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研究成果の概要（和文）：胃癌臨床検体におけるDNAメチル化の網羅的解析と遺伝子変異解析により、マイクロ
サテライト不安定性(MSI)陽性胃癌には高DNAメチル化形質と高変異型形質が確認された。遺伝子変異にはRASの
活性型変異とTGFβ経路の不活化変異が認められた。一方、TP53に遺伝子変異は認められなかった。RAS活性型モ
デルを導入した線維芽細胞に対するshRNAを用いた網羅的スクリーニングにより、TP53非依存的な早期細胞老化
に寄与する候補遺伝子の抽出に成功した。TP53野生型癌細胞に抗腫瘍効果を発揮する化合物を同定し、野生型
TP53を利用した治療戦略の可能性を得た。

研究成果の概要（英文）：Microsatellite instability (MSI)-positive gastric cancer (GC) showed high 
DNA methylation epigenotype and highly mutated phenotype via the comprehensive DNA methylation 
analysis and target-exome sequencing analysis. The gene mutation in MSI-positive GC was found in 
RAS-related genes and TGFβ signaling pathway-related genes, whereas TP53 had no mutation. The genes
 contributing to premature senescence in a TP53-independent manner were successfully extracted by 
genome-wide screening using the shRNA library. We identified chemical compounds to exert antitumor 
effects in TP53 wild-type cancer cells. This result suggested the possibility of novel therapeutic 
strategies using wild-type TP53.

研究分野： エピジェネティクス

キーワード： エピジェネティクス　胃癌　遺伝子変異　早期細胞老化　TP53
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MSI陽性胃癌は多くの遺伝子にDNAメチル化と変異を伴っていることから、これまで機能的な意義づけが十分にな
されていなかった。本解析によりDNAメチル化と遺伝子変異による相乗効果が確認され、TP53変異とは独立した
早期細胞老化に寄与する遺伝子の同定に成功した。また、野生型TP53を有する癌細胞の解析により、TP53下流の
経路は保たれており、野生型TP53を利用した治療戦略が構築できる可能性が得られた。これは胃癌のみならず多
種多様な腫瘍にも応用可能である潜在性を有しており、今後の展開が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 胃癌は分子基盤に基づいていくつかのサブグループに分類される。その中でも DNA メチル化と遺伝

子変異が高度に蓄積した一群である DNA ミスマッチ修復機構の破綻を伴ったマイクロサテライト不安定

性(MSI)陽性胃癌に着目した。MSI 陽性胃癌は多数の遺伝子異常が蓄積しているが、特に DNA メチル

化と遺伝子変異の相互作用については不明な点が多い。また、MSI 陽性胃癌は TP53 に変異を伴うこと

が少ないが、その意義についてはよく分かっていない。 

 

２．研究の目的 

 MSI 陽性胃癌の本態解明を目的とし、MSI 陽性胃癌に共通した遺伝子異常を抽出し、特に遺伝子変

異と DNA メチル化との相互作用について検討する。具体的には RAS 誘導性早期細胞老化モデルを用

い、shRNA ライブラリーにて早期細胞老化に寄与する遺伝子の抽出とその機能解析を行う。また、また、

野生型 TP53 の意義づけと、野生型 TP53 を利用した新規治療戦略の構築を小分子化合物を用いて展

開する。 

 

３．研究の方法 

(1) 胃癌における DNA メチル化・遺伝子変異解析 

① 網羅的 DNA メチル化解析：胃癌臨床検体 39 例に対して、Infinium 450k (Illumina 社)を用い、DNA

メチル化の解析を行う。β-value を用いて 2 方向性階層的クラスター解析を行う。そこから DNA メ

チル化形質に基づいた DNA メチル化形質(epigenotype)を決定する。 

② パイロシーケンス法：epigenotype を特徴づける DNA メチル化マーカー遺伝子を抽出する。パイロ

シーケンス法のプライマーを設計し、胃癌臨床検体 48 例に対して DNA メチル化解析を行い、

epigenotype を決定する。 

③ 遺伝子変異解析：epigenotype を決定した胃癌症例に対して HaloPlex target enrichment system 

(Agilent 社)にて 113 個の癌関連遺伝子の遺伝子変異を解析する。 

(２) TP53 非依存的な RAS 誘導性早期細胞老化回避機構の解明 

① shRNA ライブラリーを用いたスクリーニング：タモキシフェンによる活性化 RAS 誘導システムを構築

した線維芽細胞(WI-39・IMR-90)を用いる。全遺伝子を標的とした shRNA ライブラリー導入下に活

性化RASを誘導し、細胞老化を回避した細胞から DNA を抽出、次世代シーケンサーによりshRNA

標的配列を決定する。抽出した遺伝子と、胃癌臨床検体のゲノム・エピゲノム解析により不活化を

受けている遺伝子を比較し、候補遺伝子を選択する。候補遺伝子の shRNA を作製し、陽性対照

shTP53、陰性対照 shNON (non-target)を置き、発現抑制による細胞老化回避時の RNA を抽出す

る。遺伝子発現を次世代シーケンサーを用いた RNA-seq にて網羅的に解析し、shTP53 と候補因

子との遺伝子発現を比較検討し、TP53 とは異なる発現様式を検証する。 

② 化合物を用いた TP53 経路の検証：TP53 非依存的な経路を証明するためには、MSI 陽性胃癌細

胞において TP53 の下流経路が保たれていることを証明する必要がある。TP53 が野生型の癌細

胞に TP53 依存的なアポトーシスを誘導する化合物を見出しており、化合物投与後の遺伝子発現

を RNA-seq により解析し、TP53 関連遺伝子の発現が変動する場合は下流経路の保存の傍証と

判断する。 

 

 



 

４．研究成果 

(1) Infinium 450k を用いた DNA メチル化の網羅的解析の結果、胃癌

は大きく 4 つの DNA メチル化形質(epigenotype)に分類されること

が示された(図 1)。際立って DNA メチル化の亢進した一群

(Extremely high-methylation epigenotype (E-HME))は例外なく

Epstein-Barr virus (EBV)感染を伴った EBV 陽性胃癌であること

が再確認された。プロモーター以外に Gene body 領域、Itergenic

領域についても同様の解析を行ったが、EBV 陽性胃癌は同様に

E-HME 形質を示した。E-HME は EBV 陽性胃癌由来の細胞株

SNU710 と xenograft である KT でも確認され、周囲間質のリンパ

球などの変化ではなく腫瘍細胞そのものによる形質であることが

示された。EBV 陽性胃癌以外で高メチル化形質を示す一群(high-methylation epigenotype (HME))

はマイクロサテライト不安定性(Microsatellite Instability (MSI))陽性胃癌と陰性胃癌とが含まれていた。

非腫瘍性胃粘膜上皮と同程度の極めて DNA メチル化の少ない一群(Extremely low-methylation 

epigenotype (E-LME))は他のサブグループと比較して予後が悪いことが示された。 

(2) 遺伝子解析の結果、MSI 陽性胃癌に高頻度に RAS の活性型変異が確認された。また、EBV 陽性

胃癌の一部にも同様に RAS 変異が認められた。一方、これら高 DNA メチル化形質を示す MSI 陽性

胃癌と EBV 陽性胃癌にに TP53 変異は確認されなかった。TP53 はアポトーシス抑制とともに早期細

胞老化誘導機構にも中心的な役割を果たしており、RAS 変異と野生型 TP53 の共存から、TP53 とは

独立した早期細胞老化回避機構が存在する可能性が示唆された。 

(3) タモキシフェンによる活性化 RAS

誘導システムを構築した線維芽細

胞 (WI-39 ・ IMR-90) に 対 し て

shRNA ライブラリー感染下での早

期細胞老化を回避した細胞から

DNA を抽出し、Miseq にて shRNA

の標的配列を同定、スクリーニング

した。結果、9 個の候補遺伝子が見出された(図 2)。陽性コントロールとして TP53・CDKN2A (p16)を

置いて、個別に WI-39・IMR-90 に対して早期細胞老化の回避を確認したところ、2 つの遺伝子が確

認された。 

(4) 早期細胞老化に関わっていると考えられる候補遺伝子に対する shRNA 作用時における遺伝子発

現を RNA-seq 法にて解析した。その結果、候補遺伝子は TP53 とは異なる遺伝子発現パターンを

呈しており、TP53 とは独立した早期細胞老化機構の存在がうかがわれた。 

(5) TP53 野生型の胃癌細胞株に対して抗腫瘍効果を発揮する化合物について検討した結果、TP53 野

生型細胞に対してはアポトーシスを誘導するのに対して、TP53 変異型細胞に対しては効果が乏し

かった。RNA-seq 法にて遺伝子発現を解析したところ、TP53 野生型細胞ではアポトーシス経路の遺

伝子発現に変化が認められる一方、TP53 変異型細胞では発現変化が乏しかった。以上の結果より、

TP53 野生型細胞における TP53 下流経路は保たれており、何らかの機序で TP53 の機能が抑制さ

れている可能性が考慮された。 

 

図 1. ゲノム・エピゲノム異常に基
づく胃癌の層別化．CIMPと遺伝子
変異の蓄積した MSI陽性胃癌． 

図 2. shRNA を用いた早期細胞老化回避実験．TGFβ の不活化が活
性化 RAS誘導性細胞老化回避に関わる． 
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