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研究成果の概要（和文）：近年のがんゲノム解析により、SWI/SNFクロマチンリモデリング因子の突然変異（不
活化）が様々ながんで見つかっている。一方で、SWI/SNF不活化による発がん機構は不明である。本研究では、
遺伝子発現状態多様性に着目することで、SWI/SNF不活化による発がん機構解明を目的とした。まず、
CRISPR/Cas9により、SWI/SNF構成因子SMARCA2・SMARCA4のダブルノックアウト（DKO）細胞を樹立した。次に、
DKO細胞における遺伝子発現状態多様性（即ちヌクレオソームポジション多様性）を解析した結果、DKO細胞で
は、ヌクレオソームポジション多様性が増加していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：SWI/SNF chromatin remodeling factor was frequently inactivated in various 
types of cancers by somatic mutations of its components.  However, the mechanism how SWI/SNF 
inactivation is involved in carcinogenesis is not well understood.  In this study, we aimed to 
clarify molecular mechanism by focusing on the production of gene expression heterogeneity 
(diversity).  First, SWI/SNF inactivated cell line was established by double knockout of SWI/SNF 
components, SMARCA2 and SMARCA4, using CRISPR/Cas9 system (DKO cell line).  Then, diversity of gene 
expression status, namely diversity of nucleosome positioning, was analyzed by NOMe-seq.  It was 
revealed that the diversity of nucleosome positioning was increased in DKO cell line compared to 
SWI/SNF wild type cell line.  This result suggested that gene expression heterogeneity was produced 
by SWI/SNF inactivation, and this might be involved in carcinogenesis.  

研究分野：がんエピジェネティクス

キーワード： クロマチンリモデリング

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 SWI/SNF クロマチンリモデリング因子（ク

ロマチン構造変換因子）は多数のタンパク質

からなる複合体で、ヌクレオソームの構造変

換を介して様々な遺伝子の発現制御に関わ

る。最近、SWI/SNF の構成遺伝子の突然変異

が様々ながんにおいて存在することが、全エ

クソン解析から明らかとなってきた。 

 研究代表者は、1）胃がん臨床検体につい

て、SWI/SNF 突然変異がある検体ではその検

体中のがん細胞のほとんどが変異を持つこ

と、2）SWI/SNF のエピジェネティック異常

はがん患者の非がん部（未だがんになってい

ない部分）においても存在することを見出し

ている。これらのことから、SWI/SNF の不活

化は、発がんの早期に起きていると考えられ

る。 

 SWI/SNF は、がん抑制遺伝子として機能す

ることが知られているが、各種論文及び研究

代表者のデータでは、その不活化による細胞

増殖の亢進は非常に軽度である。このことは、

SWI/SNF 不活化は単純な細胞増殖亢進だけ

でなく、別のメカニズムを介して発がんに関

与している可能性を強く示唆する。 

 一般的に、正常細胞においてがん遺伝子が

活性化すると、細胞老化が誘導されることが

知られる。つまり、がん遺伝子の活性化が細

胞増殖を実際に促進するためには、予め細胞

老化機構が破綻している必要がある。

SWI/SNF 不活化が発がんの早期に起こると

いう予備的データ及び SWI/SNF 不活化がク

ロマチン構造の不安定化を誘導する（遺伝子

発現状態の不安定化につながる可能性が高

い）ことから、研究代表者は以下のような作

業仮説を考えている。 

 

【本研究計画における作業仮説】 

 SWI/SNF の不活化により遺伝子発現状態

が多様なクローンが産生され、その中に含ま

れるがん遺伝子活性化環境に適応したクロ

ーンが選択的に増殖する。 

 

２．研究の目的 

1）SWI/SNF 不活化により遺伝子発現状態が

多様なクローンが産生されることを解明す

る。 

2)がん遺伝子の活性化環境に適応した、即ち、

細胞老化誘導機構が破綻したクローンが選

択的に増殖することを解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) SWI/SNF 不活化細胞株の樹立 

 研究開始時までに同定していた SWI/SNF

機能が正常である細胞株（正常細胞株及び一

部のがん細胞株）について、1）shRNA を用

いたノックダウン法により SWI/SNF 不活化

を誘導できる（テトラサイクリン誘導型）細

胞株、または、2）CRISPR/Cas9 システムを

用いた SWI/SNF ノックアウト細胞株を樹立

する。不活化する SWI/SNF 遺伝子としては、

突然変異・異常メチル化が高頻度に存在する

サブユニットである ARID1A、SMARCA2及び

SMARCA4 などを用いる。 

 

(2) SWI/SNF 不活化による多様なクローン

産生の解析 

 SWI/SNF 不活化細胞を長期間培養し、遺伝

子発現状態が多様なクローンの産生をシン

グルセル定量 RT-PCR法、または、NOMe-seq

法により解析する。解析には、適切な遺伝子

の選択が必要であり、i）細胞老化誘導に関与

する遺伝子群、ii）SWI/SNF の標的遺伝子群

などを用いる。SWI/SNF 標的遺伝子群は

ChIP-シークエンス解析により同定する。 

 

(3) 細胞老化機構が破綻したクローンの可

視化システム構築 

 SWI/SNF 不活化細胞株をもとにして、細胞

老化機構が破綻したクローンの可視化シス

テムを構築する。具体的には、i）発現誘導型

の活性化型がん遺伝子（細胞老化の誘導要

因）を導入する。がん遺伝子の下流には、IRES

配列及び緑色蛍光タンパク質（GFP）をコー

ドする遺伝子を連結し、がん遺伝子を活性化

させた細胞（細胞老化誘導スイッチが入った

細胞）は緑色に光らせる。さらに、ii）細胞

老化の際に発現誘導されることが確立して

いる p16遺伝子のプロモーター下流に赤色蛍

光タンパク質（DsRed）を連結して導入、老

化が誘導された細胞は赤色に光らせる。 

 



(4) 細胞老化機構が破綻したクローンの選

択的増殖の解析 

 3）で樹立した細胞株を、SWI/SNF を不活

化（多様なクローンの産生）または不活化し

てない状態で培養する。次に、活性化型がん

遺伝子を発現させ（細胞老化誘導スイッチを

入れる）、以下の解析を行う。 

 i）がん遺伝子の発現誘導から数日後の解析

では、SWI/SNF 不活化をした場合により多く

の緑色蛍光のみを発するクローンが産生さ

れることを明らかにする。ii）発現誘導から

長期間経過後には、緑色蛍光のみを発するク

ローンが選択的に増殖することを明らかに

する。 

 

４．研究成果 

【平成 27年度】 

SWI/SNF 不活化細胞の樹立 

 当初予定していた shRNA によるノックダ

ウンでは SWI/SNF 機能の不活化が不十分で

あることを考慮し、CRISPR/Cas9 システムを

用いノックアウト細胞の樹立を行った。

293FT 細胞株を用いて、SWI/SNF の活性サブ

ユニットである SMARCA2、SMARCA4 のシン

グルノックアウト細胞株、及び、ダブルノッ

クアウト（DKO）細胞株を樹立した。 

 

SWI/SNF 標的遺伝子の探索 

 SWI/SNF標的遺伝子探索のため、SMARCA2

ノックアウト細胞株、SMARCA4 ノックアウ

ト細胞株、及び、コントロール細胞株におけ

るゲノム網羅的遺伝子発現解析を行った。そ

の結果、SMARCA2 ノックアウト細胞株では、

32 遺伝子における発現上昇、及び、25 遺伝

子における発現減少が認められた。SMARCA4

ノックアウト細胞株では、63 遺伝子における

発現上昇、及び、77 遺伝子における発現減少

が認められた。SMARCA4 ノックアウトによ

り発現減少する遺伝子のうち 14 遺伝子につ

いて、SWI/SNF のターゲット遺伝子であるか

どうかを調べるために、SWI/SNF 構成因子の

1 つである BAF155 の結合の有無をクロマチ

ン免疫沈降法（ChIP 法）により調べた。その

結果、SMARCA2、及び、SMARCA4 が野生型

の細胞株（コントロール細胞）においては、

解析した全ての遺伝子で BAF155 の結合が認

められた。また、DKO 細胞においては、

BAF155 の結合が低下していることが明らか

になった。 

 

【平成 28年度】 

DKO 細胞での遺伝子発現状態多様性の解析 

 SWI/SNF 不活化により遺伝子発現状態が

多様（即ちヌクレオソームポジションが多

様）なクローンが産生されるかどうかを明ら

かにするために、SWI/SNF の活性サブユニッ

トである SMARCA2、及び、SMARCA4 のダブ

ルノックアウト細胞株（DKO 細胞株）におけ

るヌクレオソームポジションを NOMe-seq 法

（ヌクレオソームが存在する領域では DNA

が GpC メチル化を受けないことを利用して

ヌクレオソームポジションを決定する手法）

により解析した。その結果、DKO 細胞株にお

いては、SWI/SNF の標的遺伝子である AQP10

遺伝子の転写開始点近傍のヌクレオソーム

ポジションが細胞ごとに異なる（ヌクレオソ

ームポジション多様性）ことが明らかになっ

た。 

 

 このヌクレオソームポジション多様性は、

SMARCA2、及び、SMARCA4 が野生型の細胞

株（コントロール細胞）では認められないこ

とから、SWI/SNF 不活化により遺伝子発現状

態が多様なクローンが産生されたことが示

唆された。 
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