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研究成果の概要（和文）：　癌細胞が抗癌剤に抵抗性を示す現象には、様々なメカニズムが関与している。今
回、遺伝子の機能発現を変化させるエピジェネティクス現象に着目し、これらの現象と癌細胞の抗癌剤抵抗性
（耐性）との関連性を検討した。その結果、遺伝子全体に生じるエピジェネティクス現象は、モデル癌細胞とそ
の耐性細胞で相違しなかった。しかし、これらの現象に関連する遺伝子の発現プロファイルは、細胞間で異なっ
ていた。また、エピジェネティクス現象をリセットできる薬物の処置により、抗癌剤感受性はいずれの細胞にお
いても増強した。従って、抗癌剤耐性とエピジェネティクス現象の関連性は十分解明できなかったが、新たな耐
性克服法の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：  The various types of mechanism are participated in the phenomena which 
shows the resistance to anticancer drugs in cancer cells.  Herein, from the viewpoints of 
epigenetics causing the change in the gene function, the relation with the drug resistance and 
epigenetics were examined.  As results, the differences in the global DNA methylation were not found
 in HeLa and its resistant cells.  However, the expressions of mRNA involving in the epigenetics 
were different among the cells.  Treatment with drugs having the activity of demethylation increased
 sensitivity to cisplatin in either cells.  Consequently, the novel possibility of reversal of 
resistance may be demonstrated, although the relation with the drug resistance and epigenetics has 
not reached the sufficient evidence.

研究分野： 医療薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
 
 “薬剤の有効性や副作用の発現は、個人の
遺伝的特徴に関係する”。このように、ゲノ
ム情報に基づいて患者個々の遺伝的特徴を
把握し、個々に最適な薬物治療法の確立を目
指すファーマコジェノミクス研究が世界中
で幅広く展開され、薬物療法に大きなインパ
クトを与え続けている。 
このような個人差の実体は、ゲノム塩基配

列の違い(ジェネティック変異)、特に、塩基
配列の１つの塩基のみが異なる一塩基多型
に起因していると考えられている。 
しかしながら、2003 年のヒトゲノム解読

宣言後、遺伝子の概数が明らかになりつつあ
る一方で、高等生物の複雑さが、遺伝子の数
のみでは説明できないことも明らかとなっ
ている。 
そこで、ゲノム塩基配列以外にも個人差と

して遺伝的に伝達されるエピジェネティク
スが注目されている。 
エピジェネティクスの実体は、DNA その

ものに対するメチル化化学修飾及び DNA を
巻きつけてクロマチン構造を作るヒストン
タンパクに対するアセチル化化学修飾であ
る。エピジェネティクスは、DNA の塩基配
列の変化なしに、遺伝的しかも可逆的に遺伝
子機能の発現を変化させる現象である。 

すなわち、遺伝子機能の発現に影響するエ
ピジェネティクス変異が、抗癌剤耐性のメカ
ニズムにも影響を及ぼす可能性は十分に想
定される。また、耐性細胞におけるエピジェ
ネティクス変異が、新たな耐性克服のアプロ
ーチになる可能性も考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 癌細胞の抗癌剤に対する耐性獲得機構と
して、様々な分子（蛋白）の変異、あるいは
発現・活性の変動が既に明らかにされている。 
しかしながら、癌細胞が抗癌剤に対する耐

性を獲得するメカニズムに関して、エピジェ
ネティックな観点から解析した研究は、ほと
んど実施されていないのが現状である。 
本研究では、癌細胞の抗癌剤に対する耐性

獲得とエピジェネティック変異との関連性
を解析し、さらに抗癌剤耐性の克服に向けた
新たなアプローチ法について検討する。具体
的には、以下の 3点を目的とする。 
 

（１）抗癌剤耐性を獲得した癌細胞（耐性変
異株）とその親株細胞を用いて、ゲノムワイ
ドのメチル化異常を比較解析する。 
 
（２）既知の耐性遺伝子の発現に及ぼすエピ
ジェネティック変異の影響を評価する。 
 
（３）エピジェネティック変異のリセットに
よる耐性克服法の可能性を評価する。 
 

３．研究の方法 
 
 実験には、モデル癌細胞として HeLa 細胞
を選択し、HeLa 細胞をシスプラチン、パクリ
タキセル及び SN-38（イリノテカン活性代謝
物）で長期曝露することにより樹立した耐性
変異株を用いた。 
 これら細胞におけるゲノムワイドのメチ
ル 化 度 は 、 MethylampTM Global DNA 
Methylation kit (Epigentek)を用いて測定
した。また、エピジェネティクス関連遺伝子
の発現は、マイクロアレイ解析及びリアルタ
イム RT-PCR 法により解析した。 
 メチル基を S-アデノシン-L-メチオニンか
らシトシンの 5 位に転移させ、CpG アイラン
ドのメチル化を引き起こすDNAメチルトラン
スフェラーゼ（DNMT）の活性は、EpiQuick DNMT 
Activity/Inhibition Assay Ultra kit によ
り測定した。 
 脱メチル化作用を有する 5-アザシチジン
（5-AZA）処置が、これら細胞の抗癌剤感受
性に及ぼす影響を WST-1 法により評価した。 
 
４．研究成果 
 
 各細胞における抗癌剤感受性は、既報告と
同様、そのプロファイルは細胞間で異なって
いた。しかしながら、ゲノムワイドのメチル
化度は、HeLa 及びその耐性変異株において、
有意な相違を認めなかった(Fig. 1)。これは、
ゲノム全体のメチル化異常ではなく、各遺伝
子レベルでのメチル化異常を検討する必要
性を示唆している。 

 
 そこで、メチル化された DNA に対して脱メ
チ ル 化 作 用 を 示 す TET(ten-eleven 
translocation)に着目し、各細胞の TET ファ
ミリーの mRNA 発現を検討した。その結果、
顕著ではなかったものの、TET ファミリーの
発現は細胞間で相違することが示された
(Fig. 2)。また、エピジェネティクス関連遺
伝子として、DNA(cytosine-5-)-methyl 
Transferase (DNMT) 、 methyl-CpG binding 
domain protein (MBD) 、 お よ び histone 
deacetylase(HDAC)の mRNA発現を検討した結
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Fig. 1.  The global DNA methylation in HeLa and 
its resistant cells. 



果、各遺伝子のサブファミリーの発現が、
HeLa 及び耐性変異株において相違するもの
が観察された。従って、抗癌剤に対する耐性
化にエピジェネティクス関連遺伝子の発現
変動が関与する可能性が考えられた。 

 
これらエピジェネティクス関連遺伝子の

うち、DNA のメチル化反応に関与する DNMT に
着目し、各細胞における DNMT 活性を測定し
た。その結果、DNMT 活性も細胞間で相違し、
これらの活性とシスプラチンの 50%増殖阻害
濃度（IC50 値）には負の関連傾向が認められ
た（Fig. 3）。DNMT 活性の低下と CDDP 低感受
性との関連性が示唆されたものの、その詳細
なメカニズムは不明である。 

 
 一方、脱メチル化作用を有する 5-アザシチ
ジン(5-AZA)で各細胞を処置することにより、
CDDP に対する感受性がすべての細胞におい
て回復した(Table 1)。これは、5-AZA による
脱メチル化、すなわちエピジェネティクスの
リセットが、CDDP 感受性を増強させることを
示唆している。従って、エピジェネティクス
のリセットが、抗癌剤耐性の克服につながる
新たなターゲットと考えられた。しかしなが
ら、DNMT 活性と CDDP 感受性との関連性(Fig. 
3)の結果は、5-AZA 処置による感受性の回復

結果と相反していると考えられる。これは、
相反作用を有する DNMT 活性と TET3 発現が、
本研究において正の関連傾向を示した結果
も得られたことから、DNMT 活性のみに着目し
たことが要因と推察され、エピジェネティク
ス関連分子を網羅的に解析することが必要
と考えられた。 
 

 IC50 value for CDDP (µM) 

Cell HeLa HeLa/TXL HeLa/CDDP HeLa/SN100 

Control 0.84 ± 0.29 0.87 ± 0.33 3.47 ± 4.18 1.67 ± 0.97 

+ 0.1 µM 5AZA 0.60 ± 0.19 0.67 ± 0.27 2.49 ± 1.50 1.07 ± 0.53 

+ 1 µM 5AZA 0.40 ± 0.13 0.44 ± 0.19 1.20 ± 0.50 0.35 ± 0.13 

 
 以上の研究成果から、HeLa 及びその耐性変
異株において、ゲノム全体におけるメチル化
は、いずれの細胞においても同等であったこ
とから、抗癌剤に対する耐性化にはゲノム全
体としてのメチル化異常は生じていないと
考えられた。しかしながら、メチル化または
脱メチル化に関与するエピジェネティクス
関連遺伝子の発現が、各細胞において相違し
た。これは個々の遺伝子のメチル化変異は生
じている可能性を示唆しており、今後、これ
らの解明が必要であると考えている。 
 また、脱メチル化作用を有する 5-AZA で各
細胞を処置することにより、CDDP 感受性がい
ずれの細胞においても増強したことから、脱
メチル化、すなわちエピジェネティクスのリ
セットが抗癌剤感受性に影響を及ぼすこと
が示された。従って、抗癌剤に対する耐性が、
エピジェネティクスリセットを利用して克
服できる可能性が考えらえた。 
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Fig. 2.  The mRNA expression of TET family in 
HeLa and its resistant cells. 
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Fig. 3.  Relationship of DNMT activity and CDDP 
sensitivity in HeLa and its resistant cells. 

Table 1.  Effects of 5-AZA on the IC50 values for 
CDDP in HeLa and its resistant cells 
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