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研究成果の概要（和文）：CpA, CpT, CpCなどCpG非選択的な、あるいはCpG-island領域外のシトシンメチル化お
よびミトコンドリアDNAのメチル化等、いわゆる「非定型的DNAメチル化」について、酸化的ストレス下の遺伝子
発現制御、細胞の老化との関連について塩基配列特異的なin situメチル化シトシン検出法により「透析腎や糖
尿病などの高酸化的ストレス状態に続発する腫瘍」の発生、神経細胞の老化とにより「非定型的DNAメチル化」
が増加することを見いだした。腫瘍発生早期の病変、酸化的ストレスに続発する腫瘍の新たな早期診断につなが
る成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Atypical DNA methylation, such as CpA, CpT, CpC (non-CpG-selective), or DNA 
methylation other than CpG-island, and DNA methylation in mitochondrial DNA is analyzed by use of 
the newly developed sequence-specific in situ demonstration of DNA methylation technique on gene 
expression mechanism under the influence of oxidative-stress and aging. Secondary neoplasia to 
dialysis or diabetic high oxidative stress and neuronal aging were the two major targets of this 
study.  We discovered that atypical DNA methylation is increased with exposure to high oxidative 
stress and cell senescence. These findings open the gate for discovering of diagnostic cues to early
 stage of tumorigenesis.

研究分野： 分子病理学

キーワード： DNAメチル化　組織細胞化学　癌細胞　老化　ミトコンドリア

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、非CpG-island領域のメチル化シトシンの病理病態に及ぼす影響に関しては、世界でもほとんど検討さ
れておらず、申請者らの形態的特徴に基づく細胞集団の選別、微量検体からのメチル化解析手法、非CpG-island
領域を対象とした研究により、癌の進展過程で観察される癌細胞の多様性を規定するエピジェネティクス制御機
構の一旦が解明され、新たな治療戦略へと展開することが期待される。現在進行している癌のゲノム診療のさら
に先を目指す診断、治療へのあたらな選択肢を提供するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

CpA, CpT, CpC など CpG 非選択的な、あるいは CpG-island 領域外のシトシンメチル化およびミトコン

ドリア DNA のメチル化等、いわゆる「非定型的 DNA メチル化」は、ES 細胞や iPS 細胞における幹細胞

性の維持、酸化的ストレス下の遺伝子発現制御、細胞の老化現象に重要であることが明らかにされつ

つある。本研究課題では、申請者らが開発した塩基配列特異的な in situ メチル化シトシン検出法を駆

使し、病理組織形態変化に基づく塩基配列レベルでの包括的エピジェネティクス研究行い、これまでほ

とんど解析がなされていない「透析腎や糖尿病などの高酸化的ストレス状態に続発する腫瘍」の発生、

腫瘍幹細胞性の維持や進展過程において、「非定型的 DNA メチル化」の存在様式およびその経時的

変化について解明することを目的としている。特に腫瘍発生早期の病変に着目し、酸化的ストレスに続

発する腫瘍の新たな早期診断法と治療戦略の基盤を確立することを目指し、この研究課題を申請した。 
 
２．研究の目的 

 本申請課題では、これまでに存在意義やその機能についてほとんど知られていない CpG-island 領域

外の非定型的メチル化シトシン：全メチル化シトシンの 80％程度)が、どのように腫瘍発生、腫瘍幹細胞

維持に関わっているのかについて、培養細胞や試験管内の基礎的な検討から、病理組織検体を用い

た臨床的な検討まで包括的に研究し、特定の形態学的変化を病理診断の指標とすることについての合

理性の評価、エピジェネティクスを標的とした癌の新たな早期診断法と治療戦略の基礎を確立すること

を目的としている。特に、CpG 非依存性の DNA メチル化転移酵素である dnmt3b、メチル化シトシン結

合蛋白 MeCP2 による新たな転写制御機構の解析、糖尿病などの酸化的ストレス存在下で、DNA の保

護を受けにくいミトコンドリア DNA が受けるであろう最も早期でのグアニン修飾やシトシンのメチル化修

飾の状態など、エピジェネティクスな変化を領域、分野横断的観点から研究を行う。本研究課題は、こ

れまで、研究方法の限界により、上記のように殆ど未知のまま研究されていない CpG-island 領域外の非

定型的メチル化シトシンという研究領域に対して、申請者等が独自に開発した microdissection サンプル

からの高感度の検出法（アガロースビーズ法）および in situ での塩基配列特異的なメチル化シトシンの

組織化学的検出法を駆使して行う研究である。 
 
３．研究の方法 

Sodium Bisulfite にて、非メチル化シトシンは、ウラシルに変換され、塩基解読ではチミンとして認識され

る。メチル化シトシンはシトシンとして残る性質を利用して塩基単位で解析することができる。申請者らは、

10 個程の細胞からなる微小切片をアガロースビーズに封じた状態で Sodium Bisulfite 処理や PCR 反

応に供する実験系を確立した。メチル化特異的 PCR 法 (MSP 法)では、非 CpG-island 領域や非 CpG

における非定型的メチル化シトシンの検出は不可能である。また、CpG-island を選別配置したマイクロ

アレイでも、検出は不可能である。従って、この申請課題での検討には、独自開発の in situ での検討と

直接塩基配列を決定する方法を併用することで幅広い病理検体において、非定型的な DNA メチル化

の検出を行う。 
 
４．研究成果 

CpA, CpT, CpC など CpG 非選択的な、あるいは CpG-island 領域外のシトシンメチル化およびミトコンド

リア DNA のメチル化等、いわゆる「非定型的 DNA メチル化」について、酸化的ストレス下の遺伝子発

現制御、細胞の老化との関連について塩基配列特異的な in situ メチル化シトシン検出法により「透析腎

や糖尿病などの高酸化的ストレス状態に続発する腫瘍」の発生、神経細胞の老化とにより「非定型的

DNA メチル化」が増加することを見いだした。腫瘍発生早期の病変、酸化的ストレスに続発する腫瘍の

新たな早期診断につながる成果を得た。 
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