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研究成果の概要（和文）：食道手術は解剖学的に最も困難な手術の１つであり、術後管理も難しい。近年では術
前補助療法として化学放射線療法が施行されているが、一方で高齢者への術前補助療法の施行は患者の体力を消
耗し、周術期管理をより困難にする場合がある。本研究では、術前補助療法の奏効に関連する分子マーカーの探
索を目的とした。術前補助化学(放射線)療法を施行した食道扁平上皮癌切除症例の奏効症例と非奏効症例におい
て、発現レベルが異なる遺伝子をトランスクリプトーム解析により見出した。これらの遺伝子のプロモーター領
域のDNAメチル化状態について解析したところ、奏効症例と非奏効症例において有意差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is an aggressive form of cancer. 
Surgery and combined therapies, such as chemotherapy, radiotherapy, or synchronous 
chemoradiotherapy, have significantly developed in the past several years. To improve the survival 
rate of ESCC, identifying new markers to predict efficacy of preoperative chemotherapy and/or 
irradiation is urgently needed. The aim of this study is to identify differences in gene expression 
and epigenetic alterations between between responders and non-responders who have received 
neoadjuvant chemotherapy or chemoradiotherapy before esophagectomy for ESCC. We performed 
integrative transcriptomics by RNA sequencing and methylome sequencing by methyl-DNA 
immunoprecipitation (MeDIP) analysis. We found genes whose expression levels were different between 
responders and non-responders; however, there was no difference in their DNA methylation levels 
between responders and non-responders.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
 
食道手術は解剖学的に最も困難な手術の１
つであり、術後の管理も難しい。化学放射線
療法の有効性を示すエビデンスに基づき、近
年では術前補助療法として標準的に施行され
ているが、一方で高齢者への術前補助療法の
施行は患者の体力を消耗し、周術期管理をよ
り困難にする場合がある。申請者はこれまで
に、エピジェネティック変化による正常な組
織構造および重層扁平上皮細胞機能の維持に
必要な分子の発現異常を食道扁平上皮癌で見
出しており、食道粘膜におけるエピジェネテ
ィックな変化はその症例の持つ様々な背景リ
スクを反映すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、エピジェネティック変化に着目
し、術前補助療法の奏効性に関与する分子マ
ーカーを探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）化学(放射線)療法感受性に関連する分
子の網羅的解析：術前に化学(放射線)療法を
施行した食道手術症例のうち、年齢、全身合
併症の症状の有無、喫煙・飲酒などの背景因
子を考慮した治療奏功症例および非奏功症例
を抽出し、その食道手術組織の病変部、非病
変部を対象としてトランスクリプトーム解析、
メチローム解析を施行した。トランスクリプ
トーム解析は、食道検体組織より抽出したRNA
よりRNA-seqライブラリーを作製し、次世代シ
ークエンサーにより網羅的に解析した。メチ
ローム解析は、同一の食道検体組織より抽出
したDNAに対してメチル化CpG結合タンパク質
(MBD2)を用いた免疫沈降(MeDIP)を行い、得ら
れたDNAから作製したライブラリーを次世代
シークエンサーにより網羅的に解析した。 

（２）化学(放射線)療法感受性に関連する分
子の探索：１で得られたデータのバイオイン
フォマティックス解析により、術前補助化学
(放射線)療法奏効症例と非奏効症例で発現レ
ベルの異なる遺伝子(DEG)ならびにDNAメチル
化レベルが異なる領域(DMR)を検索し、統合し
た。  

（３）２で見出した分子の発現やエピゲノム
異常が、食道手術前補助化学(放射線)療法の
効果予測マーカーとして有用か否かを評価し
た。遺伝子発現については、リアルタイムPCR
法によるmRNA発現と、抗体を用いた組織染色
による蛋白質発現を検討した。DNAメチル化状
態については、Pyrosequence法により定量的
に解析した。 

４．研究成果 
 

（１）RNA-seq によるトランスクリプトーム
解析により、術前補助化学(放射線)療法奏効
症例と非奏効症例において発現レベルの異
なる遺伝子を見出した。その遺伝子のプロモ
ーター領域におけるDNAメチル化状態を解析
するために、Pyrosequence 法による DNA メチ
ル化定量法を確立して検証した。その結果、
奏功症例と非奏功症例の間に有意な差は認
められなかった。MeDIP-seq によるメチロー
ム解析データのバイオインフォマティック
ス解析においても、奏功症例と非奏功症例間
で DMR は見出されなかったことから、DNA メ
チル化状態の違いは補助化学(放射線)療法
治療応答性に関連していない可能性が示さ
れた。 
 
（２）トランスクリプトーム解析において、
奏功症例と非奏功症例で発現レベルが異な
った遺伝子については、リアルタイム PCR 法
による遺伝子発現変化の確認に加えて、抗体
を用いた組織染色による多検体を対象とし
た後向き検討を行った。抗体を用いた染色性
を指標とした場合、補助化学(放射線)療法に
対する治療応答性と関連する分子は見出さ
れなかったが、単変量解析において食道扁平
上皮癌の予後と関連するマーカー分子が見
出され、そのうち KLK13 は多変量解析におい
ても予後マーカーとして有用であった。 
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