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Molecular Mechanism of Carcinogenesis
Involving Aberrant DNA Methylation
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がんの発生 と進展には、がん遺伝子やがん抑制

遺伝子の変異が蓄積することが重要であると考え

られている。APCや p53な どのがん抑制遺伝子が、

遺伝子の発現を正あるいは負に調節するマスター

遺伝子であることが明らかとなり、遺伝子発現調

節の異常は、がん化において重要な役割を果たす

と考えられる。近年、遺伝子の異常メチル化が、

がん抑制遺伝子の不活化の機構 として注 目されて

いる。遺伝子の 5′ 領域に存在するCpG islandは 、

正常組織においては遺伝子の発現の有無に関わら

ずメチル化を受けない 1)。
しか し、がんにおいて

はCpG islandの メチル化によりさまざまな遺イ云子

の発現が消失 している。遺伝子がメチル化により

不活化されている場合、その多 くは遺伝子の変異

や欠失を伴わず、メチル化が遺伝子不活化の重要

な機構 と考えられる。よってメチル化の異常は単

にがん化に付随する二次的な現象ではなく、がん

の発生と進展に非常に重要な役割を果たしている

と考えられる。本稿では、がん化におけるDNAメ

チル化の異常に関する最近の知見について概説す

る。

遺伝子の異常メチル化とがんとの関係で最初に

見いだされたのは、がん細胞のメチル化 レベルが

全体として低下する (hypomethylation)と いう事

実であった 2)。
また、DNMTlノ ックアウ トマウ

スでは、遺伝子変異や欠失などの頻度が上昇する

ことから、DNAの メチル化の低下が遺伝子不安定

性 を起 こす 可 能 性 が 示 唆 され た 3)。 _方 、

DNMH+/― マウスとApc遺伝子の変異を有する

minマ ウスを掛け合わせることにより、大腸腫瘍

の数が低下することり、各種がんにおいてメチル

トランスフェラーゼ (DNMTs)の発現が上昇 し

ていることからい、メチル化は腫瘍の発生に重要

であるという相反する結果が得 られている。1995

年に、細胞周期制御遺伝子であるp161NK4Aの 異

常メチル化により遺伝子が不 !舌化さオtて いること

が見いだされて以来、遺伝子のプロモーター領域

のメチル化が、がん抑制遺伝子の不活化の機構 と

して注 目を集め始めた 。゙これまで接着分子であ

る E¨Cadherinや ミスマ ッチ修復遺伝子 hMLHl、

家族性乳がんの原因遺伝子であるBRCAlの メチル

化の異常が相次 ぎ報告されている7)-0。
その後、

MSP法や COBRA、 bisulfite―SSCP、  methyl― light

など次々と新 しいメチル化検出法が開発され l① ~

19、 がんにおいてメチル化されている遺伝子の数

は急速に増加 している。また、血清や喀痰などを

用いた診断にも応用され 1の
、メチル化の異常は新

しい腫瘍マーカーとしても有用と考えられるよう

になってきた。

遺伝子のプロモーターが異常メチル化 している

ことは、メチル化を指標に新たながん抑制遺伝子

をクローニ ングできる可能性が示唆する。われわ

れは、メチル化 しているCpG islandだ けを効率よ

く増 幅 す る 方 法 、 methylated CpG island
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ampliication(MCA)法 を開発 した (図 1)。 MCA

法によ り、既知の遺伝子のメチル化 を半定量的に

解析 で きるだ けで な く、正常組織 とが ん組織 の

MCAア ンプ リコンを用いてサブ トラクションを行

うことにより、がんで異常メチル化 している新 し

い遺伝子の同定にも応用可能である 1"。
大腸がん

および膵がんにおいて異常メチル化 している遺伝

子断片を約 1004固 同定 した。それらの遺伝子断片

のうち染色体 17q21に マ ップ されたクロー ン、

MINTH(methylated in tumor 31)の 近傍か ら、

カル シウムチ ャ ンネル を コー ドす る遺伝 子

CACNAlGを 同定 した 16)。 cACNAlGは 大腸がん

や胃がん、急性骨髄性白血病においてメチル化に

より不!舌化され、 発現が7肖失している。CACNAlG

が属するTタ イプカルシウムチャンネルはアポ ト

ーシスの過程において、ミトコンドリアヘのカルシ

ウムイオンの流入に関与すると考えられている0。

イ也にもrestriction landmark genome scanning

(RLGS)法 、methylation―sensitive arbitraly primed

PCR法、methylation― sensitive RDA法 な どを用い

て、がんにおいてメチル化 している新 しい遺伝子

同定の試みがなされている 1920。
最近、JoneSら

はメチル化 に よ り不活化 している新 しい遺伝子

TPEFの 同定に成功 している 21)。

以上の ように、CpG islandの異常 メチル化 を指

標 とした遺伝子 クローニ ングは、成果をあげつつ

ある。 しか し、がんにおけるメチル化の異常に関

して は、未解決の問題が山積みの状態である。す

なわち、 (1)メ チル化 はランダムに起 こ りgrOⅥ山

advantageを 持 った細胞が selectionさ れるのか ?

(2)メ テル化 される遺伝子 とメチル化 されない遺

伝子 にはプロモーターの塩基配列に特徴があるの

か ?(3)メ チル化の組織特異性 を規定する因子は

何か ? 一 これ らの疑間を解決するには、 メチル

化の異常 をゲノム レベルで解析する必要がある。

われわれは、MCA法で得 られたクロー ンのメチ
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ル化の状態を多 くの大腸癌の臨床材料で検討する

ことにより、methylation pro■ leを作成した。その

結果、がんにおいてメチル化しているDNA断片の

多 くは正常組織においても低 レベルではあるがメ

チル化されてお り、メチル化 レベルは加齢により

上昇することが明らかとなった 2D。
また、一部の

大腸がんにおいてはゲノムワイ ドなメチル化の異

常 (CpG island methylator phenotype,CIMP)が

認められ、細胞周期調節遺伝子であるp161NK4A

や血管新生阻害遺伝子である■IBSlが CIMPの標

的遺伝子であることが明 らかとなった。さらに、

散発性大腸がんや胃がんにおいて microsatellite

instability(MSI)を 示す腫瘍では、CIMPに よる

ミスマッチ1多復酵素のメチル化が高率に認められ、

エビジェネティックな異常によリジェネティック

な異常が起きることを明らかにした 2"。 このよう

なゲノムヮイ ドのメチル化の異常はadenomaにお

いても認められ、がん化の早期の異常であ り、単

にがん化の結果蓄積 したものではないと考えられ

た 23)。 これ らの腫瘍における k―rasや p53の変異

は、CIMPの有無により大 きく異なり、エビジェ

ネティック不安定性を有する腫瘍 と有しない腫瘍

では異なる発がん経路を取ることが示唆された 2つ
。

プレリミナリーなデータでは、CIMP+MSI― の

大腸がんでは、CGH法 により高率に染色体の増幅

や欠失を認め、CIMPに よりG2/Mのチiッ クポ

イントを制御する遺伝子が不活化 している可能性

が示唆された。これらのデータをもとに、われわ

れは新 しい大腸がんの進展モデルを提唱している。

最近われわれは大腸がんおよび胃がんにおいて、

14… 3…3sigma遺 伝子がメチル化により不活化されて

いることを見いだした 20。 14-3-3sigmaは p53に よ

り転写が誘導され、G2/M制 御に関与するがん抑

制遺伝子であ り、エビジェネティックな異常によ

り染色体不安定性が誘導される可能性があ り、興

味深い。

しか し、CIMPに よリメチル化する遺伝子がす

べてがん抑制遺伝子として働いている訳ではない。

例え |ゴ、 cyclooxyganase… 2(COX…2)の過剰発現

はアポ トーシスの抑制やがん細胞の浸潤転移の促

進などを介 してがん化に関与 しているが、一部の

大腸がんにおいては異常メチル化により発現を認

めない 2り
。cO■ 2を 発現 しない細胞が他の細胞に

比べgrowth advantageを 持つとは考えにくいので、

COX-2の メチル化はゲノムワイ ドなメチル化の一

部として起こり、その結果発生 した腫瘍は、COX―

2の 関与 しないパスウェイによりがん化 したと考

えられる。その意味では、CIMPは遺伝子のcoding

領域だけではなく、ゲノムヮイ ドに繰 り返 し酉己列

の変異が蓄積するマイクロサテライ ト不安定性 と

似た面があると言える。今後、メチル化を指標 と

したがんの診断や予後の予測への応用が期待され

る。

これまでのところ、がんにおけるメチル化の異

常がどのようにして起こるかのメカニズムに関し

ては未知の点が多い。遺伝子のプロモーターの異

常メチル化とDNR/1Tl、 DNM■遺、3Bの発現に本目

関が認められないことから、がんにおけるメチル

化の異常は、単にメチル トランスフェラーゼが過

剰発現 している結果ではないことが示唆された 20。

一方で、メチル化が起 きた際の遺伝子の発現抑制

機構に関しては、急速な進歩が認められる。Bird

お よび中尾 らの グループは、 methylbinding

domain(MBD)を 有する遺伝子ファミリーを同

定し、これらの分子がメチル化DNAに結合 し、転

写を負に調節することを明らかにした 2つ 20。
興味

深いことに、MBDは ヒス トン脱アセチル化酵素

をリクルー トすることにより、クロマチンを凝集

させることがメチル化を介 した遺伝子発現抑制に

重要であることが明らかとなった 29。 Rountreeら

はDNMTlの N端が転写抑制作用 を有 し、また

HDAC2や DMAPlな どの分子 と結合することによ

り、メチル化とは別のメカニズムで遺伝子発現を調

節していることを見いだした 30。 また、Robertson

らも、 DNMTlが HDACl、 Rbと 結合することを

報告 している 31)。
またMyohanenら は、メチル化

のないp161NK4Aプ ロモーターにのみ結合するタ

ンパク質をFur Western Blot法 により同定 した。
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興味深 いことに、少な くとも結合分子のひとつは

RNA helicaseであ り、メチル化 しているp161NK4A

プ ロモ ー ター には結合 して い なか った。 RNA
helicaseが メチ ル トランスフェラーゼのプロモー

ターヘのアクセスを阻害 している可能性があ り興

味深い。

最近 わ れわ れ は、 bisulfite― seqienceに よる

161NK4A、 hMLHl、 CACNAlG、  COX-2に おけ

る、 メチル化 レベルの詳細 なマ ッピングの結果、

プロモー ター近傍 (CpG islandの ボー ダー)の メ

チル化が加齢 によ り増加 していることを見いだ し

た。加齢 によるメチル化 は大腸がんでメチル化 さ

れない遺伝子である、KA11や MSH2においては認

め られ ないことか ら、遺伝子の異常 メチル化 に対

する感受性 を規定す る重要な因子 と考 えられる。

最近 、cDNAア レイな どを用いたゲノム解析技

術の進歩 によ り、がんにおける遺伝子の発現 プロ

ファイルが明 らかにな りつつある。 しか し、がん

において発現が低下 している遺伝子がメチル化 に

よって発現低下あるいは消失 しているのか、ある

いはp53な どの転写に関与する遺伝子の変異の結

果発現が低下 しているのかでは、その意義は大 き

く異なる。p53の標的遺伝子がメチル化により発

現が低下 している場合には、P53の遺伝子導入は

無効であり、メチル化阻害剤が有効と考えられる。

これまでは、がんにおける遺伝子異常 といえば、

変異や欠失、増幅に関する解析が主であった。今

後、遺伝子 (DNA、 クロマチン)を修飾する分子

の変化により起こる、エビジェネティックな異常

の解析が、発がん機構の解明に重要であると考え

られる。
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