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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現制御機構であるエピゲノムをターゲットとしたエピジェネティクス治療の
創薬を目的にWhole genome siRNA libraryで全ゲノムをスクリーニングした。スクリーニングでは大腸癌細胞株
を使用し、DNAメチル化で発現抑制されたGFPの再活性化をFACSで定量した。独立した複数のsiRNAとqRT-PCRでの
バリデーションを経て全遺伝子より14の遺伝子を候補として同定した。この中の5つの遺伝子は一つの複合体を
形成してヒストン修飾に関連することが知られている。CHD4は同定された遺伝子の一つであるが、抗腫瘍効果と
してHDACと同等であり、正常細胞への影響は少ないことが示された。

研究成果の概要（英文）：To investigate therapeutic targets which might be effective combination with
 DNMT inhibitors, we screened a whole genome siRNA library using a colon cancer cell line that 
harbors a cytomegalovirus (CMV) promoter driven GFP stably integrated and silenced by 
hypermethylation. The screen was conducted in combination with low dose decitabine.  We confirmed 
top hits by flow cytometry and qRT-PCR. Among them, some genes are known epigenetic regulators such 
as chromodomain helicase DNA-binding protein 4 (CHD4), activating transcription factor 7 interacting
 protein (ATF7IP) and DNMT1 itself. CHD4 depletion in combination with DNMT inhibition 
synergistically reactivated expression of endogenously methylated genes and inhibited cell growth of
 colon cancer cell lines with minimal effects on the cell growth of non-cancerous cell lines.  
Depletion of CHD4 alone also inhibited cell growth of colon cancer cell line but not of 
non-cancerous cell lines. 

研究分野：がん

キーワード： エピジェネティック

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体薬や免疫療法の登場でがん治療は飛躍的に向上した。そして遺伝子発現制御機構であるエピゲノムをターゲ
ットとした抗がん剤の開発は癌の根治を目指し期待されている。本研究では、大腸癌の細胞株を用いて、エピゲ
ノム異常により制御された遺伝子の再活性化への影響を21360遺伝子すべてで検討した。その結果14遺伝子が候
補になった。14遺伝子の中には、機能が全く報告されていない遺伝子もみとめた。この14遺伝子の中には腫瘍と
関連のある遺伝子も存在し、細胞実験では抗腫瘍効果もあきらかであった。これらの遺伝子は癌治療の新規標的
として期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

近年の分子生物学の発展にともなって、がん細
胞の増殖、転移に関わる分子機構が解明され、同
時にそれらを制御する分子標的治療薬の開発が
進んで臨床応用されている。しかし多様な発が
ん機構を有効に制御するためには、発がんの
様々な階層を標的とした治療が理想的であると
考えられる。がんの発生・進展に DNA メチル化
やヒストン修飾といったエピジェネティクス機
構の破綻が重要な役割を演じていることが明ら
かとなり、エピジェネティクス異常の正常化を
目指したヒストン脱アセチル化酵素阻害剤や
DNA 脱メチル化剤などの治療薬の研究が進ん
だ。実際に血液腫瘍に関しては国内でも標準治
療の１つとして使用されている (図１) 。 

 固形がんに関しては第Ⅱ層試験で、ヒストン脱
アセチル化酵素阻害剤と DNA 脱メチル化剤の
併用療法が肺がんに対して十分な抗腫瘍効果を
示した報告もあり、エピジェネティクス治療の
有効性は示唆されるが実際に認可に至っておら
ず、更なるエピジェネティクス治療薬の開発が
望まれている。 

 

 

２．研究の目的 

遺伝子発現制御機構であるエピゲノムをターゲットとしたエピジェネティクス治療は、たんぱ
く質をターゲットとした分子標的剤や、免疫機構を利用した免疫療法などと並び、今後のがん治
療における中心的な存在となると考える。骨髄異形成症候群に対するヒストン脱アセチル化酵
素阻害剤は広く臨床で使われている。また、DNA の異常メチル化を修復することで抗腫瘍効果
を期待する脱メチル化剤も広く臨床試験が行われてきた。 

しかし、がんの完治を目指す治療としてさらなるターゲットの同定が急務であると考える。本研
究では 21360 遺伝子を標的とした、Whole genome siRNA library を用いて、DNA の異常メチ
ル化で抑制された遺伝子の発現を再活性化させる新たな遺伝子を同定するために全遺伝子スク
リーニングを施行する。スクリーニングにて同定される遺伝はがん治療のターゲットとして適
切か検討する。また、同定される遺伝子それぞれの関係を検討することで、がんエピゲノムの解
明に寄与すると考える。 

 

 

３．研究の方法 

GFP の発現が DNA メチル化で抑制された GFP 導入大腸癌細胞株（YB5）を使用してスクリーニン
グを行った。既存の DNMT1 や HDAC をノックダウンしても GFP 活性は微弱であったため、感度を
上げるために脱メチル化剤を併用してスクリーニングを施行した。FACS で GFP 陽性細胞をカウ
ントし、Z-Score で標準化し評価した。陽性細胞を独立した複数の siRNA で validation しター
ゲットを同定した。同定したターゲットに関して、RNA-seq にてネットワーク解析をした。DNA
のメチル化はパイロシークエンス法を用いて定量した。細胞増殖に関しては、ノックダウン後の
5日目と 6日目で細胞数をカウントし増殖曲線を描き、day6 の細胞数を比較した。 
 
４．研究成果 
各遺伝子をノックダウンしたのちに GFP 陽性細胞を FACS で評価した。21360 遺伝子を対象とし
て 1 次スクリーニングで得られた 92 遺伝子を対象に 2 次スクリーニングを施行した。2 次スク
リーニングでは各遺伝子に対して独立した 4 つの siRNA を使用した。オフターゲット効果を除
外することを考え、陽性基準として以下を定義した。①4種類すべての siRNA で GFP の発現が見
られるもの。②2種類ないしは 3種類の SiRNA で GFP の発現を認め、各 SiRNA でノックダウンし
た後の遺伝子発現と GFP の発現を比較して逆相関のあるもの。この基準を用いて最終的に 17 遺
伝子が標的遺伝子として選択された。 
この中には DNMT1 と HDAC1、HDAC2 は含まれていた。このことはスクリーニングの確からしさを
証明することになる。残りの 14 遺伝子の中の 5遺伝子は 1つの複合体を形成してヒストン修飾
に関与していることが報告されている遺伝子群であった。 
陽性細胞の中で脱メチル化剤との併用で GFP の活性化をより強く誘導した遺伝は、ATF7IP 
（activating transcriptional factor 7-interacting protein 1）と CHD4 (Chromodomain 
Helicase DNA Binding Protein 4)であった。CHD4 に注目して、ノックダウン後の遺伝子発現の
変化を RNA-seq で評価した。検体は、CHD4 ノックダウン後、CHD4 ノックダウンと脱メチル化剤
の併用後、脱メチル化剤単独、の３検体を triplicate で検討した。CHD4 をノックダウン後に再



活性化される遺伝子は脱メチル化剤にて再活性化される遺伝子と共通のターゲットを有するが、
多くは異なるターゲットであった。CHD4 のノックダウンと脱メチル化剤の併用療法ではより多
くの遺伝子の再活性化をみとめ、このとき再活性化した遺伝子の多くは DNA メチル化のターゲ
ットとなっている遺伝子であった。再活性化した遺伝子をオントロジー解析したところアポト
ーシス、セルサイクルに関連する遺伝子が有意に集積していた。次に CHD4 と腫瘍の増殖に関し
て大腸がんの細胞株（SW48、HCT116）と正常細胞（HEK293、IMR90）を用いて検討した。 CHD4 ノ
ックダウンではコントロールに比較して大腸
癌の細胞株の増殖を抑制し、正常細胞の増殖は
抑制しなかった。また、脱メチル化剤との併用
では、大腸がん細胞株の増殖を強く抑制し、正
常細胞であるIMR90に対しても軽度の増殖抑制
をみとめた。HEK293 に対しては増殖の抑制は認
めなかった。このことより、併用療法では抗腫
瘍効果が強くなるが、正常細胞に対する有毒性
が懸念された。しかし、単独で CHD4 ノックダ
ウンと同程度の抗腫瘍効果を呈する濃度の
HDAC 阻害剤を脱メチル化剤と併用すると、正常
細胞に対して強い増殖抑制を認めた。したがって CHD4 の
ノックダウンは HDAC と同程度の抗腫瘍作用を認める一方
で、正常細胞に対する作用は HDAC 阻害剤に比較して軽度であることがわかった。Annexin を用
いてアポトーシスを評価したところ、CHD4 処理後にアポトーシスが誘導されていることが示さ
れた。 
14 遺伝子の中の 2 つの遺伝子は RNA 制御に関連する遺伝子であった。これらの遺伝子は伴に複
合体（複合体 A）を形成しており mRNA の合成に重要な役割をすることがよく知られている。こ
の遺伝子の発現を抑制すると、GFP と同様にメチル化のターゲットとなっているがん抑制遺伝子
である TIMP３と P16 の発現が上昇することがリアルタイム PCR で確認された、一方で発現の抑
制される遺伝子もみとめた。複合体 Aの阻害剤を使用すると。同様に GFP やがん抑制遺伝子の再
活性化をみとめた（図２）。また、複合体 A を形成する他の蛋白質をコードする遺伝子に関して
は再度 SiRNA でノックダウンして遺伝子の発現を確認したところ、それらでは癌抑制遺伝子の
発現上昇は認めなかった。このことより、同定した遺伝子は複合体 Aが機能するために必須と考
えられた。また、複合体 Aの阻害剤で大腸癌細胞株を治療すると、DNA の脱メチル化が誘導され
ていることが確認された。RNA 制御に関する 2 つの遺伝子を TCGA のデーターベースを使用して
癌での変異を確認すると多くのがんで変異を認めることも明らかとなり、発癌との関与が示唆
された。 
同定した遺伝子のタンパクに対する抗体を用いて chip-PCR を施行し、DNA メチル化との関連を
検討した。YB5 では GFP のプロモーター領域が DNA メチル化にて制御されているが、GPF のプロ
モーター領域がメチル化されていない YB11 を対象として使用した。その結果 7つの遺伝子では
メチル化した GFP のプロモーター領域にタンパクの結合をみとめ、メチル化していない GFP の
プロモーター領域には結合していないことが示された。このことより、これらの蛋白質は特異的
な塩基配列にを認識するのではなく、DNA のメチル化を認識して結合していることがわかる。こ
れらは DNA メチル化の維持に関連するのか、発現制御に関連するのかは今後の検討課題である。 
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