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研究成果の概要（和文）：本研究は癌化の過程で生じるDNAメチル現象の普遍性と、その生理的・病理的意義を明らか
にすることを目的とした。初めに公共データベースと自施設のデータを統合的に解析し、各種癌で共通して高頻度にメ
チル化を認める領域を探索した。その解析結果をもとに、各種癌細胞株におけるメチル化状態を実際に検証し、癌化の
過程で普遍的にDNAメチル化を生じる候補領域を同定した。そのゲノム上の分布様式の特徴から、この普遍的な現象に
はクロマチン高次構造の変化が関与しているものと推測された。また同様の解析から、一部の癌で脱抑制のため発現亢
進を認める33遺伝子を同定し、それらの臨床的・機能的意義についての検証作業を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to ascertain the pathological and physiological 
implications of aberrant DNA methylation, which is universally observed over the course of 
carcinogenesis. We performed integrated analysis of publicly available DNA methylation data and our own 
clinical datasets. We identified regions where DNA methylations were consistently observed in various 
tumors. Genomic distribution of the regions suggests that three-dimensional chromatin structures are 
involved in this epigenomic change. Through a similar analysis, we also identified 33 genes that are 
silenced by DNA methylation in normal tissues, whereas overexpressed in a subset of cancer probably due 
to DNA de-methylation. We are currently examining the clinical and functional implications of these 
genes.

研究分野： 腫瘍生物学、分子生物学

キーワード： DNA methylation
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１．研究開始当初の背景 
	 癌エピゲノム研究の進展により、癌におけ
る DNA メチル化の病理的意義が明らかにな
ってきている。一般的には、癌におけるメチ
ル化は遺伝子変異と同様に”異常”なことで
ある、という考え方が主流である。しかし多
くの癌細胞や臨床検体の解析を行う過程で、
この定説では矛盾する知見・結果を経験して
きた。例えば、内視鏡生検検体を用いた
ChIPSeq解析の先行研究によると、大腸癌に
おいてメチル化される遺伝子のほとんどは、
正常大腸組織においても発現が低く、それら
は DNA メ チ ル 化 で は な く ヒ ス ト ン
H3K27me3 により抑制されていることが明
らかとなった。つまりこれらの遺伝子は癌で
メチル化が起こることにより発現抑制され
るのではなく、もともと正常組織でも発現し
ていない、ヒストン修飾により抑制されてい
ると考えられる。すなわち、細胞が癌化の過
程で何らかのシグナルを感知すると、もとも
と抑制されている遺伝子のプロモーターが
メチル化され、突発的な転写を更に強固に防
ぐような防御機構が働く。それが癌における
DNAメチル化の"生理的"意義である、と考え
られた。本研究では、利用可能なデータの統
合的解析と実験的な検証を行うことで、この
点をより明確にすることを試みた。 
	 DNA メチル化に関連した新しい病態の概
念が明らかとなった場合、診断分類や治療の
考え方にパラダイムシフトを起こす可能性
がある。これまで常識とされてきた「メチル
化＝癌にとって優位」という考え方から、「メ
チル化していないことの方がむしろ異常」と
いう考え方になり、メチル化を指標とした診
断や脱メチル化治療の考え方が大きく変化
すると思われる。また本研究をきっかけとし
て、癌化の過程で生じるメチル化の分子機構
解明の研究が進展すれば、新しい癌の病態メ
カニズムの解明やそれを標的とした新規治
療法の開発にもつながる可能性もある。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の最終的な目的は、癌化の過程で生
じる DNA メチル化現象の普遍性と、その生理
的・病理的意義を明らかにすることである。
そのためには、DNA メチル化現象の普遍性を
検証するための実験系の構築が必要であり、
次の 3点を達成目標とし研究を進める。①こ
れまで蓄積されているデータを本研究の仮
説に従った新しい視点で解析し直して、癌化
の過程で必ずメチル化を起こすような候補
領域を同定する。②次に適切な細胞に種々の
刺激を加え、実際にその候補領域にメチル化
が誘導されるかどうかを検証し、その誘発因
子を同定する。③これらの知見を活かしなが
ら再度臨床データを解析し、この”生理的”
メチル化誘導機構が正常に機能している癌
と破綻している癌で臨床症例を分類可能か、
分類し得た場合に臨床病理や分子病態に関
連はないか、詳細に解析する。 

 
３．研究の方法 
1)	 バイオインフォマティクスによるデータ
の解析と新規長鎖 ncRNA の同定	 
	 利用可能な公共データベースとして The	 
Cancer	 Genome	 Atlas(TCGA)、Encyclopedia	 of	 
DNA	 Elements(ENCODE) 、 NIH	 Roadmap	 
Epigenomics	 Project で公開されている
RRBS(Reduced	 Representation	 Bisulfite	 
Sequencing	 )データやメチル化アレイデータ
(Infinium	 Human	 Methylation	 450k)、ChIPSeq
データや RNASeq データをダウンロードし、
統合解析を行った。解析は主に Python と R
によるカスタムプログラムを用いて行った。	 
	 
2)	 臨床検体の収集	 
	 札幌医科大学第一内科にて大腸内視鏡検
査を施行した患者から、十分な説明と同意の
もと、生検検体を収集した。さらに必要に応
じて腺管分離法により直接上皮細胞成分の
みを分離した。	 
	 
3)	 DNA メチル化解析	 
	 臨床検体や癌細胞株から DNA を抽出し、
bisulfite 処 理 を 行 っ た 後 に 、
MSP(Methylation	 specific	 PCR)法ならびに
pyro-sequeincing 法により解析を行った。	 
	 
4)	 遺伝子発現解析	 
	 臨床検体や癌細胞株から RNA を抽出し、
cDNA を合成後、SYBR	 Select 試薬を用いて、
realtime	 PCR 法にて発現解析を行った。	 
	 
	 
４．研究成果	 
1)	 癌化の過程で必ずメチル化を起こすよう
な候補領域の同定	 
	 米国を中心とした TCGAなどの癌・ゲノム
研究に関する大型プロジェクトの著しい進
展により、ごく最近の公共データベースは驚
くほど充実している。癌の臨床検体に関する
膨大な分子プロファイルデータを、誰もが簡
単に入手できる時代が到来した。公共データ
とバイオインフォマティクスを徹底活用し、
利用可能な全ての DNA メチル化データを再
度見直してみることにより、新しい知見を得
ることを試みた。初めに現在公共データベー
スとして利用可能なゲノムワイドなメチル
化データをできる限り多く収集し、自施設に
蓄積しているメチル化データと合わせ、その
統合解析を行うためのプラットフォームの
構築を行った。特に ENCODE プロジェクトで
公開されている RRBS データや TCGA で公開さ
れているメチル化アレイデータを詳細に解
析し、各種癌で普遍的にメチル化されている
領域とそのゲノム上における分布様式を明
らかにした。それらの解析結果をもとに、各
種癌細胞株における DNA メチル化を実際に検
証した。正常組織から癌が発生し進展する過
程において、普遍的に DNA メチル化を起こす



ような候補領域を同定することができた。	 
	 
2)実験モデルの構築の試み	 
	 癌化の過程で生じるエピゲノム変化を模
倣するような細胞モデル実験系を構築する
ことを試みた。すなわち①エピゲノムが正常
に近いと思われる非癌不死化細胞に、②増殖
シグナルを上げる遺伝子の導入を行い、③あ
る 領 域 群 の DNA メ チ ル 化 の 変 化 を
Bisulfite-pyrosequencing にて確認するこ
とを試みた。種々の試みを行っているが、現
時点においては、はっきりとした知見を得ら
れておらず、検証作業を継続している。	 
	 
3)正常組織では DNA メチル化により抑制され
ており癌で高発現を示す遺伝子群の同定	 
	 自施設のエピゲノムデータ並びに公共デ
ータを用いて、新しい視点に立ち、再解析を
行った。すなわち次のストラテジーにより候
補の絞り込みを試みた。①大腸上皮細胞にお
いてポリコーム複合体	 (H3K27me3)	 によっ
て抑制されている領域、②癌で DNA メチル化
を強制的に除去した際に、K27me3	 による抑
制がかかる領域、③正常大腸上皮細胞では活
性化（H3K4me3）	 を認めない領域、④一部の
癌で活性化（H3K4me3）を認める領域。この
ストラテジーにより、正常では DNA メチル化
やヒストン修飾により抑制されているが、一
部の癌（例えば生理的メチル化機構が破綻し
ている癌など）においては脱抑制されて高発
現を認める 33 遺伝子を最終的に同定した。
商用の臨床データベース（Oncomine）の独立
したデータセットの解析により、このうちの
11 遺伝子が、癌検体で正常検体に比較して発
現が上昇しているというエビデンスが得ら
れた。これらの遺伝子の発現を多数の臨床検
体で確認し臨床病理学的特徴との関連を検
証するとともに、その機能的意義についても
癌細胞株を用いた検証実験を行っていると
ころである。	 
	 
4)臨床データの詳細な解析によるエピゲノ
ム変化の機構解明の手がかり	 
	 これまでの解析で、正常では全く DNA メチ
ル化していないが大腸癌や胃癌の背景粘膜
で高率にメチル化している領域を同定した。
そこで TCGA にある 5000 検体以上の DNA メチ
ル化データ(ゲノム上 45 万ヶ所のプローブ)
を入手し解析したところ、胃癌・大腸癌だけ
でなく食道癌、頭頚部癌、子宮頸癌等でも同
様の傾向を示した。次に全サンプルにおいて、
この領域（プローブ）と高い相関を示すプロ
ーブを全ゲノム上で検索したところ、大変興
味深いことにこれと同じ挙動（メチル化パタ
ーン）を示すプローブが、染色体 19 番上で
複数のクラスターを形成し点在しており、そ
れらのほとんどが DNA 結合ドメインを持つ
(転写因子と思われる)機能未知の蛋白をコ
ードする領域にあった。以上の結果から、あ
る種の癌や慢性炎症ではこれらの領域は普

遍的にメチル化しており、何らかの機能的連
関を持った複数の領域がおそらく同時にメ
チル化していると考えられる。このメカニズ
ムとしては、この領域が染色体上でクラスタ
ーを形成して存在することから、何らかの因
子によるクロマチン高次構造の変化による
ものが想定された。またこの領域はポリコー
ムによる K27me3 の修飾は一切見られず、こ
れまで推測されているものとは全く違った
未知の分子機構が存在するものと考えられ
た。これらに関して現在も検証作業を継続し
ている。	 
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