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研究成果の概要（和文）： 下顎歯肉癌 2 例の摘出標本から健常部（N）、異型上皮部（D）、癌

部（C）の組織検体を採取し、ゲノム DNAを抽出、illumina HumanMethylation27 にて DNA

メチル化解析し、統計解析を行った。N群→D 群→C群で段階的にメチル化レベルが上昇した

遺伝子は、EPDR1、FOXL1、FLJ21159、HOXB4、PRAC、DAPK1、FLJ46156、WDR8、

BARHL2、NFAM1 など、一方、段階的にメチル化レベルが低下した遺伝子は、MEGEA3、

GJB7、MFAP2、GPLD1、LOC348645、MEGEA6、FCN2、CCL1、SLC24A2、C9orf84な

どであった。今後、個人差解消のため症例を増やす必要がある。 

 
研究成果の概要（英文）： We obtained a tissue specimen of normal tissue (N), epithelial 

dysplasia (D) and cancer (C), and extracted genomic DNA from the sample of two 

carcinoma of mandibular gingiva. We analyzed DNA methylation using illumina 

HumanMethylation27 and conducted the statistical analysis of the results. The gene which 

a methylation level rose to progressively in N group → D group → C group was EPDR1, 

FOXL1, FLJ21159, HOXB4, PRAC, DAPK1, FLJ46156, WDR8, BARHL2, NFAM1. 

Conversely, the gene which a methylation level decreased progressively was MEGEA3, 

GJB7, MFAP2, GPLD1, LOC348645, MEGEA6, FCN2, CCL1, SLC24A2, C9orf84. For the 

cancellation of the individual difference, it will be necessary to increase cases in future. 
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１．研究開始当初の背景 

 癌の発生や進展には、癌遺伝子の活性化と
癌抑制遺伝子の不活性化が関与しており、現

在までに様々な癌に関して、突然変異や染色
体欠失など、塩基配列の変化すなわちジェネ
ティックな変化を中心に解明が進められて
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きた。これに対して近年、個体の発生や分化
の際のプログラム制御、様々な疾患における
遺伝子発現制御の機構として、塩基配列の変
化を伴わないエピジェネティックな変化が
注目されている。特に癌に認められるエピジ
ェネティックな変化には、①ゲノムワイドな
低メチル化、②特定ゲノム領域の高メチル化
があり、①はゲノム不安定性を誘発して発癌
に関与していると考えられ、②は癌抑制遺伝
子のプロモーター領域の CpG アイランドの
メチル化により、癌抑制遺伝子を不活性化す
る機構として知られている。 

 口腔扁平上皮癌のエピジェネティックな
変化に関しては、最近盛んに研究が進められ、
こ れ まで に CDKN2A, CDH1, MGMT, 

DAPK1 (Ha PK, Califano JA. Lancet Oncol 

7: 77-82, 2006), LRP1B (Nakagawa T, et al. 

Cancer Sci 97: 1070-1074, 2006), 

PRTFDC1 (Suzuki E, et al. Oncogene 26: 

7921-7932, 2007), RASSF2 (Imai T, et al. 

Cancer Sci 99: 958-966, 2008), MTNR1A 

(Nakamura E, et al. Cancer Sci 99: 

1390-1400, 2008)などの癌抑制遺伝子の高メ
チル化が発癌に関与していると報告されて
いる。 

 ところで、DNA の異常メチル化には、加
齢やウイルス感染、炎症など様々な環境要因
に影響を受けている。大腸においては、潰瘍
性大腸炎に伴う異型上皮で様々な遺伝子に
高メチル化が認められ、その異型度に相関し
て有意にメチル化が増加している(Sato F, et 

al. Cancer Res 62: 1148-1151, 2002; Sato F, 

et al. Cancer Res 62: 6820-6822, 2002)。ま
た、正常上皮でも、異型上皮を認める症例で
は、異型上皮を認めない症例よりも有意にメ
チル化レベルが高い。これらから大腸上皮で
は、前癌段階でエピジェネティックな変化が
起こり、その後、様々な遺伝子発現の抑制を
介して癌化を生じるのではないかと考えら
れる。 

 一方、口腔扁平上皮癌は、浸潤癌周囲に白
色病変（異型上皮）が拡がっていることが多
く、その周囲の一見正常上皮と思える箇所で
も、何らかの異形成が認められることを多く
臨床上経験している。これらは、大腸上皮と
同様に、口腔粘膜でも加齢や炎症などの影響
でエピジェネティックな変化を生じ、その後
に多段階のエピジェネティックな変化によ
って異型上皮から発癌へと進行しているも
のと予想されるが、これまでに同一個人にお
ける異型上皮を含めた段階的なエピジェネ
ティックな変化に関しての検索はなされて
いない。 

 欧米では、最近、癌におけるエピジェネテ
ィクス制御異常の解除を目指した治療が試
みられている。これは、ジェネティックな変
化が非可逆的であるのに対し、エピジェネテ

ィックな変化は可逆的であり、DNA メチル
化阻害剤などにより脱メチル化し、遺伝子発
現を正常化させることが可能であり、骨髄異
形成症候群などにおいてその有用性が報告
されている。 

 したがって口腔扁平上皮癌において、前癌
病変である異型上皮からの段階的なエピジ
ェネティックな変化を検索することは、口腔
扁平上皮癌に発癌メカニズムを明らかにし、
更に癌のみならず前癌段階で生じた変化を
リプログラミングの手法により正常化させ
る新たな治療の開発が期待され、加えて異型
上皮発症前の診断および予防法の確立にも
寄与するものと思われる。 

 

２．研究の目的 

(1) 口腔扁平上皮癌および異型上皮に早期か
ら生じるエピジェネティックな変化を明ら
かにする。 

 口腔扁平上皮癌とその周囲に拡がる異型
上皮および正常粘膜の DNA メチル化解析を
行って、発癌過程の早期から生じるエピジェ
ネティックな変化を明らかにする。 

(2) 異型上皮から発癌に至る段階的なエピジ
ェネティックな変化を明らかにする。 

 患者毎に異型上皮と浸潤癌の両者あるい
は一方に高メチル化を認める癌抑制遺伝子
の同定とその程度を検証し、診断に有用なマ
ーカーの選定し、今後の治療法や予防法の開
発への応用を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 組織検体の採取 

 新潟大学歯学部倫理委員会の審査と承認
（承認番号 21-R29-10-03）を受け、新潟大学
医歯学総合病院口腔外科顎顔面外科診療室
を受診した口腔癌患者のうち、口腔扁平上皮
癌の周囲に白色病変（異型上皮）を認めた 2

症例に、研究の主旨を説明して同意書に署名
をいただき、手術時に切除した摘出標本から、
癌病巣部（C）、異型上皮部（D）、安全域と
して余剰に切除した正常粘膜部（N）からそ
れぞれ研究用検体を採取した。 

 症例の内訳は、症例 1は 70歳男性、症例 2

は 48歳男性で、いずれも下顎歯肉癌であっ
た。 

(2) DNA メチル化解析 

 組織検体は、MBL社の DNAマイクロアレ
イ受託解析に外注してゲノム DNA を抽出後、
バイサルファイト処理、全ゲノム増幅（1000

倍以上）と断片化（300～600bp 程度）処理
をした後、illumina HumanMethylation27

のアッセイにてビーズチップとのハイブリ
ダイゼーション、ポリメラーゼによる一塩基
伸長を行った後、スキャナによりデータを読
み取り、14,000以上の遺伝子から選択された
27,578の CpG サイトの DNAメチル化レベ



 

 

ルの定量化を行った。 

 

(3) 統計解析 

 得られたデータは、それぞれの検体間の差
分解析を行った後、抽出・比較分析を行って
2症例の N群、D群、C群と段階的に DNA

メチル化レベルが変化していた遺伝子を抽
出した。 

 差分解析において、メチル化レベルが高い
（1に近い）場合は赤、低い（0に近い）場
合は緑で表示した。また、信頼性の低い値は
除外し、2検体間のβの差分を取ったものを
本解析の結果とした。なお、2検体間に 0.15

以上の差が見られた場合、メチル化レベルに
違いがあると判定した。 

 抽出・比較分析においては、β値に差のな
い CpGサイトを抽出するため、2症例間で差
分値 0.15未満のものを抽出後、β差分値 0.05

以上かつ変動係数 0.2以上の CpGサイトを
除外し、各群の 2データの平均を取って、3

群の差分値および変動比を計算した。 

 なお、本来は有意差検定の方が理想ではあ
るが、3症例以上でなければ有意差検定を用
いることができないため、本研究では、以上
の方法にて統計解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 結果 

 2 症例間でメチル化レベルの差が少なく
（β差分差 0.15未満）、N群→D 群でメチル
化レベルが上昇した遺伝子は、ELMO1

（+0.3862）、CD38、TRIM58、EPDR1、FLT3、
SHANK2、SORCS3、RGS7、ONECUT2、
POU4F1などで、D群→C群でメチル化レベ
ルが上昇した遺伝子は、HOXB4（+0.4321）、
NFAM1、HSF4、DLEC1、DAPK1 など、
メチル化レベルが低下した遺伝子は、GPLD1

（-0.4360）、MFAP2、GJB7、MAGEA3、
CCL1などであった。また、N群→C群にお
いてメチル化レベルが上昇した遺伝子は、
CA8（+0.6906）、ZNF625、ZNF132、ZNF542、
WNT9B、ZFP41、FLJ37549、EPHA5、GPX7、
ADCY4などであった。 

 2 症例間でメチル化レベルの差が少なく、
N 群、D群、C群で段階的にメチル化レベル
が上昇した遺伝子は、EPDR1、FOXL1、
FLJ21159、HOXB4、 PRAC、DAPK1、
FLJ46156、WDR8、BARHL2、NFAM1、
ST6GALNAC5、DLEC1、DCC、ADAMTSL1、
ATP5G2、EOMES、POU4F2、TSPYL5、

POU3F1、LYN、RBP5、SERPING1などで
あった。一方、段階的にメチル化レベルが低
下した遺伝子は、MEGEA3、GJB7、MFAP2、
GPLD1、LOC348645、MEGEA6、FCN2、
CCL1、SLC24A2、C9orf84、FLJ38451、
FAM12B、 SFTPD、 Cxorf20、 FABP1、
RUNX2などであった（下図）。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 (2) 考察 

 潰瘍性大腸炎に伴う異型上皮では、様々な
遺伝子に高メチル化が認められ、その異型度
に相関して有意にメチル化が増加している。
一方、口腔扁平上皮癌に関して様々な癌抑制
遺伝子の高メチル化が報告がされているが、
浸潤癌周囲に拡がる異型上皮のエピジェネ
ティックな変化との関連について検索した
報告はなかった。 

 そこで私たちは、口腔扁平上皮癌の発癌過
程において、前癌段階の早期にエピジェネテ
ィックな変化が生じ、その後、多段階のエピ
ジェネティックな変化が加わって、異型上皮
から発癌へと進行しているものと予測し、こ
れには同一個人の浸潤癌とその周囲に拡が
る異型上皮および正常粘膜におけるメチル
化状態を定量的に解析し、多人数について比
較検討を行う必要があると考えた。 

 しかしながら、今回の研究では、得られた
症例は 2例のみであり、以上のデータは、個
体差による影響が大きいと考えられるため、
今後は症例数を増やし、再検討を行っていく
必要がある。 

 将来的には、口腔粘膜に生じる炎症（歯周



 

 

炎や金属アレルギー等）や前癌状態（口腔扁
平苔癬等）にも検索を拡げ、口腔粘膜に特徴
的なエピジェネティックな変化を明らかに
し、発癌メカニズムの解明、発癌リスクの予
測に役立つものと考えている。 

 更に、口腔扁平上皮癌の発癌メカニズムの
一端が明らかになることにより、口腔扁平上
皮癌患者においては、エピジェネティクス制
御異常の解除を目指した新たな治療法の開
発が期待でき、QOL の向上、治療成績の向
上につながり、患者にとって多くの利益をも
たらすと考えられる。 

 また、前癌段階の早期に認めるエピジェネ
ティックな変化や発癌過程での段階的変化
を明らかにすることにより、異型上皮や正常
粘膜の段階での発癌リスクの診断、早期に生
じたエピジェネティックな変化を可逆的に
正常化させる新たな癌予防法の開発が期待
でき、癌発症前の国民にとっても有意義なも
のと考えられる。 
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