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研究成果の概要（和文）：消化器癌細胞および消化器癌幹細胞に特徴的なエピゲノムパターンを

明らかにするため、マイクロアレイおよび次世代シークエンサーを用いて大腸癌細胞における

遺伝子発現、miRNA 発現およびヒストンメチル化をゲノムワイドに解析した。また、内視鏡

切除された大腸癌臨床検体の DNA メチル化およびヒストン修飾解析を行った。得られたエピ

ゲノムデータを解析することで、大腸癌においてエピジェネティックに不活化した microRNA

遺伝子を複数同定した。今回の研究から大腸癌における大規模エピゲノムデータが得られ、そ

れらの情報を癌関連遺伝子や miRNA の同定に応用できることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to dissect the epigenome of gastrointestinal cancer, we 

analyzed the chromatin signatures and gene expression in colorectal cancer (CRC) cells. We 

carried out high-throughput ChIP-seq analysis and compared the data with gene 

expression and microRNA (miRNA) expression signatures. We also examined the DNA 

methylation and histone modifications in primary CRC tissues. Through these analyses, 

we identified a number of epigenetically silenced miRNA genes in CRCs. Our study 

provided a large set of epigenome data in CRC cells, suggesting that the data set are useful 

tools to identify cancer related genes or miRNAs.  
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１．研究開始当初の背景 

癌エピジェネティクス研究は、遺伝子プロ
モーターのCpGアイランド(CGI)メチル化発
見を契機に急速に発展したが、近年ではDNA

メチル化とヒストン修飾の密接な関係が明
らかにされつつある。現在のモデルでは、転
写が活発な領域はヒストン H3 リジン

4(H3K4)のメチル化でマークされ、転写抑制
された領域では H3K9 や H3K27 のメチル化
でマークされている。癌細胞ではさらにDNA

メチル化が加わることで、遺伝子が完全に転
写抑制された状態に固定される。 

申請者はこれまで消化器癌細胞において
メチル化により不活化された遺伝子や
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microRNA（以下 miRNA）のスクリーニン
グを行い、多数の論文発表を行ってきた。さ
らに DICER ノックアウト大腸癌細胞では一
部の遺伝子が脱メチル化していることを見
いだした。これはヒト癌細胞の DNA メチル
化に RNAi経路が関与することを示した最初
の報告である。また、近年のマイクロアレイ
技術の進歩により DNA やヒストンメチル化
をゲノムワイドに解析することが可能とな
ってきた。申請者はこれまでに ChIP-on-chip

によるヒストンメチル化解析と、methylated 

CpG Amplification (MCA) microarray 

(MCAM)法による DNA メチル化解析を統合
する事で、エピゲノム解析を効率的に行える
ことを明らかにした。 

近年、大腸癌細胞において DNA メチル化
を受ける遺伝子の多くが ES 細胞では
bivalentドメインを形成していることが明ら
かにされ、癌幹細胞の形成・維持におけるエ
ピジェネティクスの重要性がクローズアッ
プされている。癌細胞のエピゲノムを明らか
にすることは癌のエピジェネティック治療
戦略を立てる上で重要である。 

 

２．研究の目的 

次世代シークエンサーを用いて大腸癌細
胞における遺伝子発現・ヒストンメチル化・
DNA メチル化を網羅的に解析する。次に癌
幹細胞様性質を有する Side population (SP)

細胞におけるヒストンメチル化および DNA

メチル化を解析し、non-SP 細胞と比較する
ことで癌幹細胞特異的なエピゲノムパター
ンを明らかにする。また、得られた膨大なシ
ークエンスデータを有効活用するためのシ
ステム構築を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 解析対象 

 大腸癌細胞株 (HCT116)および DNMT1, 

DNMT3B ノックアウト細胞を最初の解析対
象とする。また、内視鏡的および外科的に切
除された大腸癌臨床検体を併せて解析する。 

 

(2) ヒストン修飾解析 

 アクティブな転写開始点のマーカーであ
るトリメチル化ヒストンH3K4 (H3K4me3)、
転写伸長のマーカーであるジメチル化ヒス
トン H3K79 (H3K79me2)、転写抑制のマー
カーであるトリメチル化ヒストン H3K27 

(H3K27me3)に対する抗体を用いてそれぞれ
クロマチン免疫沈降(ChIP)を行う。得られた
ChIP 産物を高速シークエンサー (ABI 

SOLiD3) で シ ー ク エ ン ス 解 析 す る
(ChIP-seq)。 

 

(3) エピゲノムと遺伝子発現の比較 

DNA およびヒストンメチル化と遺伝子発

現の相関を検討するため、ChIP-seq の結果
と、遺伝子および miRNA 発現マイクロアレ
イ結果を比較する。大腸癌細胞およびノック
アウト細胞、それらの DNA メチル化阻害剤
5-aza-dC で処理後、さらに正常大腸組織の遺
伝子発現プロファイルのデータセットをエ
ピゲノムと比較する。 

 

(4) 臨床癌検体のエピゲノム解析 

 内視鏡的に切除された大腸癌組織から、上
皮マーカーEPICAM を用いて癌細胞を分離
し、上記の方法を用いてエピゲノム解析を行
う。 

 

(5) DNA メチル化解析 

 エピゲノム解析から同定された新規癌関
連遺伝子の DNA メチル化を、メチル化特異
的 PCR (MSP) お よ び bisulfite 

pyrosequencing 法により解析する。 

 

(6) 遺伝子機能解析 

エピゲノム解析によって同定された新規
癌関連遺伝子の機能を、コロニーフォーメー
ションアッセイ、MTT アッセイにより解析
する。 

 

４．研究成果 

(1) 大腸癌細胞におけるエピゲノム解析 

 大腸癌細胞 HCT116 および DNMT1, 

DNMT3B ノックアウト細胞におけるヒスト
ン修飾(H3K4me3, H3K79me2, H3K27me3)

を解析するため、それぞれのヒストン修飾に
対する特異抗体を用いて ChIP を行った。
ChIP 産物からシークエンスライブラリを作
成し、ABI SOLiD3plus シークエンサーを用
いて解析を行った。1 検体あたり 30～40 

million タグのシークエンス情報を得た。デ
ータをヒトゲノム上にマッピングした。アク
ティブな転写開始点のマーカーである
H3K4me3のピークはHCT116細胞ゲノムで
は約 2 万 5 千箇所に、DNMT ノックアウト
細胞のゲノムでは約 5万箇所において認めら
れた。H3K4me3 ピークの増加はゲノムワイ
ドな脱メチル化により誘導されたものと考
えられた。 

 
(2) 大腸癌細胞においてエピジェネティック
に不活化された miRNA 遺伝子の同定 

 癌関連 microRNA を同定する目的で、エピ
ゲノムデータおよび microRNA 発現マイク
ロアレイデータを統合解析した。まず
H3K4me3 をマーカーとすることで 233 種類
の pre-miRNA を含む 174 種類の一次転写産
物(pri-miRNA)のプロモーター領域を予測し
た（下図）。DNA 脱メチル化前後の発現とヒ
ストン修飾を比較した結果、37 種類の
pri-miRNA（47 種類の pre-miRNA）がエピ



ジェネティックなサイレンシングを受けて
いると推測された。37 個のプロモーター領域
のうち 22 個に CpG アイランド(CGI)が存在
し、その全てが HCT116 細胞においてメチル
化していた。CGI の脱メチル化は多くの場合
H3K4me3と H3K27me3 の上昇を伴ったが、
H3K79me2 はほとんど回復しなかった。ま
た、大腸癌細胞で CGI メチル化を示す
miRNA 遺伝子は、ES 細胞において PRC2

ターゲットである傾向が見られた。 

 

図１．miRNA 遺伝子のヒストン修飾 

 

(3) 新規大腸癌関連 miRNA の解析 

臨床検体を用いた解析の結果、miR-1-1 遺
伝子の CGI が大腸癌において高頻度にメチ
ル化している事を見いだした(76%, n = 94)。
コロニーフォーメーションアッセイおよび
MTT アッセイの結果、miR-1-1 による大腸
癌細胞の増殖抑制効果が確認された。これら
の結果から、miR-1-1 は新規の大腸癌関連
miRNA であることが示唆され、腫瘍抑制遺
伝子的に機能していることが推測された。 

 

(4) 臨床検体におけるエピゲノム解析 

 内視鏡的に切除された大腸癌組織から、上
皮マーカーEPICUM を用いて癌細胞を分離
し初代培養を行った後、固定して H3K4me3

の ChIP 解析を行った。約 1×105個の細胞か
らシークエンス解析に十分な ChIP 産物が得
られることが確認された。 
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