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研究成果の概要（和文）：メチル化合成致死の新規組み合わせの探索を行い、新規組み合わせとしてSMARCA1メ
チル化とピリミジン合成経路の阻害の組み合わせを同定した。SMARCA1がメチル化されているがん細胞に対する
ピリミジン合成経路阻害の有効性をin vitroにおいて検証し、SMARCA1メチル化がピリミジン合成経路阻害感受
性をもたらす原因であることも明らかにした。
また、合成致死の全く新しい起点となるエピゲノム異常として、エンハンサー領域のメチル化を起点とした新規
メチル化合成致死の組み合わせ候補を胃がんにおいて4個、肺がんにおいて57個同定した。

研究成果の概要（英文）：We searched for novel combinations of methylation synthetic lethality, and 
identified SMARCA1 methylation and inhibition of pyrimidine synthesis pathway.  The usefulness of 
this combination was experimentally validated in vitro.  In addition, the causal role of SMARCA1 
methylation in the sensitivity to an inhibition of pyrimidine synthesis pathway was also shown.  
In addition, as novel target epigenomic alterations other than gene silencing, we identified 
aberrant methylation of four and 57 enhancers in gastric and lung cancers, respectively, as targets 
of synthetic lethality.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： エピゲノム　合成致死　DNAメチル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、DNAメチル化異常は突然変異と同様に合成致死に活用することができることが示された。また、
SMARCA1は様々ながん種においてDNAメチル化のみならず突然変異においても不活化されているため、がん種横断
的な治療開発につながると期待される。
また、従来のプロモーターメチル化以外にもエンハンサーのメチル化も合成致死の起点となり得る可能性が明ら
かになった。このことから、今までは注目されていなかったゲノム領域の異常でも合成致死に応用できる可能性
が考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ−１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）合成致死創薬への期待と課題 

BRCA1 の変異陽性の卵巣がん・乳がんが poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) 阻害剤に高感

受性を示すことが臨床的に確認され、がん抑制遺伝子の突然変異を創薬に活用する方策として、

合成致死が一気に注目を集めた。一方で、臨床的に有用な合成致死の組み合わせは、その後ほと

んど同定されていない。合成致死の起点となる突然変異の種類が限られていることに加え、スク

リーニングで解析するがん細胞株の不足や偏り（特定の変異をもつ細胞が少ない）の問題が指摘

されている [Huang, Nat Rev Drug Discov, 19:23, 2020]。また、生体では特定の突然変異が一部の

がん細胞にしか存在しないために、生体では細胞株ほどの効果を発揮できない場合があること

も重要である。 
 

（２）DNA メチル化異常を起点とした合成致死の重要性 
がん細胞には、突然変異と比べて圧倒的に多くの DNA メチル化異常が存在する。その多くは

パッセンジャーと考えられるが、遺伝子プロモーター領域 CpG アイランドの DNA メチル化異

常は下流の遺伝子を完全に不活化する。申請者は、PARP1 阻害剤を投与した乳がん患者におい

て、BRCA1/2 遺伝子の突然変異に BRCA1 の DNA メチル化異常を重層すると予後との相関が強

くなり、特定遺伝子の DNA メチル化異常も合成致死を誘発することを示した。重要なことに、

がん組織のがん細胞全体でのDNAメチル化異常の存在を反映する高レベルの場合は相関が強く

なるが、軽度のものまで含めると相関は消失した。これらは、適切な DNA メチル化解析の重要

性を示す。 
 

（３）FAT4 メチル化とβ-catenin 合成致死の発見 
そこで、これまでに胃がん組織のがん細胞のほぼ全てで DNA メチル化されうることを見いだ

していた FAT4 遺伝子に着目した。細胞株の 18,000 遺伝子への依存性のデータベース（Project 
Achilles）を用いて、胃がん細胞株 14 個での高 DNA メチル化とノックアウトの致死性の相関が

高い遺伝子を探索、CTNNB1 (β-catenin) 遺伝子を候補として得た。そこで、FAT4 遺伝子が高メ

チル化（AGS）、中メチル化（MKN45）及び低メチル化（MKN7）の胃がん細胞株についてβ-catenin
阻害剤 PRI-724 への感受性を検討したところ、高メチル化の AGS のみが高い感受性を示した。

現在、細胞株の数を増やして有用性を確認中である。 
 

（４）DNA メチル化の更なる可能性 
DNA メチル化状態は、様々なエピゲノム状態を反映することが近年明らかになっている。例

えば、CTCF結合部位の DNA メチル化は核内高次構造変化、エンハンサーの活性化・不活化と

DNA メチル化、DNA脱メチル化による新規転写開始点の形成、非コード RNA や内在性ウイル

スの DNA メチル化による転写制御など、多くのエピゲノム変化が DNA メチル化の変化とカッ

プルしている。そして、これらエピゲノム変化のなかには特定遺伝子の抑制と合成致死となるも

のが存在する可能性が十分にある。もし同定できれば、全く新しい合成致死の起点を示すことが

可能で、その価値は高い。 
 
２．研究の目的 
ゲノム網羅的にDNAメチル化レベルと遺伝子ノックアウトによる細胞生存との相関を検索す

ることで、 
• 遺伝子サイレンシングを介した新たな DNA メチル化合成致死を着実に得る。 
• 核内高次構造変化・エンハンサー改変・新規転写物・非コード RNA・内在性ウイルス活性

化などの合成致死の全く新しい起点エピゲノム変化を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）起点 DNA メチル化と標的遺伝子の同定 
既に、50 個の胃がん手術検体及び 14 個の胃がん細胞株について、ゲノム内 482,421 個の CpG

部位の DNA メチル化状態を DNA メチル化アレイにより、がん関連遺伝子 55 個の突然変異を次

世代シークエンスにより解析した。胃がん手術検体で低メチル化から高メチル化までの分布を

示す CpG 部位を選別、これら CpG 部位の胃がん細胞株での DNA メチル化レベルと 18,000 遺伝

子のノックアウトによる細胞の生存率（データベース Project Achilles を用いる）との相関係数を

求める。これまでに、自動的に相関係数を求める R でのスクリプトを完成した。既に、エネルギ

ー代謝酵素（遺伝子 X）、E3 リガーゼ（遺伝子 Y）など、有望な標的遺伝子の候補が多数得られ



ている。さらにより有望なものを得るため、標的遺伝子の選別基準（相関係数、生存や致死への

影響の程度等）の最適化を行う。 
 

（２）遺伝子サイレンシングを介するメチル化合成致死の標的遺伝子の探索 
特定遺伝子のサイレンシングを介して合成致死となるメチル化を同定するために、プロモー

ター領域 CpG アイランドについて、以下の条件を満たすものをスクリーニングする。i) 50 個の

胃がん手術検体のうち一定割合（例えば 10%以上）でメチル化が存在する、ii) メチル化されて

いる場合、がん細胞の含有率に近い割合でメチル化されている、iii) 胃で使用されるプロモータ

ーに重なる CpG アイランドである、iv) 非メチル化の場合には一定量の発現が認められる（パッ

センジャーメチル化を除外）。これらの基準を調節することにより、起点となる DNA メチル化

異常を 100-200 個程度同定する。胃がん組織中のがん細胞含有率は、これまでに確立した DNA
メチル化マーカーにより測定できる。 

 
（３）遺伝子サイレンシングと標的遺伝子の合成致死の確認 
同定した起点サイレンシング遺伝子がメチル化された胃がん細胞株とされていない胃がん細

胞株を用いて、候補標的遺伝子の阻害を行い、合成致死の確認を行う。候補標的遺伝子に阻害剤

が既に存在する場合は阻害剤を入手、使用する。存在しない場合には、siRNA による一過性ノッ

クダウン、または、レンチウイルス shRNA の導入による安定ノックダウンを行い、起点遺伝子

がメチル化された細胞株では標的遺伝子ノックダウンへの感受性が高いか否かを検討する。 
メチル化合成致死の可能性が認められた場合、起点遺伝子・標的遺伝子とも正常な胃がん細胞

株を用いて起点遺伝子を CRISPR/Cas9 システムによりノックアウトする。起点遺伝子のノック

アウトクローンと非ノックアウトの対照クローンを用いて、標的遺伝子ノックダウンの効果が

異なることで、最終的に合成致死の確認ができる。 
 

（４）阻害剤スクリーニング及び奏効性マーカー開発 
未だ臨床開発がなされていない標的遺伝子については、i) その軽度阻害による全身での毒性

がないことを KO マウス等のデータから検討、ii) 酵素や膜タンパクなど創薬標的に適する遺伝

子かを検討する。創薬に適するものが同定された場合、その阻害剤のスクリーニング系を構築す

る。 
臨床開発中の阻害剤が存在する標的遺伝子で合成致死が確認できた場合、その阻害剤による

治療に起点遺伝子のメチル化は奏効性予測マーカーとして有用である可能性が高い。そこで、メ

チル化状態が異なる移植腫瘍を用いて奏効性との関連を確認する。 
 

（５）遺伝子サイレンシングとは異なる機序でのメチル化合成致死の解明 
プロモーター領域 CpG アイランド以外の DNA メチル化は、基本的には遺伝子サイレンシン

グには影響しない。それにも関わらず特定 CpG 部位のメチル化状態と標的遺伝子ノックアウト

時の細胞生存率の低下が相関する場合、何らかの新規メカニズムの存在が示唆される。これまで、

染色体 22q13 の特定 CpG 部位のメチル化は、ある転写因子（Gene Z）の抑制による生存率低下

と強く相関すること、この CpG 部位近辺は広汎に強く H3K27 アセチル化され、スーパーエンハ

ンサーである可能性が高いことを認めた。この CpG 部位同様にそのメチル化レベルが細胞生存

率と強く負または正に相関する有望な候補を複数認めている。 
候補について、偽陽性を除外するために、大腸がん・食道がんなど他のがん種においても同一

部位のメチル化が同じ効果をもたらすものを自ら及び Cancer Cell Line Encyclopedia のデータを

用いて選別する。検証された DNA メチル化については、転写因子の結合モチーフ（核内高次構

造変化）、エンハンサー特異的なヒストン修飾（エンハンサー改変）、RNA-seq データ（新規転写

物、非コード RNA への影響）、細胞内免疫応答（内在性ウイルス活性化）等との関連から、関与

するエピゲノム変化を推測する。必要な 3C 解析、H3K4me1 及び H3K27ac の ChIP-seq 解析、

RNA-seq等は既に実施経験を有する[Nakamura, Cancer Lett, 402:100, 2017; Takeshima, Clin Epigenet, 
12:142, 2020; Yasukawa, Carcinogenesis, 42:180, 2021]。最終的には、起点と推測されるエピゲノム

変化をゲノム編集・エピゲノム編集により誘発・抑制し、標的遺伝子のノックダウン・ノックア

ウトとの合成致死を確認する。エピゲノム編集に関しても CDH1 遺伝子について実施経験を有

する[Kunii, CRISPR J, 1:337, 2018]。 
 
４．研究成果 

1年目は、メチル化合成致死の起点 DNA メチル化と標的遺伝子の選別基準（相関係数、生存

や致死への影響の程度等）の最適化を行い、メチル化合成致 死の新規組み合わせの探索を行っ

た。プロモーターCpG アイランドを持つ 8,101 遺伝子から、i) 50 症例の胃がん手術検体のうち

20%以上でメチル化が認められ、ii) 検体に含まれるほとんどのがん細胞にメチル化が存在（が



ん細胞含有率補正後のメチル化レベルが 90%以上）し、iii) 正常な胃で発現が認められるものと

して、137 遺伝子を単離した。これらのうちメチル化されている細胞株では発現が全く認められ

ず、非メチル化の細胞株では発現が認められるものとして 10 遺伝子を同定 した。これらの候補

遺伝子に対して、メチル化されている場合に特異的に致死性を発揮する標的遺伝子の探索を

depmap (the Cancer Dependency Map) データベースを用いて行った。その結果、起点遺伝子

PRKACB と標的遺伝子 CDK6 の組み合わせを同定した。同様に、大腸がんにおいても探索を行

ない、起点遺伝子 FERMT2 と標 的遺伝子 FERMT1 の組み合わせを同定した。 
2 年目は、メチル化合成致死の新規組み合わせとして SMARCA1 メチル化とピリミジン合成

経路の阻害の組み合わせを同定した。この組み合わせの有用性 を実験的に検証するために、

SMARCA1 がメチル化されている細胞株（44As3、AGS、GC2、KatoIII、RKO）、及び、メチル化

されていない細胞株（MKN7、MKN45、N87、TMK1、HT29、T84）をピリミジン合成経路阻害

剤 BAY 2402234 で処理した。その結果、メチル化細胞株においては増殖抑制が認められたにに

対して、非メチル 化細胞株では認められなかった。このことから、SMARCA1 がメチル化され

ているがん細胞はピリミジン合成経路の阻害に対して高感受性であることが示された。また、遺

伝子サイレンシングとは異なる機序でのメチル化合成致死を解明するために、エンハンサー領

域のメチル化を起点とした新規メチル化合成致死の組み 合わせ候補を探索した。その結果、胃

がんにおいて 4 個、肺がんにおいて 57 個の組み合わせを同定した。 
3 年目は、メチル化合成致死の新規組み合わせとしてこれまでに同定していた SMARCA1 メ

チル化とピリミジン合成経路の阻害の組み合わせについて、SMARCA1 メチル化がピリミジン

合成経路阻害感受性をもたらす原因であるかどうかを解析した。SMARCA1 がメチル化されて

いる細胞株である RKO において外来性の SMARCA1 を高発現させピリミジン合成経路阻害剤

で処理した。その結果、SMARCA1 を高発現することでピリミジン合成経路阻害剤に対する感受

性が低下することが分かった。一方で、SMARCA1 を発現している細胞株である MKN45 におい

て SMARCA1 をノックアウトすることにより、ピリミジン合成経路阻害剤に対する感受性が増

加することが分かった。以上のことから、SMARCA1 メチル化がピリミジン合成経路阻害感受性

をもたらす原因であることが示された。現在、本組み合わせの有効性を調べるために in vivo実
験を進めている。 
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