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単一遺伝子の機能解析
↓

ゲノム・エピゲノム解析
↓

ゲノム医療（の検査ツール）

単一遺伝子の機能解析
↓

ゲノム・エピゲノム解析
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ゲノム とは、

「遺伝情報の全体・総体」であり、
ある生物が持つ全核酸（≒DNA）の遺伝情報

エピゲノム とは、

DNA塩基配列の変更を伴わない染色体変化に
起因する遺伝子活性の調節機構

The epigenome is dynamic and responsive to external stimuli.
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接頭辞 epi-：上・外・の間・後ろ・近く



ヒト全遺伝子：約20,000個

がん関連遺伝子：約500個

BRAF, ALK, 
ROS, NTRK, etc.

現時点で臨床的に
有用な遺伝子：〜100個

現行の「がん遺伝子パネル」検査は
〜500個の遺伝子をシーケンスする

1.5% 全エクソン解析（45Mb）

全ゲノム解析(3Gb)

がん遺伝子パネル検査(1-2Mb)
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頭頸部がん
Head & Neck Cancer

口腔

咽頭

喉頭



頭頸部がん領域で21世紀最大のイベント

HPVと中咽頭癌の関連が明らかに

NEJM 2010

Nat Rev Clin Oncol 2010

Cancer 2010

Human Papillomavirus
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- 74 症例の全エクソン解析

- TP53, NOTCH1, CASP8, 
HRAS, PIK3CA, ...

腺癌にみられるような

強い癌遺伝子は無いのか…

頭頸部癌で初の大規模ゲノム解析
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HPV(+)
36症例

exome, CNV, RNA, DNAmethyl

HPV(-)
243症例

Nature 2015;517:576-82.



アポトーシス誘導因子CASP8 変異体は
NF-κB誘導能を有する

Ando M, et al.
Cancer Sci 2013;104:1002-8.

単一遺伝子の機能解析（１）



血液腫瘍のがん遺伝子ELF4 は

固形腫瘍では逆にがんを抑制する

単一遺伝子の機能解析（２）

Ando M, et al.
Cancer Res 2016;76:1814-24.



頭頸部癌の細胞株を10個選んで、全エクソン解析

↓
細胞株あたり20個くらいの遺伝子変異一覧が得られる

↓

注目する遺伝子変異を数個決めて、機能解析をする

遺伝子変異A が発癌に寄与する！

↓

日本人患者の癌検体を使って、

遺伝子変異Aの実際の変異頻度を調べる

なぜ単一遺伝子の機能解析？

（遺伝子２万個）

遺伝子変異Aが細胞株にしか見られない変異だったら。。。

合理的思考と、勘と運



HPV(+)
36症例

exome, CNV, RNA, DNAmethyl

HPV(-)
243症例

数（=
金）が

あれ
ばで
きるも

のは

すぐに
解析
され尽

くした

頭頸部扁平上皮癌では

標的治療に最適な癌遺伝子が少なかった

Nature 2015;517:576-82.



Science 2017;357:eaal2380. より改変

古典的なエピゲノム調節機構

- DNAメチル化、ヒストン修飾 -

遺伝子発現の活性化 遺伝子発現の抑制

(絶縁体)

ON

OFF
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Cell 2019;176:520-34. より改変

1遺伝子レベル 遺伝子群レベル 1染色体レベル 全染色体レベル

DNAの三次元構造
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Science 2017;357:eaal2380. より改変

遺伝子発現の抑制
15

古典的なエピゲノム調節機構

- DNAメチル化、ヒストン修飾 -

CpG island



（国立がん研究センター研究所）

転写開始点
（TSS, Transcription Start Site）



Infinium® HM450 BeadChip
（マイクロアレイ）

TSS
(Transcription Start Site)

転写開始点

DNAメチル化の測定

CpG islandは、
TSS上流（遺伝子プロモーター領域）に

存在することが多い
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CpG
islandCpG

shore
（岸）

open sea
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Nat Genet 2009;41:178-186.

Tissue-specific differential DNA methylation is located at CpG shores

WGBS: Whole Genome Bisulfite Sequencing
（次世代シーケンス）

DNAメチル化の測定
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Methylation boundaries at CpG islands

Nat Genet 2011;43:768-775.

outward 
shift

inward 
shift

loss
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Genome Biol 2014;15:R37.

β values of CpG probes near TSS 
depends on the gene’s expression level

※ HM450 マイクロアレイ使用
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[仮説]

- DNAメチル化状態の変化は、

CpG islandだけに注目すべきではない

・ TSS周囲か？

・ 正常/腫瘍細胞の差は？

→ 遺伝子発現と関連させて検討

- ヒストン修飾も協調的に働く

- このようなエピゲノム異常の

特徴によって分類される腫瘍がある
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[対象]

HPV陽性中咽頭癌患者の原発腫瘍 47 症例

健常者の中咽頭組織 25 症例

[方法]

Ø Exome-seq （DNA変異） * 原発腫瘍/正常ペア

Ø RNA-seq （RNA発現） * 原発腫瘍、健常者中咽頭

Ø MBD-seq （DNAメチル化） * 原発腫瘍、健常者中咽頭

Ø ChIP-seq （ヒストン修飾） * xenograft (PDX)

Johns Hopkins Univ. cohort
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予めデザインされたprobeによる測定マイクロ
アレイ

MBD-seq
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高

低

CpG island の
DNAメチル化

CpG island 外の
DNAメチル化

（上位25%）

（下位25%）

遺
伝
子
発
現

Ando M, et al.
Nat Commun 2019;10:2188.  

DNAメチル化状態の概要



| | | || | | || |
TSS

|
-5000

| | | || | ||| |
+5000 bp

symbol chr start end CpGi strand TSSdist Tratio Nratio spmn_rhoT spmn_pT spmn_BHpT spmn_rhoN spmn_pN spmn_BHpN

PAX1 chr20 21681301 21681800 + -4746 0.17021 0 -0.3421525 0.0185698 0.0315687
PAX1 chr20 21681801 21682300 + -4246 1.21277 0 -0.4376599 0.0020948 0.0059352
PAX1 chr20 21682301 21682800 + -3746 1.3617 0 -0.4432363 0.001807 0.0059352
PAX1 chr20 21682801 21683300 + -3246 0.59574 0 -0.3992858 0.0054304 0.013188
PAX1 chr20 21683301 21683800 + -2746 0.95745 0 -0.3712681 0.0101903 0.0216544
PAX1 chr20 21683801 21684300 CpG: 50 + -2246 1.23404 0 -0.4654899 0.000977 0.0041521
PAX1 chr20 21684301 21684800 CpG: 50 + -1746 0.80851 0 -0.4826011 0.0005915 0.0033518
PAX1 chr20 21684801 21685300 + -1246 0.02128 0 -0.0761641 0.6108684 0.6490477
PAX1 chr20 21685301 21685800 + -746 0 0
PAX1 chr20 21685801 21686300 CpG: 141 + -246 0.51064 0 -0.3342171 0.0216735 0.0334954
PAX1 chr20 21686301 21686800 CpG: 141 + 254 1.21277 0.2 -0.4886154 0.0004928 0.0033518 -0.3041669 0.1393382 0.2122065
PAX1 chr20 21686801 21687300 CpG: 141 + 754 1.87234 0.8 -0.5190479 0.0001854 0.0031516 -0.3026138 0.141471 0.2122065
PAX1 chr20 21687301 21687800 CpG: 141 + 1254 1.80851 0.24 -0.3649193 0.0116679 0.0220393 -0.1656168 0.4288413 0.4288413
PAX1 chr20 21687801 21688300 + 1754 0.19149 0 -0.2257958 0.1269902 0.1542023
PAX1 chr20 21688301 21688800 + 2254 0.02128 0 0.0435223 0.7714512 0.7714512
PAX1 chr20 21688801 21689300 + 2754 0.7234 0 -0.263094 0.0739799 0.102127
PAX1 chr20 21689301 21689800 + 3254 0.55319 0 -0.2595547 0.0780971 0.102127
PAX1 chr20 21689801 21690300 CpG: 31 + 3754 0.29787 0 -0.1766179 0.2349949 0.2663276
PAX1 chr20 21690301 21690800 + 4254 0 0
PAX1 chr20 21690801 21691300 + 4754 0 0

| | | || | | || |
TSS

|
-5000

| | | || | ||| |
+5000 bp

normal

tumor

DNA methylation significantly correlates with gene expression

DNAメチル化状態と遺伝子発現の関連



Methylation-expression correlation

腫瘍組織のDNAメチル化変化は、単なる gain ではなく、

プロモーター領域から TSSへの shift である

shift

DNAメチル化状態の変化が
遺伝子発現と最も相関する位置は？

腫瘍組織： ほぼTSS

正常組織： TSSの約1kb上流
（ ≒ プロモーター領域）

Ando M, et al.
Nat Commun 2019;10:2188.  



H3K4me3

（活性化型）

H3K9me3

（抑制型）

ヒストン修飾の変化

正常組織 (N=1) 低メチル化腫瘍 (N=1) 高メチル化腫瘍 (N=1)

抑制型ヒストン修飾の変化も、TSS近傍 において顕著

Ando M, et al.
Nat Commun 2019;10:2188.  



Tumor-L Tumor-HTumor-L Tumor-H

Discovery cohort
(JHU, MBD-seq)

Validation cohort
(TCGA, HM450K)

高メチル化腫瘍 高メチル化腫瘍

DNAメチル化を指標としたサブタイプ分類

Ando M, et al.
Nat Commun 2019;10:2188.  



HPV関連中咽頭癌のエピゲノム変化は、

プロモーター領域よりも TSS に注目すべき
（転写開始点）

（国立がん研究センター研究所HP）

まとめ
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Mathematic side 
or biology side?

Biology side.

A new era of 
computational analysis !

Dr. Califano
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