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研究成果の概要（和文）：GISTにおいてエピジェネティックに不活化されるnoncodigRNAの探索目的に遺伝子サイレン
シングの解除のためGIST-T1細胞株に５aza-dCおよび4 -PBAによる薬剤処理を行った後にnoncodingRNAの発現変化、ChI
P シークエンス解析を行った。
エピジェネティックな機序で転写抑制を受けると考えられるnoncoding RNAを抽出し、臨床検体のメチル化状態を解析
し高頻度にメチル化されるmiR-34a,miR-335を見出した。また、tumor suppressiveに働くと考えられているlncRNAのCp
G island高メチル化が予後不良と相関することが確認された。

研究成果の概要（英文）：We performed screening for detection of epigenetically silenced noncodingRNAs in 
GIST. For this purpose, GIST-T1 cells were treated by 5-aza-dc and 4-PBA. After which, expression of 
noncodingRNA and ChIP sequencing analysis were performed. We selected candidate genes which 
epigenetically silenced and found that miR-34a and miR-335 were frequently methylated in primary GIST. We 
also identified CpG island methylation of possible tumor suppressive lncRNA is associated with poor 
prognosis of GIST patients.

研究分野：消化器がん
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１．研究開始当初の背景 

GIST は消化管間葉系腫瘍の中で最も多い
腫瘍である。GIST の多くは c-kit 遺伝子の
機能獲得性変異によるカハール介在細胞の
自律増殖により生じるものと考えられてい
る。GIST は基本的に悪性ポテンシャルを有
する腫瘍と考えられており、臨床において
は腫瘍径、核分裂数、腫瘍発生部位などを
もとにリスク分類を行い、治療方針を決定
している。 
GIST の悪性度と相関する分子異常とし
ては KIT、PDGFRA の変異や CD26 の高発現な
どが報告されているが、GIST 悪性化機序の
全容は未だ明らかにされていない。我々は、
microRNA のひとつである miR-196a、および
長鎖noncoding RNAであるHOTAIRの高発現
が、高リスク群 GIST において高頻度に認め
られること、またこれらの高発現が GIST
の転移や予後不良と強く相関することを明
らかにした(Cancer Res, 2012)。また、GIST
細胞株を用いた検討では、miR-196a あるい
は HOTAIR の阻害により細胞増殖および浸
潤能が抑制されたことから、これらの
noncoding RNA の過剰発現が GIST 悪性化の
一因であると考えられた。 
 
２．研究の目的 

DNA メチル化異常に代表されるエピジェ
ネティックな変化はほぼあらゆる悪性腫瘍
に見られる現象である。我々は GIST におい
てゲノムワイドな低メチル化が高悪性度と
強く相関することを報告した(Clin Cancer 
Res, 2010)。また最近では、GIST における
CpG アイランドのメチル化をマイクロアレ
イ解析し、悪性度と相関する遺伝子メチル
化の報告もある。これらの結果は、GIST の
悪性化にメチル化異常が関与していること
を示唆しているが、GIST のエピジェネティ
クス異常に関する研究報告はいまだ数少な
い。近年、noncoding RNA 遺伝子のエピジ
ェネティックな不活化が発癌において重要
な役割を担っていることが明らかにされつ
つある。我々は消化器癌においてエピジェ
ネティックに不活化された microRNA のス
クリーニングを行い、miR-34b/c 遺伝子の
メチル化が胃癌リスクマーカーとなり得る
ことを明らかにした(Carcinogenesis, 
2010)。さらに、様々な悪性腫瘍において
microRNA 遺伝子のエピジェネティック異
常の報告が相次いでいる。GIST 悪性化にお
いてもmicroRNAや長鎖ncRNA遺伝子のエピ
ジェネティクス異常が関与している可能性
が十分に考えられるが、そのような検討は
いまだなされていない。そこで本研究にお
いては GIST においてエピジェネティック
な不活化を受けている microRNA および長
鎖 noncoding RNA を同定することで、GIST
悪性化のメカニズムを解明するとともに、
診断・治療の新たな標的分子を同定するこ
とを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１）網羅的遺伝子発現解析 
GIST 細胞株を 5-aza-dC および 4-PBA
で処理した後に total RNA を抽出する。
抽出した RNA を用いてマイクロ RNA につ
いては TaqMan アレイによって発現プロ
ファイルを網羅的に解析した。また、
lncRNA については Agilent の SurePrint 
G3 Human GE マイクロアレイによって遺
伝子発現を網羅的な解析を行う。マイク
ロアレイでは蛋白をコードする遺伝子の
他、Harvard 大学の Broad Institute が
同定した約1万種類のlncRNAの検出を行
った。 
（２）ヒストン修飾状態の解析 
 GIST 細胞株におけるヒストン修飾をク
ロマチン免疫沈降シークエンス法
(ChIP-seq)により解析する。遺伝子転写
活性化のマーカーであるトリメチル化ヒ
ストン H3K4 (H3K4me3)に対する抗体を用
いて、クロマチン免疫沈降(ChIP)を行う。
転写開始点領域の H3K4me3 は遺伝子発現
を鋭敏に反映するため、発現解析データ
と統合解析を行った。 
 
（３）データの統合解析および GIST 関連
ncRNA の同定 
遺伝子発現データおよびエピゲノムデ
ータを Gene Spring GX、IGV などを用い
て解析し、エピジェネティックにサイレ
ンシングされる miRNA・長鎖 ncRNA の同
定およびプロモーター領域の DNA メチル
化を評価する。さらに個々の遺伝子領域
の DNA メチル化を、バイサルファイトパ
イロシークエンス法で解析した。 
 
（４）臨床病理学的因子との相関 
上記で同定した遺伝子の発現およびメ
チル化を、臨床検体を対象に解析する。
腫瘍径、核分裂像、転移、再発などの臨
床病理学的因子との関連を検討し、悪性
度と相関する ncRNA 遺伝子を検討した。 

（５）機能解析 
GIST にてエピジェネティックに不活化
された ncRNA の機能解析を行う。miRNA
の mimic をトランスフェクションし、細
胞増殖に与える影響を MTT アッセイによ
り解析する。遊走能への影響を Boyden 
chamber assay にて、浸潤能に与える影
響をマトリゲル浸潤アッセイで検討した。 
 
４．研究成果 
 
A:エピジェネティックに不活化される
miRNA の解析 
（１）マイクロ RNA 発現プロファイル 
Taqman miRNA アレイを行いGIST-T1細胞
株において 5-aza-2’-deoxycytidine およ
び4-phenylbutyric acid処理により発現が
上昇（fold change > 50 ）し、推測される
転写開始点近傍の 5kb 前後に CpG island
を有するマイクロRNAとしてmiR-1、miR-9、
miR-34a、miR-34c、miR-107、miR-152、
miR-155、miR-203、miR-335、miR-375、
miR-489、miR-548b、miR-576-3p、miR-579、
miR-582-3p、miR-589、miR-615-5p、miR-616、



miR-618、miR-886-3p、miR-1226-5p を同定
した。 

 
 
これらをメチル化によりサイレンシング
されるマイクロ RNA 遺伝子の候補として解
析を行うこととし、GIST-T1 細胞において
それらの発現解析を行った。 
 

 
GIST-T1 細胞株において高メチル化して
いた miRNA については臨床検体を用いて、
そのメチル化を解析した。 

 
 
臨床検体において比較的高頻度にメチル
化されている miRNA として miR-335 および
miR-34a を抽出し、そのメチル化と臨床病
理学的所見について比較検討したが GIST
のリスク分類、転移、腫瘍系などいった因
子との統計学的に有意な相関は見られなか
った。 
 miR-335 および miR-34a の機能解析のた
め miR-34a mimic、miR-335 mimic のトラン
スフェクションしたところ GIST－T1 細胞
の増殖能は有意に抑制された。また
miR-34a は細胞の遊走能および浸潤能を有
意に抑制した。 
 

 
 
B：エピジェネティックに不活化される
lncRNA の解析 
 
miRNAと同様にGIST－T1細胞株における
網羅的遺伝子発現解析:エピジェネティッ
クな遺伝子サイレンシングの解除を目的に
GIST-T1細胞株に５aza-dCおよび4 -PBAに
よる薬剤処理を行った。抽出したRNAを用い
てAgilentの遺伝子発現アレイをにより遺
伝子発現変化を網羅的に解析したところ約
1万プローブのnoncodingRNAのうち709 
probeにおいて薬剤処理後に発現上昇が認
められた。   
統計学的処理および転写開始点近傍の
CpG islandの有無にてさらに絞り込みを行
い、58 probeをエピジェネティックな機序
で不活化されているnoncoding RNA候補と
して抽出した。 
ヒストン修飾状態の解析:薬剤処理によ
り変化する、転写活性化のマーカーとなる
ヒストンH3K4のトリメチル化の状態を解析
するために薬剤処理前後の細胞株DNAを用
いてChIP シークエンス解析を行った。シー
クエンス後にアライメント、MACS2によるピ
ーク解析を行い、約14000のdifferntial 
peakを検出した。 
遺伝子発現アレイとヒストン修飾状態の
統合解析:薬剤処理後に上昇するピークと
遺伝子発現を統合解析し、数個のエピジェ
ネティックな機序で転写抑制を受けると考
えられるnoncoding RNAを絞り込んだ。 

 
 



抽出した lncRNA の CpG island のメチル
化頻度を臨床検体（=132）を用いバイサル
ファイトパイロシークエンス法で解析し、
臨床データと相関を調べたところ高メチル
化が予後不良と相関する lncRNA を見出し
た。現在解析を継続中である。 
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