明らかになっ

ている。さらに、RASSF1A及び MLH1などの

がん抑制遺伝子はこの機構に従わないこと

も明らかになっている。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、新規がん抑制遺伝子を効率的

に同定するために、RNA polymerase II が結合

しているにも関わらずメチル化されてしま

う遺伝子（Outlier 遺伝子）を探索する「Outlier

アプローチ」を開発する。 

 

３．研究の方法 

（1）乳がんにおける DNAメチル化感受性遺

伝子の同定 

 ヒト乳腺の正常細胞 2 種類（Lot の異なる

乳腺上皮細胞 HMEC）及び乳がん細胞株 5 種

類 （ BT-474 、 MCF7 、 MDA-MB-231 、

MDA-MB-468 及び ZR-75-1）における DNA

メチル化状態を、抗 5-メチルシチジン抗体を

用いたメチル化 DNA 免疫沈降法及びヒト

CpG アイランドマイクロアレイにより解析

した。正常細胞においてメチル化されておら

ず、がん細胞株でのみ高頻度にメチル化され

ている遺伝子を、メチル化感受性遺伝子とし

て同定した。 

 

（2）Outlier 遺伝子の同定 

 正常細胞における RNA polymerase II 結合

レベル及び H3K27トリメチル化レベルを、ク

ロマチン免疫沈降法及びヒト CpG アイラン

ドマイクロアレイにて解析した。メチル化感

受性遺伝子のうち、正常細胞において RNA 

polymerase II が結合しており、H3K27トリメ

チル化が存在しない遺伝子を Outlier 遺伝子

として同定した。 

 

（3）乳がん細胞株及び乳がん臨床検体にお

ける Outlier 遺伝子の DNAメチル化解析 

 同定した outlier 遺伝子について、乳腺正常

上皮細胞（HMEC）、乳がん細胞株（BT-20、

BT-474、HCC1428、HCC1937、HCC38、Hs278T、

MCF7 、 MDA-MB-231 、 MDA-MB-436 、

MDA-MB-468、SK-BR-3、T-47D 及び ZR-75-1）、

乳がん臨床検体（40 検体）における DNA メ

チル化レベルをメチル化特異的 PCR 法によ

り測定した。 

 

（4）細胞株の脱メチル化剤処理 

 乳がん細胞株 T-47D を播き（0 日目）、1 日

目及び 3 日目に終濃度 20 μM の 5-アザ-2'-デ

オキシシチジン（5-aza-dC）を添加した。4

日目に終濃度 0.3 μM のトリコスタチン A

（TSA）を添加し、5 日目に細胞を回収、遺

伝子発現解析に用いた。 

 

（5）DZIP1遺伝子の機能解析 

 乳がん細胞株 HCC1937 及び MDA-MB-436

において、2種類の異なる配列の shRNAを用

いて DZIP1 遺伝子をノックダウンした。

DZIP1遺伝子をノックダウンした細胞株及び

コントロールの細胞株（ルシフェラーゼ遺伝

子に対する shRNAを導入）を播き（0日目）、

1、2、3、4、5 及び 8 日目の細胞数を測定し

た。 

 

４．研究成果 

（1）乳がんにおける Outlier 遺伝子の同定 

 ヒト乳腺の正常細胞 2種類及び乳がん細胞



株 5 種類について DNA メチル化状態をゲノ

ム網羅的に解析した結果、がん細胞株でのみ

高頻度にメチル化されている遺伝子を 280個

同定した。さらに、正常細胞における RNA 

polymerase IIの結合状態及びH3K27トリメチ

ル化状態をゲノム網羅的に解析することで、

正常細胞において RNA polymerase II が高レ

ベルに結合しているにも関わらず、がん細胞

株でメチル化されている Outlier 遺伝子を 14

個同定した（表 1）。 

 

（2）Outlier 遺伝子の乳がん臨床検体におけ

る DNAメチル化 

 14 個の Outlier 遺伝子のうち、ヒストン遺

伝子（HIST3H2A-HIST3H2BB）以外の 13遺伝

子について、正常細胞及びがん細胞株におけ

る DNA メチル化レベルを測定した。その結

果、DZIP1、FBN2、HOXA5、HOXC9 及び

OSBPL3 遺伝子において異常メチル化が認め

られた。次に、これら 5個の遺伝子の乳がん

臨床検体における DNA メチル化レベルを測

定した結果、DZIP1、FBN2、HOXA5 及び

HOXC9において異常メチル化が認められた。

これらの遺伝子のうち FBN2 及び HOXA5 は

既にがん抑制遺伝子であることが報告され

ていた。したがって、Outlier 遺伝子の探索に

よりがん抑制遺伝子が効率的に同定できる

ことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）DZIP1遺伝子の異常 DNAメチル化によ

るサイレンシング 

 乳がん臨床検体においても異常メチル化

されていた 4個の遺伝子のうちDZIP1遺伝子

について、異常 DNA メチル化によりサイレ

ンシングされているかどうかを調べた。乳が

ん細胞株 T-47Dを脱メチル化剤 5-aza-dCによ

り処理したところ、DZIP1遺伝子のプロモー

ターCpG アイランドにおいて、DNA 脱メチ

ル化が認められた。また、TSAを併用するこ

とにより、DZIP1遺伝子の発現上昇が認めら

れた（図 1）。このことから、DZIP1遺伝子は

乳がん細胞において DNA メチル化によりサ

イレンシングされていることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（4）DZIP1の細胞増殖能に与える影響 

 DZIP1遺伝子をノックダウンした細胞株と

コントロールの shRNA を導入した細胞株の

増殖を比較した。その結果、コントロールの

細胞株と比較して、DZIP1遺伝子をノックダ

ウンした HCC1937 細胞株では約 2 倍、

MDA-MB-436 細胞株では 1.5-2 倍程度の細胞

増殖の亢進が認められた（図 2）。このことか

ら、DZIP1遺伝子は乳がんにおける新規がん

抑制遺伝子であることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 本研究により、Outlier 遺伝子の探索により

がん抑制遺伝子が効率的に同定できること

 
 

図 2. DZIP1ノックダウンによる細胞増殖能の亢進 

 

図 1. 5-aza-dC処理による DZIP1遺伝子発現回復 



が示された。また、Outlier アプローチを用い

た新規がん抑制遺伝子の効率的な同定は、創

薬・診断開発の基盤としても非常に重要であ

る。 
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