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研究成果の概要（和文）：今回我々は未知の遺伝子を含め、高メチル化/低メチル化異常を網

羅的に解析する新たな手法を開発した。本研究には食道がんの治療効果に関連性のある新たな

メチル化異常遺伝子を同定すべく、食道がん 6 症例（放射線化学療法前/後の腫瘍部/非腫瘍部

生検 12サンプル）を用い、CYP26C1遺伝子を網羅的メチル化解析から同定した。検証セットで

ある食道がん 34 症例（124サンプル）を用い解析を行ったところ、CYP26C1遺伝子のメチル化

は非腫瘍部と比較して有意に腫瘍部に高メチル化を認めた。 

 

研究成果の概要（英文）：Tumor and adjacent normal tissue biopsy specimens were obtained 

before/after treatment from 34 patients (124 samples) treated with a uniform CRT protocol. 

We analyzed genomewide DNA methylation of 12 non-treated test samples (T and matched ADJ: 

6 each) by methylated CpG island amplification and microarray (MCAM) method, and selected 

candidate genes that were highly methylated in T compared to ADJ. CYP26C1 was selected 

by unsupervised hierarchical clustering after MCAM in test samples, and was also ranked 

in the top 5 of both molecular & cellular function networks as a drug metabolism category. 

CYP26C1 DNA methylation was significantly higher in T than ADJ in both test and validation 

samples. CYP26C1 has a CpG island in promoter area, which is highly methylated in T of 

ESCC patients.  
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１． 研究開始当初の背景 

 
食道がんの治療は「手術療法」又は「放射線
化学療法」であるが、放射線治療後の救済手
術療法が悲惨な成績であることから、現在で
は化学療法の先行後に「手術療法」もしくは
「放射線化学療法」を選択している。しかし、
食道がんにおける臨床的な最大の問題点は
化学療法の効果予測が出来ないことにある
（化学療法は限られた患者には非常に効果
が高いが、そうでない患者には貴重な外科治
療へのタイミングを失うことになり、悲惨な
予後をたどることになる）。 
今回我々は未知の遺伝子を含め、高メチル化
/低メチル化異常を網羅的に解析する新たな
手法を開発した。すでに遺伝子メチル化異常
が抗腫瘍剤効果に重要な関連性があること
が報告されはじめており（MGMT とニトロ
ウレア系薬、CHFR と微小管阻害剤など）、
まさに我々の解析方法は新たな「カギ」とな
るメチル化異常を網羅的に突きとめるのに
適任といえる。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究は進行食道がん症例に対し我々が新
たに開発した低メチル化/高メチル化解析ア
レイ法（H/H-MCA マイクロアレイ法）を行
い、薬剤治療（抗腫瘍剤）感受性との関連性
を明らかにすることにより抗腫瘍効果予測
診断に応用することを目的とする。 
我々のメチル化解析手法は臨床検体に特化
して開発され、メチル化の「あり/なし」では
なく、「高メチル化/低メチル化」を高精度に
評価可能である。既存の網羅的メチル化解析
法を明らかに凌駕する超網羅的メチル化ア
レイ解析である。すなわちプロモーターCpG
アイランド解析に限らずエクソン, イントロ
ン, 非コーディング領域をも含むものである。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 食道がん生検サンプルから gDNAを抽出

し、H/H-MCA マイクロアレイ法を用いて
薬剤感受性に関連のある候補遺伝子解析
を選出。 

(2) 定量性に優れる Pyrosequencing法を用
い、メチル化候補遺伝子に関して確認解
析を行う。 

(3) データを統計学的解析し、食道がん治療
決定システムのプログラムを完成させる。 
 

４． 研究成果 
 

網羅的なメチル化マイクロアレイ解析を行
った後、クラスター解析により CYP26C1遺伝
子の同定がなされた。本遺伝子は、薬剤代謝
に関連が示唆され、治療効果予測との関連性
に期待をもてる可能性があるものの、その遺
伝子機能の詳細報告は極めて少ない。しかし
ながら、この解析結果はテストセットサンプ
ルだけでなく、臨床検証セットである食道が
ん 34 症例（放射線化学療法前/後の腫瘍部/
非腫瘍部生検 124サンプル）においても同様
に、CYP26C1 遺伝子のメチル化は非腫瘍部と
比較して有意に腫瘍部に高メチル化を認め
た(p<0.04, T: 60.7±7.6, ADJ: 44.5±11.5)。
興味深いことにいくつかの症例では、非腫瘍
部においても高メチル化異常を呈しており、
腫瘍部と非腫瘍部ともにメチル化レベルの
低下が確認された(T: p<0.01 (45.1±18.3 to 
31.6±14.9), ADJ: p<0.0001 (43.8±10.3 to 
30.5±13.8))。この現象は、遺伝子グローバ
ルなメチル化の指標となる LINE1メチル化に
おいても、腫瘍、非腫瘍部ともにメチル化レ
ベルの上昇が認められた (ADJ: p<0.004 
(54.5±17.7 to 67.0±7.0)。以上より、食
道がんにおいて、とくに腫瘍部に高メチル化
異常を示す CYP26C1遺伝子の同定に成功した。
また非腫瘍部においても数症例は高メチル
化を示していたが、放射線化学療法後には、
腫瘍部、非腫瘍部ともにメチル化レベルが低
下することが確認できた。この現象は LINE1
メチル化においても同様の結果であった。こ
の解析結果は、食道がんの特性である同時多
発病変の影響による可能性が示唆され、腫瘍
部のみの摘出治療を根治的に行うことが出
来たとしても、周囲の非腫瘍部に CYP26C1 の
高メチル化や LINE1の低メチル化を認める場
合には十分な注意が必要である可能性が示
唆された。 
 
図１網羅的メチル化解析（MCAM） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
図２検証セットにおける CYP26C1 遺伝子と
LINE1 のメチル化解析 
(Pre: 放射線化学療法前、Post: 放射線化学
療法後) 
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