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診断(と治療?)への応用
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Abstract
i

Èpigenetics'isanoldschoolofbiology;evenoまderthan genetics'.Inthistwodecadesepi-

geneticshasbecomepopularalongwiththedevelopmentofanalysistechnologies.Todayepige-

neticalgeneregulationisclass泊edinthree,namely,DNAmethylation,histoneacetylation,and

miRNA.

Theauthordevelopednon-isotop呈ceytosineextensionassaytomeasurewholegenomemethy-

1ation.Throtlghbisul免tePCRandseqlまenCe,promotermethylat豆onofCDHlandseveralgenes

weredemonstratedinskincancers.Theau払ordevelopedmethylationdetection-insitu

hyblうdizationtovisuali7JeDNAmethylationil一situ.ColllbinedwithmRNAinsittlhyblうdizationand

proteinilllmunOdeteetjon,DNAmethylatiol1-mRNA/proteinsuppressionaxiswasclearlydemon-

stl･ated.

TllenPharn1aL101ogi｡altreatmentonplimaryculttlreOfskintllmOrWasSuCeeSSfullycalTiedout､

andmethylation-stippreSSedgenewasre-expressedinsitu.

Epigeneticscanbeappliedforelinicaldignosticsanytime;forthetherapetlt呈cuseofepigeneties

morebreakthroughiswan-anfed.
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生物学の一分野としての ェ̀ピジェネティツク

ス'の歴史は古い.ワ トソン ･クリックによる

DNA二重らせん構造理論 (ジェネティツクスの

時代の始まり)よりも古く,1950年代までは,器

官形成のメカニズムを研究する分野として発展し

ていた,50年あまり前にセントラル ドグマの中心

としてのDNAが発見されジェネティツクスの時

代が始まると,ジェネティツクスでないもの,ゲ

ノムの変化を伴わずに遺伝子発現を制御するメカ

ニズムとして,日陰の存在となった.1990年代か

ら,研究手法の開発が進み,手軽に研究成果が出

るようになった結果,研究手段にエビジェネティ
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ックスを用いた論文は急速に増加している.ここ

でタ-ゲットにされたのは,まずDNAメチル化,

次にヒス トン蛋白のアセチル化,メチル化であり,

さらにこの数年間はmiRNAが加わってきた.

筆者がエビジェネティツタスに関わることにな

った最初の実験は,androgenTeCeptOrgenepoly-

morphismを用いた,魔境のクローナリティーの

検索である (HUMARAassay).androgenrecep-

torgeneはⅩ染色体上にあり,Lyonの仮説によ

ると,女性はⅩ染色体を必要量より1本余分に持

つため,この余分な Ⅹ染色体 (に乗っている

androgenrecepもorgene)は不活化 されている.

これを現在の解釈に置き換えると,胎生初期にⅩ

染色体上のXistgeneが転写 されると,そのⅩ染

色体上の遺伝子全部がメチル化され,発現が抑制

されている.つまり,1個の細胞の中では,父由

莱 (または母由来)のⅩ染色体全体がメチル化

状態,もう1本のⅩ染色体は非メチル化状態であ

り,それが父方,母方のどちらになるかば,ラン

ダムとされている.androgenreeeptorgeneの

polymorphismを用いることにより,90%以上の

女性で,父由来 と母由来の androgenreceptor

geneを見分けることができる.この遺伝子のメ

チル化状態が,父方ないし母方に は 分五分でな

く)7:3-9:1に偏1ているとき.その腫噂

はクローナル増殖をLTいると判断される.

当初,良性悪性の区別 (polyclonalvsmono-

clonal)のためHUMARAassayを行ったのである

が,まずコン トロールとして行った,良性腺癌

(先天性および後天性色素性母斑)で 1割,正常

皮膚でも1割,特に60歳以上に限れば3割がモ

ノクローナルと判断されてしまう,つまりblse

positiveとなることが判った.このような現象が

起きる原因として,人間の体表皮膚では父方Ⅹ染

色体,母方X染色体それぞれが不活化されている

場所が幅 5mmから3cmくらいの縞状に分布 し

ている,つまり完全にランダムなわけでは射 1た

めとされている.(未だにこの方法で良性腫癌の

タロ-ナリティーを証明している論文も存在して

いる.)

DNAメチル化の解析法は,ゲノム全体のメチ

ル化を定量的に調べる方法と,個々の遺伝子のメ

チル化を調べる方法とに大別できる.まず,ゲノ

ム全体のメチル化状態を調べる方法であるが,放

射性同位元素でラベルしたCH3の取 り込み豊の

定量,HPLCによる解析,メチル化感受性制限酵

素による切断 と放射性同位元素でラベル した

CH3の取 り込みを組み合わせたcytosineexもen-

sionassayがある.いずれもpg単位のDNAを必

要とし,小 さい組織の解析には用いることがで

きない.筆者は,上記のものより感度を3けた向

上 させ た non-isotopiecytosineextensionassay

(NICEA)を開発した.NICEAを用いて解析した

ところ,メラノサイト系良性/悪性腫癌,後天性色

素性母斑と悪性黒色腫では,ゲノム全体のメチル

化に違いがないことがわかった.また,全身性エ

リテマ トーデスでは,皮膚特異的エリテマ トーデ

スよりも末梢血リンパ球ゲノムのメチル化が強い

ことが分かった.

DNAのメチル化の候補遺伝子を見つける方法

としては,まず複数の制限酵素を使い,DNA二次

元電気泳動 を行 う方法,arbitraryprimedPCR,

ligasechainreactionによる方法がある.これら3

つの方法はいずれも制限酵素の認識配列に頼って

おり,実際にはこれらの方法では見つけられない

DNAメチル化部位が多い.また,抗メチル化シト

シン抗体を用いて免疫沈降を行い,シ-クエンス

を行う,またはマイクロアレイを使用する方法も

ある.この方法では,メチル化シ トシンが集積 し

ている場所しか捉えることができない.

現在,頻用されているのはbisul凱e処理により,

メチル化/非メチル化DNAを分け,PCR,シーク

エンスに持って行く方法である.DNAの処理に

コツのいる実験法であるが,最近はキットが発売

されており,かなり簡便に施行することが可能に

なっている.筆者は皮膚腫癌の p16,p15,p14,

CDHl(E-cadherin),vonHippel-Lindau遺伝子

などについてプロモーター部位のメチル化を検討

した.その結果,ほとんどの皮膚悪性腫癌で

CDHl(E-cadherin)遺伝子のプロモーター部位

がメチル化 していること,一部の悪性黒色腫で
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p16遺伝子のプロモ-ダー部位がメチル化してい

ること,それとほぼ一対一対応で組織内でのEI

cadherin発現が減弱していることを兄いだした.

さらに,さまざまな遺伝子のメチル化を,組織

切片上で直接検出するために,methylationdetec-

tion-insituhybridization(MDISH)法を開発し

た.この方法はプロモーター内のホ､ソトスボ､ソト

を認識するプロ-プと制限酵素の組み合わせによ

り,メチル化された細胞を検出するものである.

ここまでの既存,新開発の手法の組み合わせに

より,腫癌の特定部位 (通常,悪性腺癌全体が均

一な形質を持った細胞集団であることはない)の

癌抑制遺伝子のプロモーターのメチル化,mRNA

発現の減少,蛋白発現の減少を組織切片上で可視

化することに成功した.

しかし,本当にプロモーターの メチル化が

mRNA/蛋白発現の減少の原因なのだろうか.そ

れとも,これらは直接に原因,結果の関係にはな

く,両方とも何か別のメカニズムによって引き起

こされた結果を見ているに過ぎないのだろうか.

前記のbisuはte処理によるメチル化解析が頻用

されるようになり,その意味づけのために通常行

われているのが,eelllineを用い,DNAメチル化,

ヒス トンアセチル化を薬剤で制御する方法であ

る.DNAメチル化は5-aza-cytidine,5-aza-2'-

deoxycytidineによって解除することができる.

(この2種の薬剤はMDSに対する唯一の治療薬

として米国FDAが認可している.)また,ヒスト

ンのアセチル化はtFichosta血 A,パルプロ酸によ

り促進することができる.これらの薬剤を培養液

中に添加することにより,mRNA/蛋白発現が増
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加すれば,その療抑制遺伝子はエビジェネティツ

タな制御を受けていたとして扱われる.

ここで問題は,通常eellline化するとエビジェ

ネティツタな形質は,元の感癌からかなり異なっ

たものに変わってしまっているところである.筆

者は.培地組成,培養条件を幅広く検討し,炎症

性疾患,良性,悪性腺癌などさまざまな疾患の初

代培養組織内で,メチル化されていた療抑制遵伝

子のmRNAを再発現させることに成功した (残

念ながら蛋白発現する前に組織は壊死してしまう

が).興味深いことに,cell狙neの実験では,数種

の薬剤を添加するとmRNA発現はさらに増強す

ることが多いが,固形魔境の初代培養では,かえ

って発現が減弱することもあった.また,初代培

養後のmRNAを抽出しマイクロアレイにかける

ことも可能だった.(発現が変化する遵伝子が多

すぎて訳がわからなくなってしまうが.DNAメ

チル化を完全に抑制すると全遺伝子の1/Sは影響

を受けると言われている.)

DNAメチル化による癌抑制遺伝子の発現制御

に開し,かなりクリアーカットに証明できるよう

にはなった.だが,実際に治療への応用というこ

とになると,まだ見通しは暗い.MDSに対する

51aZa-Cytidineにしても,遺伝子特異的な発現

制御を行うのではない.謂おば分裂の盛んな細胞

に対 し効果の強い抗癌剤のようなものである.

(抗癌剤に意味がないとは言わないが.)エビジェ

ネティツクスは,研究,診断に関しては実用化の

レベルに達しているが,治療に関しては,まだま

だと言わざるをえない.


