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研究成果の概要（和文）：われわれは精巣腫瘍 DNA には脱メチル化を基本とする興味深い特性が
存在することを見出し、その臨床応用への可能性についても呈示してきた。本研究では精巣腫
瘍ゲノムが脱メチル化状態に維持されていることが、精巣腫瘍発生のトリガーになりうるとの
仮説にもとづき散在性反復配列(利己遺伝子）の脱メチル化による新たなヒト精巣腫瘍発がんモ
デルの構築を目指して研究を行い精巣腫瘍関連新規分子として DNMT3L を見出した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Our group has continuosly studied on epigenetics of testicular germ cell tumors (TGCTs) 

and shown that DNA of TGCTs has distinctive demethylated DNA profiles that differ from 

those of somatic tissue-derived cancers or somatic tissues (Int J Androl 2007). We have 

already described the potential clinical utility of this unique methylation phenotype in 

TGCTs with regard to developing a novel tumour marker. In this study, we have tried to 
establish a new tumorigenesis model based on abnormal demathylation of DNA repetitive 

elements in TGCTs. Through this study, we have obtained evidence that DNMT3L is a novel 

marker and is essential for the growth of human embryonal carcinoma (Clin Cancer Res 
2010). Also, we have shown that unique methylation patterns of DNA repetitive elements are present in 

TGCTs. These methylation patterns most likely reflect the origin of these cells.  Further elucidation of 

the mechanisms behind the maintenance of DNA hypomethylation in TGCTs is necessary in order to 

clarify the basic biology of this unique neoplasm.  
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１．研究開始当初の背景 

われわれのグループは精巣腫瘍のエピジ

ェネティックスとその制御機構について先

端的研究成果を報告し, 精巣腫瘍 DNAには脱

メチル化状態という体細胞由来の癌とは異

なる興味深い特性が存在することを見出し、

さらに新規 DNAマーカーとして利用するとい

う臨床応用の可能性についても呈示してき

た。一方で精巣腫瘍 DNA の脱メチル化を基盤

としたとき、どのような発癌モデルが考えら

れるかを考察した結果、精巣腫瘍固有のエピ

ジェネティックス特性に立脚した新たな発

癌機構モデルとして、散在反復配列の制御破

綻（脱メチル化）による精巣腫瘍発癌機構と

いうモデルを考えるに至った。さらに精巣腫

瘍において脱メチル化というエピジェネテ

ィックプロフィールを規定する因子をさま

ざまな角度から検討することにより新規マ

ーカーを含めた新たな知見が得られると考

えた。 

２．研究の目的 

本研究では精巣腫瘍ゲノムの脱メチル化

という特徴に立脚した精巣胚細胞腫瘍固有

の発癌モデルの構築をめざし、この中で精巣

腫瘍のエピジェネティックス維持に keyとな

る分子を同定することにより、新たな精巣腫

瘍治療や診断の方向性を開拓したいと考え

た。これらの Key player の候補としてわれ

われは散在反復配列、micro RNA をはじめと

する non-coding RNA、DNA methyltransferase, 

ヒストンテールの脱メチル化、クロマチンリ

モデリング因子、幹細胞遺伝子群、RNA 修飾

遺伝子が重要であると考えており、これらの

因子が精巣腫瘍発癌に果たす役割を明確に

し、これらの後成的異常による精巣腫瘍の発

癌新規モデルを構築する。さらにこれらを一

歩進めて精巣腫瘍感受性新規薬剤の可能性

となる標的遺伝子の同定や新規 DNAマーカー

の確立をめざす。 

３．研究の方法 

・既知のメチルトランスフェラーゼについて

RT-PCR により正常精巣組織、精巣腫瘍組織、

精巣腫瘍細胞株、体細胞癌細胞株における発

現を検討し、転写レベルで精巣腫瘍特異的な

メチルトランスフェラーゼを探索した。 

・上記の結果からスクリーニングされた

DNMT3L は精巣胚細胞腫瘍固有のエピジェネ

ティクス規定因子となりうるとの仮説から、

ヒトでの DNMT3L 抗体を模索し、最終的には

ヒト DNMT3L の全長蛋白を含む GST 融合タン

パク質を作成し、これを用いて DNMT3L に対

するポリクローナル抗体を独自に作成した。 

・作成した抗体が、ヒト DNMT3L を認識する

かをウェスタンブロットで検討した。 

・精巣腫瘍細胞において DNMT3L 蛋白の生物

学的役割を検討するために、siRNA 法による

DNMT3L 発現抑制を行い、その影響について細

胞生物学的に検討した。 

・作製した抗ヒト DNMT3L 抗体を用いて多数

の臨床検体で免疫染色を行い、新規精巣腫瘍

マーカーとしての DNMT3Lの意義を検討した。 

・精巣腫瘍組織および精巣腫瘍由来細胞株と

体細胞由来癌組織、体細胞由来癌細胞株より

DNA を抽出し、これらをもちいてヒト散在性



反復配列 (LINE1および Alu1) のメチル化プ

ロフィールを検討した。 

・精巣腫瘍株において DNMT3L をノックダウ

ンした細胞を作成し、DNMT3L によるヒト散在

性反復配列 (LINE1および Alu1) のメチル化

プロフィールの変化を検討した。 

４．研究成果 

 ・精巣腫瘍では胎生期特異的メチルトラン

スフェラーゼである DNMT3L の mRNA が特異的

に発現していた。DNMT3L の転写産物は 50 を

超える他の体細胞由来の細胞株では全く発

現がみられなかった。 

・ DNMT3L は精巣胚細胞腫瘍固有のエピジェ

ネティクス規定因子になりうるとの仮説か

ら、ヒト DNMT3L の全長蛋白を含む GST 融合

タンパク質を作成し、これを用いて DNMT3L

に対するポリクローナル抗体を独自に作成

した。作製した抗体は極めて特異性、感度と

も優れ、DNMT3L 発現ベクターを導入した 293

細胞において目的とするヒト DNMT3L 蛋白を

認識した。さらにヒト胎児性癌由来細胞株

（精巣腫瘍由来株）およびヒト ES 細胞にお

いても、特異的に DNMT3L を認識した。 

さらに胎児性癌由来細胞株（精巣腫瘍由来細

胞株）において、siRNA 法による DNMT3L 発現

抑制を行った結果、DNMT3L が抑制された胎児

性癌細胞では、アポトーシスによる細胞死が

見られた。 

・作製した抗ヒト DNMT3L 抗体を用いて多数

の臨床検体で免疫染色を行った結果、DNMT3L

は、精巣腫瘍のうち胎児性癌にきわめて特異

的な染色性を示した。従来胎児性癌のマーカ

ーとして使用されてきた幹細胞遺伝子マー

カーである OCT4, NANOG, SOX2 との比較も行

ったが、DNMT3L は胎児性癌細胞の検出につい

て感度、特異度とももっとも優れていること

がわかった。 

以上より、胎児期特異的メチルトランスフェ

ラーゼ DNMT3L がヒト胎児性癌に特異的マー

カーであり、また胎児性癌の増殖に必須のタ

ンパクであることを示した 

 ・従来から男性不妊症は精巣腫瘍の発生頻

度を高める要因としてよく知られているが、

両者をつなぐ分子は同定されていなかった。

本研究成果により、胎生期生殖細胞に短期的

に発現し将来の精巣機能を決定する胚性因

子である DNMT3L が、ヒト胎児性癌の増殖因

子であり、かつ新規マーカーであることを示

し、このことは、妊孕性と精巣腫瘍を考える

上で DNMT3L が大変重要な分子であることを

意味する。 

 ・精巣腫瘍にはヒト散在性反復配列 

(LINE1および Alu1)おいて腫瘍特異的な脱メ

チル化がおこっており、そのメチル化パター

ンは精巣腫瘍の起源細胞である胎児期の始

原生殖細胞のそれに近似するものと考えら

れた。 
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