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研究成果の概要（和文）：INK4/ARF遺伝子座の3つの抑制遺伝子(p15/ARF/p16)は癌化において重要な因子あり、本研究
ではINK4/ARF遺伝子座の高次エピゲノムの解析と口腔扁平上皮癌の病態と関連するエピジェネティクス・プロファイル
に基づいた新たな診断法を確立することを目的とし、エピゲノムの解析を行った。3Cアッセイにより、口腔扁平上皮癌
細胞株ではINK4/ARF遺伝子座のクロマチン高次構造がダイナミックに変化してることが分かった。また、DNAメチル化
解析からはMGMT、TFAP2EのDNAメチル化は術前治療の治療効果との相関が見られ、OSCCの薬剤感受性を予測するマーカ
ーとなり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Three critical tumor suppressors (p15/ARF /p16) encoded by the INK4/ARF locus are 
key regulators of tumorigenesis. In this study, to elucidate a higher-ordered epigenetic regulation of the
 locus in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and to develop novel diagnostic methods based on epigenetic 
profile, we investigated the relevance between clinical effect and epigenetic alterations inOSCC. Chromoso
me conformation capture assay revealed that higher-order chromatin structure of the INK4/ARF locus dynamic
ally changed in OSCC cell line. DNA methylation analysis demonstrated that hypermethylation of MGMT and TF
AP2E genes were associated with pathological response to 5-FU-based chemoradiotherapy. These results sugge
st that methylation status of these genes may provide the prediction of drug sensitivity in OSCC.
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１．研究開始当初の背景 
口腔癌は頭頚部癌の約 60％を占める疾患で
あり、その 90％以上を OSCC が占めている。
近年、頭頚部癌の診断法の向上および治療法
の選択肢が広がっているにも関わらず、その
5年生存率は過去30年間ほとんど変化してい
ない（Forastiere et al. New Engl. J. Med. 
2003）。その原因としては、再発・転移の非
制御症例や治療抵抗性の症例といった難治
性の癌の問題が挙げられる。よって再発・転
移のリスクアセスメントおよび治療反応性
の予測は予後を向上させる重要な因子とな
り得ると考えられる。その診断法のひとつと
してのエピジェネティクス異常の検出は新
たな診断マーカーとして期待されている
(Laird et al. Nat. Rev. Cancer 2003)。 
 エピジェネティクスの機構は DNA のメチ
ル化、ヒストンのアセチル化・メチル化等の
翻訳後修飾、DNA とタンパク質の複合体であ
るクロマチンで成り立っており、このように
修飾されたゲノムはエピゲノムと呼ばれて
いる(Wolffe et al. Science 1999)。近年で
は、DNA メチル化やヒストン修飾などの 1 次
構造体のエピゲノムに加え、3 次元的なクロ
マチンループ構造による高次元のエピゲノ
ム機構を介した遺伝子発現制御のメカニズ
ムが解明されてきており、これらのエピゲノ
ムが総合して、癌化や老化といった生命現象
に関与していると考えられている(Gondor et 
al. Nature 2009)。 
 ヒト 9 番染色体上に位置するINK4/ARF 遺
伝子座は 3 つの癌抑制遺伝子（p15/ARF/p16）
をコードし、癌化、老化、幹細胞の維持など
の多くの生命現象に関与している(Gil et al. 
Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2006)。INK4/ARF
遺伝子座は様々な癌でDNAメチル化によるサ
イレンシングの報告がある。特に大腸癌では
DNA メチル化が高度に蓄積した CpG island 
methylator phenotype:CIMP がマーカーのひ
とつとして解析が進められており、CIMP 症例
は特異的な臨床像を示すことも分かってき
ている（Toyota et al. PNAS 1999）。しかし
ながら、OSCC ではこのような CIMP の報告は
少なく、その臨床病理学的背景との関連性は
解析されていない。さらに INK4/ARF 遺伝子
座はOSCCを含む様々な癌でエピジェネテｨッ
クな制御を受けているが、より高次のエピジ
ェネテｨック制御機構についてはほとんど分
かっていない。 
 研究代表者は過去に INK4/ARF 遺伝子座の
高次エピジェネテｨック制御機構について体
細胞（線維芽細胞）とリプログラム細胞（セ
ネッセンス細胞、iPS 細胞）を用いてクロマ
チン構造変換の観点から CCCTC-binding 
factor(CTCF) に 着 目 し 、 Chromosome 
conformation capture(3C)アッセイ等を用い
た解析を進め、論文報告を行った（Hirosue et 
al. Aging Cell 2012）。CTCF は 11 個の
zinc-finger モチーフを持つタンパク質であ
り、転写調節、クロマチン境界形成、クロマ

チンループ形成などの多様な役割が判明し
てきており、高次クロマチン形成を制御する
重要な因子である。OSCC においても過去に報
告した INK4/ARF 遺伝子座での 3 カ所の CTCF
集積部位（IC部位）での結合性の変化が起こ
っていることや INK4/ARF 遺伝子座の高次ク
ロマチン構造がダイナミックに変化してい
ることが予想される。INK4/ARF 遺伝子座の高
次エピゲノムの特性は細胞の個性を特徴づ
けるため、OSCC においてもその特徴を解明す
ることで、OSCC の病態に基づく新たな診断法
のひとつとしての応用が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では OSCC における INK4/ARF 遺伝子座
の高次エピゲノムの特性や OSCC に特異的な
DNA メチル化状態を解明し、OSCC の病態に関
連するエピジェネティクス・プロファイルに
基づいた新たな診断・治療法を確立すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)OSCC 細胞株における INK4/ARF 遺伝子座
の高次エピゲノムの解析 
(a) OSCC における INK4/ARF 遺伝子座の 3 つ
の遺伝子(p15、ARF、p16)と CTCF の発現 
OSCC 細胞株（SAS,Ca9-22）および非悪性上皮
細胞（HaCaT 細胞）より mRNA を抽出し、定量
的 RT-PCR にて p15、ARF、p16、CTCF の発現
変化について解析した。 
(b）OSCC における INK4/ARF 遺伝子座での
CTCF 結合量の変化 
OSCC 細胞株（SAS, Ca9-22）を用いてクロマ
チン免疫沈降-定量的 PCR（ChIP-qPCR）法に
て IC部位での CTCF 結合量の変化を解析した。 
(C)OSCCにおけるINK4/ARF遺伝子座における
DNA メチル化状態の解析 
OSCC 細胞株より DNA を抽出し、バイサルファ
イト処理を行った後に INK4/ARF 遺伝子プロ
モーターでの DNA メチル化状態を定量的
methylation specific PCR (MSP) 法にて解
析した。また、当所属分野では 5FU-耐性の口
腔扁平上皮癌株 （SAS/FR2）（Nagata et al. 
Br. J. Cancer 2011）を樹立しており、同細
胞株を用いて同様の実験を行った。 
(d)OSCCにおけるINK4/ARF遺伝子座の高次ク
ロマチン構造の解析 
OSCC 細胞株(SAS)および線維芽細胞（IMR90
細胞）を用いて、Chromosome conformation 
capture(3C)アッセイ(Dekker et al. Science 
2002)を行い、INK4/ARF 遺伝子領域における
高次クロマチン構造を解析した。3C アッセイ
後のサンプルの検出には定量的 PCR を用い、
クロマチンの相互作用の程度を定量解析し、
各細胞株ごとに比較を行った。 
 
(2)OSCC における INK4/ARF 遺伝子座のエピ
ジェネテｨクス・ プロファイルとその臨床的
意義の解析 
OSCC 組織の解析として研究代表者の所属分



野である熊本大学大学院歯科口腔外科学分
野に保管している臨床検体のうち、治療前の
生検時のサンプルを用いた。 
 
・OSCC 組織 における INK4/ARF 遺伝子座およ
び他の遺伝子領域の DNA メチル化解析 
OSCC 組織より DNA を抽出し、バイサルファイ
ト処理を行った後、ｐ16 のプロモーター領域
におけるDNAメチル化状態をバイサルファイ
トシークエンス法もしくは定量的MSP法にて
解析した。併せて癌抑制遺伝子である
Death-associated protein kinase1:DAPK1、 
DNA修復酵素である O-6-methylguanine-DNA   
methyltransferase：MGMT、5-FU の抗癌剤耐
性との関与が報告されているTranscription 
factor AP-2, epsilon（TFAP2E）のプロモ
ーター領域の DNA メチル化についても解析
を行った。 
DNA メチル化結果と臨床病理学的特徴とを比
較し、その臨床学的意義を解析した。臨床病
理学的特徴としては、TNM 分類、Stage 分類、
浸潤様式、再発・後発転移の有無、生存、術
前治療の治療効果（抗癌剤、放射線感受性）
等の項目について検討を行った。 
 
(3)脱メチル化剤による抗癌剤感受性の変化 
5-FU 耐性 OSCC 細胞株(SAS/FR2、Ca9-22/FR2)
を 用 い て 、 脱 メ チ ル 化 剤 で あ る
5-aza-deoxycytidine(5-aza-dC)の処理の有
無における 5-FU の薬剤感受性について、薬
剤感受性試験を行った。  
 
４．研究成果 
（1）OSCC 細胞株における INK4/ARF 遺伝子座
の発現および CTCF の発現変化 
OSCC 細胞株（SAS、Ca9-22）にて CTCF およ
びINK4/ARF遺伝子座の3つの遺伝子（p15、
ARF、p16）の発現変化を定量的 RT-PCR 法に
て調べた。OSCC 細胞株では非悪性上皮細胞
（HaCaT 細胞）と比較して、CTCF の発現はや
や上昇を認めた。一方、p15、ARF、p16 の
発現変化においては、ARF は HaCaT 細胞と
比較し、発現がやや上昇していたが、p15、
p16 に関しては著明な発現抑制を認めてい
た。 
 
(2) OSCC 細胞株における INK4/ARF 遺伝子座
の CTCF 結合の変化 
次に OSCC 細胞株（SAS、Ca9-22）にて過去
に報告した INK4/ARF 遺伝子座での 3 カ所の
CTCF 集積部位（IC 部位）での結合性の変化
を調べるために、クロマチン免疫沈降-定量
的 PCR 法（ChIP-qPCR）を行った。その結果、
SAS 細胞、Ca9-22 細胞とも、IC1、IC2 に関
しては CTCF の結合が保たれていたが、IC3
では著明な結合量の低下を認めた。 
 
(3）OSCC 細胞株における p16 プロモーター領
域の DNA メチル化の解析 
OSCC 細胞株（SAS、Ca9-22）、5-FU 耐性 OSCC

株（SAS/FR2、Ca9-22/FR2）を用いて p16 プ
ロモーター領域でのDNAメチル化状態の解析
を定量的 MSP 法にて行った。その結果、p16
プロモーター領域では SAS 細胞、Ca9-22 細胞
とも高度なDNAメチル化を認めた。また、5-FU
耐性 OSCC 細胞株においても同様に、高メチ
ル化状態であった。 
 
(4)OSCC 細胞株における INK4/ARF 遺伝子座  
の高次クロマチン構造の変化 
OSCC 細胞株における INK4/ARF 遺伝子座の高
次クロマチン構造を調べるために、SAS 細胞
を用いて3Cアッセイを行った。比較として、
IMR90 細胞（線維芽細胞）も同時に解析した。
3 つのリファレンス（IC1、IC2、IC3）、それ
ぞれで相互作用を検出したところ、IMR90 細
胞においては 3 カ所の IC 部位と p16 プロモ
ーター領域が近接した構造を呈していた。し
かし、SAS 細胞において同様な解析を行った
ところ、IC1/p15 と IC3、IC1/p15 と p16 領域
の相互作用はIMR90細胞と比較して低下して
いた。SAS 細胞においては IC3 の CTCF 結合量
の著明な低下が認められていたため、その結
果がクロマチンの相互作用に関係している
と考えられた。また、p16 のプロモーター領
域ではDNAの高メチル化が認められていたた
め、IC 部位と同様に相互作用の低下に関与し
ていると考えられた。これらの結果より、
OSCC 細胞ではクロマチンループ構造がダイ
ナミックに変化している可能性が示唆され
た。 
 
(5)OSCC 組織における DNA メチル化の変化 
治療前の生検時のサンプルから抽出した DNA
をバイサルファイト処置し、定量的 MSP 法に
て DNA メチル化状態の解析を行った。対象と
した遺伝子は p16 に加え、癌抑制遺伝子の
DAPK1、DNA 修復酵素の MGMT 5-FU の抗癌剤
耐性と関連が報告されている TFAP2E の遺伝
子を同時に解析した。正常組織と比較し、p16、
MGMT、DAPK1、TFAP2E のプロモーター領域と
も癌組織においては有意にDNAメチル化が高
くなっていた。 
 
(6)DNA メチル化の変化と臨床病理学的特徴
との関連 
上記 4 つの遺伝子を対象として、当科にて
5-FUの経口抗癌剤であるS-1を併用した術前
の化学放射線療法を施行した患者 50 例につ
いて、DNA メチル化状態と臨床病理学的特徴
（TNM 分類、Stage 分類、浸潤様式、再発・
後発転移の有無、生存、術前治療の治療効果）
との関連性について解析を行った。その結果、
術前治療の治療効果とDNAメチル化との比較
において、p16 遺伝子に関しては有意な関連
は認めなかったが、MGMT 遺伝子の高メチル化
症例においては、有意に術前治療の治療効果
が乏しかった。また、DAPK1、TFAP2E の高 DNA
メチル化症例においても治療効果が乏しく
なる傾向が得られた。また、5 年生存率にお



ける解析から、MGMT、TFAP2E とも高メチル化
されている症例では生存率が低くなる傾向
も得られた。 
 
(7)脱メチル化剤による 5-FU 耐性の緩和 
脱メチル化剤である 5-aza-dC を 5-FU 耐性細
胞株（SAS/FR2）へ投与したところ、Cell 
proliferation assay においては濃度依存的
に細胞の増殖が抑制された。また薬剤感受性
試験を施行したところ、5-FU 耐性 OSCC 株は 
5-aza-dc により、その耐性度が低くなり、薬
剤感受性が改善を認めた。 
 
今回の研究結果より、OSCC においても
INK4/ARF 遺伝子座での 3 カ所の CTCF 集積部
位（IC 部位）のうち、IC3 にて結合性の変化
が起こり、さらに p16 プロモーター領域では
高度に DNA メチル化されており、INK4/ARF 遺
伝子座の高次クロマチン構造がダイナミッ
クに変化していた。INK4/ARF 遺伝子座の高次
エピゲノムの特性は細胞の個性を特徴づけ
るため、今後 OSCC の病態に基づく高次クロ
マチン構造の変化についてもさらなる解析
を行い、高次エピゲノムの特性から OSCC の
病態を解明していきたいと考えている。また、
臨床検体を用いた DNA メチル化解析により
MGMT、TFAP2E の DNA メチル化は術前治療の治
療効果との相関が見られ、OSCC の薬剤感受性
を予測するマーカーとなり得る可能性が示
唆された。さらに、ヒストン修飾状態や他の
遺伝子の DNA メチル化解析、高次エピゲノム
の解析を加え、OSCC の総合的なエピジェネテ
ｨクス・ プロファイルを確立し、エピジェネ
ティクス・プロファイルに基づく新たな診断
法の確立を目指していきたいと考えている。 
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