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司会 ど う もあり が と う ご ざい ま し た . 先生 は 非常に

難 し い ご研究 な さ っ て ら っ し ゃ る わけ で す が
, 今 日 は 大

変分か りやすい お 話を下 さ い ま し て
,
私 に も良くわ か り

ま し た
.

ご質問もた く さ ん あ る と思 い ますが
,

さ っ き申

し上げた と お り
一

通り お 話を お伺 い し て か ら 意 見交換

を し た い と 思 っ て お り ま す.
ご質問 が あ る方 は

,
お 忘れ

に な ら な い よう に メ モ などを お 取り い た だければ と 思

い ます. で は続 き ま して ｢遺伝子 の メ チ ル 化 : 発 が ん を

新た な視点 で考え る+ と い う講演を稲野助手 に お願 い し

ま す.

2 　 遺 伝 子 の メ チ ル 化

― 発 が ん を 新 た な 視 点 で 考 え る ―
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u si n g p a ti e n t
l

s s e r u m o r pl a sITl a D N A p r e p a r e d f r o m t h eir p e l
･

ip h e r al bl o o d . I n t h e fu t u r e
,
t h e s e

t e st s al
･

e p o s sibl e t o b e a n e w t u m o r m a rk e r t e st o r a m e t a s t a si s m a rk e r t e st i n t h e 一ab o r at o r y

m e di cin e a r e a .

K e y Ⅵ,

o r d s : D N A m et h yl ati o n
,

C a r ci n o g e n e sis
,

D n m tl
,

D Illllt 3 a
,
D Illl lt3 b

は じ め に

ほ乳某i に お ける D N A の Plf:J
r-一の

/

l卜埋的化苧修飾

である シ 卜 シ ン残其の メ チ ル 化は
, 道Lii- 子発現 の

後天的制御 ( エ ビジ ェ ネテ ィ ク ス) の 中心を拒 っ

て い る こ と が わ か っ て き た . ほ 乳 穎に お け る

Ⅰ) N A メ チ ル 化は
, 遺伝子刷り込み

,
X 染凸体 の 不

活性化
,

D N A 糎製の タ イ ミ ン グ
,
I)

L

[ 体遺伝子の 円

梢成
,

首邑が ん
,

組織特異 的な退T云子 の 発現 な ど

様 々 な11二命現象に 重要な役割を担 っ て い る . 現7j:
.

ま で に メ チ ル 化反応を触蝶する酵素は
,

D n m tl
,

D n m t3 a
,

D n m t 3 b の 3 遺伝ナが知られて い る . さ

ら に
,

メ チ ル化した D N A に結合する 熟ヨ賃郡 ( メ

チ ル 化 1) N A 結合蛋白質 ; M B D l
,

M B D 2
,

M B D 3
,

M B D 4
,

M e C P 2) 千
,

それらを介 し て 結合する ヒ

ス ト ン脱 ア セ チ ル 化酵素 ( H D A C) ら の 綬省もDn

わ っ て 退仁三千の 発現を禎粁に制御 し て い る機構が

少 しずつ 分か っ て き た
. 本稿 で は

,
ニ の D N A メ チ

ル 化と発がん の 削辿 に つ い て軌;A;5己する .

I) N A メ チ ル化

也. D N A m et h y lt r a n sf e r a s e s

1 ) D Il m tl

D N A メ チ ル 化酵素と し て 巌b) に ク ロ ･- ニ ン グ

された の は Ⅰ) n m tl で ある
1)

. D n m tl は い わゆる

維持!=

r
.

r

_
)
.
の メ チ ル 化酵素と 考え ら れて おり

,
D N A

綾魁 の 暗 に へ ミ メ チ ル 化 D N A ( 5:,)r当
F)
_ 鎖が メ チ ル

化されて い て 新そ卜娼が 末 メ チ ル 化の 状態) を標的

に し て D N A の メ チ ル 化状態を姫神川副二fl二暗に 仏

える役割を担 っ て い る. - ･般に
,
本酵素の 発l

:

l
=

i は細

]J
'

d 分室ごの]
.

I

,% ん な糾J包に お い て 高く
,

しか も S 側に お

い て そ のf,
T;･1年がIfi･ も高 い こ と が知られて い る

2 1 3)

木酢素を/
^

'

指 し た マ ウ ス で は胎
'
I[ :ii 北で あ り

,
メ

チ ル 化シ ト ン ン0 ) E
=ii は‖

:

_

J

i旨の 1 / 3 に ま で 減少 し て

5 - m e t h yl cy t o si n e
,

D N A m et h ylt r a 11 Sf e l
･

a S e
,

い た
4)

. し か し
, 本酎素の 欠損 マ ウ ス に お い て も

メ チ ル 化 シ 卜 シ ン 桟基 は ゼ ロ に な ら な い こ と か

ら
,

本酵素 の 他に メ チ ル 化酵素 (d e n o v o D N A

m et h ylt r a n sf e r a s e s) が 行わす る ニ と が示唆 され

た
.

-･方
,

本酵素に は組織特異的な ユ キ ソ ン 1 の

ス プラ イ シ ン グ バ リ ア ン 卜が TTJ J二し
, 体紺 伯g-i

( D n m t l s) , 卵 母射明包当ri ( D n m tl o) ,

バ キ テ ン 期精

母細胞型 ( D n m tl p) が矢11 られて い る
.

r

') 筆者ら

は D n m tl が成体 マ ウ ス 脳の 神経州他 に お い て も

高発現 し て おり
,

か つ D n m t l p が少畏ながら発別

し て い る こ とを兄 い だ し て おり (;)
,
i) n m t l の 神経

系に おける
/

f貨割に つ い て も関心がもたれて い る .

2 ) D n m t3 a
,

D n m t 3 b

最近 に な っ て D n n lt 3 a と D rl m t 3b の 2 つ の 新 し

い D N A メ チ ル 化酵 素退fz { f- が 同定 さ れ た 7 )

D rl m t3 a の 欠帽 マ ウ ス は!卜後 4 )i4h
'

!'J 以内に致 !
/E と

なる が
,

D n m t3 b の 欠娼 マ ウ ス で は)lil/

-I : 致7
/i: で あ

っ た
. どちら0) 欠帽 マ ウ ス も形態学的なヲ邑生 =5

1

;i-･ 常

が認められた . ま た これら の マ ウ ス のJ拝で は内存

件の レ ト ロ ウ イ ル ス 由来配列や m i n o l
･

サ テ ラ イ

ト D N A の メ チ ル 化か 起 こ っ て お らず,
ニ れら♂)

酪素が d e n o v o の メ チ ル 化に 重曹な働 きを11
1
i っ て

い る ニ と が示 された .
こ の 鮒素の 発,

Fi
Ll と同時 に 木

幡 素 の /
)( 損 が 1 C F (i m m u 11 0 d e ri ci e n c y ,

c e n -

t r o m e ri c i n st ability ,
f a ci al a rl O m ali e s) 榊丈11rl

'

の1l
-ii

国道1ム了て ある こ と もホされて い る 7)
.

2 . D N A メ チ ル 化反応

D N A の メ チ ル 化1支J,LAt は シ 卜 シ ン 城其 の 5 帖a )

i ,ji- 素 に メ チ ル 韮 ( C H :; -) を導 入する反J,

-i
-

t で
,

メ

チ ル 展 ドナ ー と し て は S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン

が使われる . D N A 卜0 ) ア ク セ プ タ I i
'

il;1j
'

,

_
tま C p G

配列 で あり
,

ゲ ノ ム 中の 仝 C p G 配列 の 約 7 0 % の

シ 卜 シ ン L/R 某 か メ チ ル 化さ れて い る
(i)

. し か し
,

Tt
:
/ ,

･

'

旨抑=抱の C p G ア イ ラ ン ドで は遺伝子ヲ芭例 の 有

兜u = 関わらず メ チ ル 化をJ受け て い な い の か---- 蝦杓
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表 1 が ん 細胞 で C p G ア イ ラ ン ドの メ チ ル 化 によ っ て 発現 が抑制 さ れ て い る遺伝子 1 1)

P ath w a y a ff e ct e d G e n e s sile n c ed b y C p G isla n d m et h ylati o n

C ell c y cl e c o n t r ol R b
, p 1 6I N K 4 α

, p 1 5 , p 1 4 A R F
, p 7 3

D N A r e p alr M L H l
,
0 6 M G M T

,
G S T 7T

,
B R C A l

I n h ibiti n g
.

ap o p t o sis D A P - kin a s e
,
C a s p a s e - 8

,
T M Sl

I n v a si o n t u m o r ar chit e ct u r e E I C a d h e ri n
,

Ⅵi L
,
A P C

,
L K B l

,
T I M P 3

,
T r o m b o s p o n din l

G r o w t h f a ct o r r e s p o n s e E st r o g e n r e c e p t e r
,
R j u α

,
An d r o g e n r e c e p t e r

,
E n d o th elin B r e c e p t e r

で ある. 維持型メ チ ル化 ( D n m tl による) で は少

なくと も へ ミ メ チ ル化部分を認識 して い ると考え

られるが
,
d e n o v o メ チ ル 化で は ( D n m t3 a

,
3 b に

よる) その ア ク セ プ タ
ー

部位に共通の 塩基配列等

は見い だされて おらず
,

メ チ ル化部位の 識別機構

を含め た詳細な メ チ ル化反応機序は不明である .

一 方,
メ チ ル化反応による遺伝子転写抑制 の機

構は段々 と 明ら か に な っ てきて い る. 転写因子 に

は
,

a) メ チ ル 化 D N A その もの に直接結合で きな

くなる転写因子群 ( E 2 F
,

C R E B
,

A P 2 , c M y c/

M y n
,

N F - k B
,

c M y b ,
E T S) と

,
b) 本来 メ チ ル

化 D N A その もの へ の 結合活性はある が
,

メ チ ル

化 D N A 結合蛋白質 ( M B D s) が結合した こ と に

よ っ て
,

その 結果 D N A へ の ア ク セ ス が不可能と

なる転写因子群 (S p l ,
C T F

,
Y Y l)

,
の 2 つ の タ イ

プが存在する . した が っ て こ の どちら の 場合で も

D N A メ チ ル化は転写抑制に働く こ と になる
9)

. さ

らに
,

M B D s や D n m t l には ヒ ス ト ン脱 ア セ チ ル

化酵素 ( H D A C) が結合する こ と が知られて おり

10)
,

さ ら に こ の 酵素の 働き で メ チ ル 化 D N A 付近

の ク ロ マ チ ン構造を ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン構造に変換

する こ と で 転写不活性 な状態にする機構 が示唆さ

れて い る .
こ の ように

,
D N A メ チ ル 化は主に転写

の 抑制を適して D N A レ ベ ル
,

ク ロ マ チ ン レ ベ ル

の 両面 か ら遺伝子発現を制御 し て い る と い え よ

う .

発がんと D N A メ チル化の関係

1 . がん細胞 にお ける D N A メ チ ル化状態
一 般に がん糸朋包の D N A は ｢特定 の 領域 が高 メ

チ ル 化状態+ に ある場合 が多く
,

正常 で は メ チ ル

化されて い な い C p G ア イ ラ ン ドの メ チ ル 化によ

っ て様 々 な遺伝子の 発現 が消失 し て い る こ と が知

られて い る . それら の 多く は細胞周期調節因子や

癌抑制遺伝子
,

細胞接着因子,
ミ ス マ ッ チ修復因

子 などで ある ( 表 1)
l l)

.
これ ら の 遺伝子発現 の

低下は
, 細胞の 異常増殖や突然変異の 誘発を招き,

発がん へ の 出発点 の
一

因と なる こ とが示唆されて

い る .

2 . 内在性 の 変異源物質と して の 5
- メ チル シ ト

シン

D N A メ チ ル 化酵素によ っ て メ チ ル 化修飾を受

けた シ ト シ ン 残基 ( 5 - メ チ ル シ ト シ ン) は
,
脱 ア

ミ ノ 化反応 によ っ て容易に チ ミ ジ ン に変化する .

し か し
,

こ の 変異は D N A 修復系 に よる認識 ･

修

復が されにく い ため
,
C p G 配列 で は C - T 廿a n si -

ti o n 率が上昇する こ とが わか っ て い る ( 図 1)
12)

実際,
がん抑制遺伝子 の

一

つ
,

P 53 遺伝子の 変異

ホ ッ ト ス ポ ッ ト が し ば し ば C p G 配列 にあ る 1 3)

さら に b e n z o[ o] p y r e n e や U V な どの 発が ん物質

存在下 で は 5 - メ チ ル シ ト シ ン由来 の C - T t r a n -

siti o n 率は数倍 - 1 0 倍に 促進 される こ と が わか

っ て い る
13)

. こ の ように D N A メ チ ル 化によ っ て

で き た 5 - メ チ ル シ ト シ ン は
,

それ自身が変異源

となりうる可能性を併せ持 っ て い る .

3 . メ チ ル化 D N A 検出 の がん 関連臨床検査とし

ての応用の可能性

D N A m et b ylt r a n sf e r a s e s ( D n m t s) の 発現量と

が ん細胞 に お ける D N A の メ チ ル 化と の 因果 関係

を調 べ た研 究 は 多く
,

が ん 細胞 で は D n m t l と

D n m t 3 b が協 同 し て 遺伝子 の 発現抑制 に働 い て い

る と い う報告が ある . し か し
,

必ず しも D n m t s の

発現量と D N A の メ チ ル 化の 程度 と の 間に 相関関
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図 1 5 - メ チ ル シ ト シ ン の 生合成 と 脱 ア ミ ノ 化反応

係が 見られるわけ で はなく
,
現在 の と こ ろ D n m t s

の 発現量 とがん細胞 の 関係は明ら か に な っ て い な

い
.

一

方
,

がん に関連 した遺伝子側 の メ チ ル 化状態

を簡便 に か つ 感度良く調 べ る方法が い く つ か 開発

されて い る . 中で も臨床検査法と して 注目されるの

は
,
M eth yl ati o n S p e ci丘c P C R ( M S P) 法 である

14)

同法は D N A を S o di u m bi s u 丘t e で処理すると
,

5 -

メ チ ル シ ト シ ン はその ままだが
, 修飾されて い な

い シ ト シ ン 残基が ウ ラ シ ル に変換される こ とを利

用する . 検体 の D N A を S o di u m bi s u 五t e で処理 し

た後
,

調 べ た い 遺伝子部分を PC R 法で増幅する .

こ の 時
,

メ チ ル 化特異的プ ラ イ マ
ー

と非 メ チ ル 化

特異的プ ラ イ マ ー を使 っ て それぞれを増幅する こ

と によ っ て
,

メ チ ル化の 有無を増幅産物の 有無に

よ っ て 判定する . 最近
,

が ん組織 に おける遺伝子

の メ チ ル 化状態を調 べ るた め に
,

が ん患者 の 末梢

血の 血清ま たは血祭か ら得 た D N A を使 っ て M S P

法を行う方法が報告 されて い る
15) 16)

.
こ の 方法は

,

新 し い 腫癌 マ ー カ ー 倹査
,

も しく は転移 マ
ー

カ
ー

検査と なる可能性が あり非常 に興味深 い と こ ろ で

ある .

お わ り に

発が ん の メ カ ニ ズ ム の
一

部は D N A メ チ ル 化を

中心と した エ ビジ ェ ネテ ィ ク ス の 立場 か らも理解

される とと もに
,

将来的には遺伝子の メ チ ル 化;I)(

態の検索が新 し い 腫場 マ
ー

カ
ー また は転移 マ

ー カ

ー とな る可能性があり
,

今後 の 研究の 発展が期待

される .
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司会 あり が と うござい ま し た. 少し難 し い お 話 が出

て き た か も しれ ま せ ん が
,
後 で ま た お 話 の 整理を

一

緒 に

さ せ て い た だ き た い と思 い ま す. 続き ま して古川先生よ

り ｢白血病 の 治療効果判定 に お け る遺伝子 マ
ー カ ー

+ と

い う お 話をい た だき ます. お 願 い します.


