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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌におけるDNAメチル化とマイクロRNA（miRNA）の異常を網羅的に探索し、そ
れぞれのデータを統合的に解析した。その結果、miR-214とmiR-199aが、肝細胞癌で最も有意に発現量が低下し
ているmiRNAであること、また両者のhost geneであるDNM3OSのプロモーター領域のDNAメチル化によって発現が
抑制されているtumor suppressor miRNAであることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third leading cause of cancer death 
worldwide. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that regulate gene expression and can act as
 tumor suppressors or oncogenes. To identify miRNA involved in the development of HCC, a genome-wide
 miRNA gene expression analysis was performed in paired HCC tumors and non-tumorous liver tissues 
from patients with primary HCC. We also screened for genes with promoter DNA hypermethylation using 
a genome-wide DNA methylation microarray analysis in the same samples. We found that miR-214 and 
miR-199a were significantly down-regulated by aberrant promoter hypermethylation of their host gene,
 DNM3OS, in HCC tumors compared to the non-tumorous liver tissues.

研究分野：肝臓病学、腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

癌には体細胞変異（ゲノム異常）だけでな

く、エピゲノム異常も発生し、両者が協働し

て癌の表現型を形成する。エピゲノムには

DNA メチル化、ヒストン修飾、非翻訳 RNA、

クロマチン複合体などが含まれる。エピゲノ

ム異常は、発癌過程の早期に、遺伝子変異に

先だって起こるので、癌の早期発見の指標に

なりえる。さらに、エピゲノム異常は薬物治

療によって可逆的であるので、エピゲノム異

常を標的とした治療薬が現在、盛んに開発さ

れており、実際、臨床応用にされている。 

DNA メチル化異常は多くの悪性腫瘍でみら

れ、癌抑制遺伝子のプロモーター領域の CpG

部位における過剰なDNAメチル化は遺伝子サ

イレンシングを引き起こす。 

マイクロ RNA（miRNA）は、相補的な配列を

有する mRNA と結合することで、mRNA からの

翻訳を阻害、または mRNA の分解を引き起こ

して、その標的となる遺伝子（標的 mRNA）の

発現を抑制する。近年、miRNA の異常が癌に

深く関与することもよく知られるようにな

った。癌に関わる miRNA には、癌化を促進す

る oncogenic miRNA と 抑 制 す る tumor 

suppressor miRNA がある。 

肝細胞癌は世界的に5番目に発生数が多く、

癌による死因の3番目を占める予後の悪い癌

である。肝細胞癌に対する新規治療法の開発

には肝細胞癌の病態解明か不可欠であるが、

その発生・進展に関わる DNA メチル化異常と

mRNA の発現異常はまだ十分には解明されて

いない。 

 
２．研究の目的 

本研究では、肝細胞癌に生じた DNA メチル

化異常とmiRNA発現異常について網羅的かつ

統合的解析を行い、プロモーター領域の DNA

メチル化によって発現が抑制されている

tumor suppressor miRNA を同定することを目

的とした。さらに、その tumor suppressor 

miRNA の標的 mRNA を明らかにすることで、

肝細胞癌の病態を解明し、エピゲノム異常を

標的とした治療シーズを開発することを目

指した。 

 

３．研究の方法 

肝細胞癌 40 例の手術検体の癌部と非癌部

における DNAメチル化レベルと miRNA 発現量

をそれぞれアレイで網羅的に解析した。その

両方のデータを統合的に解析することで、プ

ロモーター領域のDNAメチル化によって癌部

で発現が抑制されている miRNA を探索した。

その miRNA のプロモーター領域内の CpG部位

を対象に、methylation-specific PCR (MSP)

法、combined bisulfite and restriction 

analysis (COBRA)法、bisulfite-sequence法、

お よ び 脱 メ チ ル 化 剤

（5-aza-2’-deoxycytidine）処理による各

種メチル化解析を行った。miRNA の発現量は

定量的 real-time RT-PCR 法で検証した。 

 miRNAの標的mRNAの探索のためには各種の

予測アルゴリズムとアレイによる網羅的

mRNA 発現解析の結果を利用した。そして、選

定した標的 mRNA 候補について、miRNA の

mimicあるいはinhibitorの細胞内導入実験、

ルシフェラーゼ・アッセイ、ウエスタンブロ

ットを行い、標的 mRNA かどうか判定した。 

 
４．研究成果 

 DNA メチルアレイで、癌部で有意に過剰な

DNA メチル化が生じている 875 箇所の CpG 部

位を同定した（mean β-value difference 

>0.15, corrected P value <0.01）。 

 一方、同一サンプルで、miRNA アレイを用

いて miRNA 発現量を網羅的に測定した結果、

非癌部に比べて癌部で発現が有意かつ2倍以

上に亢進している 10 個の miRNA 、1/2 以下

に低下している 11 個の miRNA を検出した

（corrected P value <0.01）。このアレイ

の結果を miRNA の定量的 RT-PCR で検証した

ところ、癌部で最も有意に発現量が低下して

いる miRNA として miR-214 と miR-199a を見



出した。 

miR-214 と miR-199a は染色体 1q24.3 領域

に隣接して座位しており、それらは共通の

host gene である DNM3OS のプロモーターによ

り転写制御を受けていることが判明した。そ

して、癌部では DNM3OS のプロモーター領域

のDNAメチル化によってmiR-214とmiR-199a

の発現が抑制されていることを各種メチル

化解析で確認した。さらに、miR-214 と

miR-199aのmimicあるいはinhibitorの細胞

内導入実験、アルゴリズム解析、ルシフェラ

ーゼ・アッセイ、ウエスタンブロット実験か

ら miR-214 と miR-199a が標的とする複数の

癌遺伝子を同定した。 

以上の結果は、肝細胞癌のエピゲノム異常

について新しい知見を含んでおり、肝細胞癌

の病態解明とエピゲノム異常を標的とした

治療法の開発に寄与すると思われる。 
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