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Ａ．研究背景、目的 
（背景） 
 
 癌細胞におけるエピゲノムの変化、特にDNAメ
チル化の変化は癌化、癌の転移能、薬剤耐性など
悪性化に関連した様々な性質において重要な働
きをしていることが知られている。小分子RNAの
ひとつであるmiRNAの発現変化は癌化やその悪
性化において重要な働きをしていることがわか
ってきている。これらmiRNAをコードする遺伝子
においてもDNAのメチル化の変化は通常の遺伝
子と同様、癌細胞で変化が見られることが知られ
ているが、その網羅的な解析はこれまであまりお
こなわれていない。 
 一方、細胞が分泌するエンドソーム由来の小胞
顆粒であるエクソソームの中に、miRNAが安定し
て存在することが発見され、細胞間のメッセンジ
ャーとして機能することが示唆されている。特に
がん患者の血清中のエクソソームには健常人と
異なる種類と量のmiRNAが含まれていることが
報告されており、バイオマーカーとしても注目さ
れている。このような変化は癌細胞中における
miRNAの発現量の変化とも関係しており、癌細胞
におけるエピゲノムの研究が重要であることが
わかる。またがん細胞は、比較的たくさんのエク
ソソームを分泌する性質をもつ傾向にあり、転移
とも密接にかかわっていることがわかってきて
いる。 
さて、どのようにしてメチル化は制御されている
のだろうか？我々はmiR-29がその役割をなして
いることを示唆する証拠をえたので報告する。 
 

Ｂ．研究方法 
 
本研究では乳癌細胞のMCF7と高転移性をもつ
乳癌細胞のMCF7/ADRを用いて網羅的なDNAメ
チル化解析をおこなった。方法としては今回我々
が開発したMBD1-DIP Seq法を用いた。この方法
ではメチル化された DNA に結合するたんぱく質
である MBD1 のメチル化結合ドメインをクロー
ニングして HisTag に融合したたんぱく質がメチ
ル化 DNA に結合することを利用してメチル化
DNAを濃縮する。そして回収したメチル化された
DNA からライブラリーを作成し次世代シーケン
サー(Illumina)で解析した。ゲノムにマップされた
リードの数がメチル化量を表す。今回の目的では
miRNA をコードする遺伝子の転写開始点近傍の
DNAメチル化の解析をおこなった。 

miR-29は miR-29a、miR-29b、miR-29c、のファ
ミリーからなるが、癌抑制遺伝子として知られて
いる。すなわちその発現と予後との関係が報告さ
れていたり、癌細胞で強発現をすることで腫瘍形
成が抑えられることが報告されているからであ
る。従来miR-29はDNAメチル化酵素のDNMT3A, 
DNMT3B を抑制することでがん抑制遺伝子のメ
チル化を防ぐ働きがあるといわれているが、本当
にそれだけかを検証するためにターゲット抑制
ソフトの miRanda などを用いて miR-29 のターゲ
ットの検索をおこなった。そして候補の遺伝子を
レポーター実験などで検証した。 

 
（倫理面への配慮） 
  今回の解析では該当しない。 
 
Ｃ. 研究結果 

研究要旨 
 転移能、薬剤耐性を獲得した癌細胞でのエピゲノムの変化、特に DNAのメチル化の変化
は癌細胞の性質を決定づける重要な因子である。脳転移の関連した miRNAの転写調節領域
での DNAのメチル化の変化はエクソソーム内での miRNAの量的変化への関連が予想され
る。本研究では miRNAの転写調節領域での DNAのメチル化を次世代シーケンサーを用い
て調べた。調べた対象は乳癌細胞のMCF7と高転移性をもつ乳癌細胞のMCF7/ADRである。
その結果、様々な既知の転移能に関連した miRNA の転写調節領域の DNA のメチル化が
MCF7 と MCF7/ADR で異なっていることがわかった。このことから今回みつかってきた
DNA メチル化が異なる miRNA の中に未知の転移能と関連をもったものが含まれているこ
とが示唆される。さらにメチル化を制御する因子として miR-29ファミリーをみいだした。
miR-29はメチル化酵素と脱メチル化酵素の両者を抑制することにより、メチルの変化を抑えエピジ
ェネティク状態を維持して癌化を防いでいることがわかった。 



 
解析の結果、様々な miRNAにおいて DNAのメ
チル化がみられた。また DNA のメチル化は発現
量と逆相関していることもわかった。さらに個々
のmiRNAについて bisulfite sequencing法で次世代
シーケンスの結果が正しいことも立証された。 
さて乳癌細胞のMCF7と高転移性をもつ乳癌細
胞のMCF7/ADRのDNAメチル化の違いをみてい
くと多くの miRNA において差が見られることが
わかった。またそれらは発現の違いとも逆相関し
ていた。これらの中にはこれまで転移能と関係し
ているものも含まれていた。例えば miR-10bは今
回、MCF7/ADRで脱メチル化され発現が上昇して
いることがわかったが、この miRNA は乳癌の転
移能と関係していることが報告されている。また
転移の見られる乳癌患者の血清中でmiR-10bの量
が増えていることも知られている。miR-222 も上
皮間葉移行(EMT)や転移に関与することが知られ
ている miRNAであるが、MCF7/ADRで脱メチル
化され発現が上昇していることがわかった。
miR-222 も乳癌患者の血清中で量が増えているこ
とが報告されている。 

miR-29 のターゲットとして miRanda の候補で
多くの候補が上がってきた。その中でヒトでもマ
ウスでも保存されているものを上げると興味深
いことに脱メチル化に関与するTET1とTDGがあ
った。そこでこれらの遺伝子のターゲットを含む
配列を用いてレポーター実験をおこなったとこ
ろ、いずれの遺伝子も miR-29 によって発現が抑
制されることがわかった。さらに miR-29 が内在
性のTET1とTDGを抑制できるかをRealtime-PCR
やウエスタンブロットで確認することができた。 

 
Ｄ. 考察 
 
 今回の結果から次世代シーケンサーを用いたメ
チル化解析法である MBD1-DIP Seq 法で miRNA
遺伝子のメチル化が良好に解析できることがわか
った。さらにこの方法により高転移能を持つ乳癌
細胞でメチル化と発現が変化している遺伝子を多
数みつけることができた。これらの中には転移に
関与して乳癌患者の血清中での量が変化している
ものも存在し、新たな転移能に関係したエクソソ
ームmiRNAの発見につながることが期待される。 
 miR-29 はがん抑制遺伝子であるが、今回 DNA
脱メチル化に関与するTET1とTDGを抑制するこ
とがわかった。従来 miR-29 はメチル化の酵素
DNMT3Aと DNMT3Bを抑制することが知られて
いた。そとことからがん抑制遺伝子のメチル化を
防ぐことが mi-29 の働きと考えられていたが、今
回脱メチル化も抑制していることがわかり、むし
ろ miR-29 はメチルの変化を抑えエピジェネティ
ク状態を維持して癌化を防いでいると考えられる。 

 
Ｅ. 結論 
 
 転移性乳癌細胞の網羅的 DNA メチル化解析を
MBD1-DIP Seq法を用いておこない、転移に関連
する miRNAの候補をみつけだした。また miR-29
はメチル化酵素と脱メチル化酵素の両者を抑制
することにより、メチルの変化を抑えエピジェネ
ティク状態を維持して癌化を防いでいる。 
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Ｇ. 知的財産権の出願･登録状況 
（予定を含む。） 
 
１.特許取得 
 特になし。 
2.実用新案登録 
 特になし。 
3.その他 
 特になし。 
 
 
 
 
 
 



 


