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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌(ESCC)の「個別化医療」実現のため、体系化されたプロトコールで治療され
た臨床検体と臨床情報を収集し、これらを対象に次世代シーケンサーとアレイによりオミックス(配列、コピー数、メ
チル化、発現)情報を抽出、統合することにより、分子マーカーを用いてESCCの悪性度や治療効果を予測するためのア
ルゴリズムを構築した。さらに統合データを用いて診断や治療の標的遺伝子候補の探索と同定を行い、ESCCのみならず
他のがんでも、本アプローチが応用可能で有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）： In order to make personalized medicine for esophageal squamous cell carcinoma (ES
CC) , omics data were obtained from tumor samples with detailed clinical data in patients with ESCC treate
d by sufficiently systematized protocols through next generation sequencing- and microarray-based methods,
 and integrated. Through this approach, we constructed algorisms to perform the estimation of malignancy a
nd prognosis of ESCC using molecular markers. In addition we identified novel candidate genes for a diagno
stic, prognostic, prophylactic and/or therapeutic target in ESCC as well as other cancers, indicating our 
approach to be useful and widely applicable for various types of cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
癌研究の分野では、ヒトゲノムプロジェクト
の進行に伴い分子レベルでの病態解明を目
指した網羅的解析が精力的に推進され、塩基
配列やコピー数（ゲノム）、遺伝子発現（ト
ランスクリプトーム）、蛋白発現（プロテオ
ーム）をはじめ膨大なオミックス(Omics)情
報が蓄積されてきた。2007 年には次世代シー
ケンサーが登場して疾患ゲノム研究のビッ
グバンが起こり、癌研究分野でも 2008 年か
ら始動した国際癌ゲノムコンソーシアム
（International Cancer Genome Consortium; 
ICGC）など国際協調型大型プロジェクトの展
開によって、小規模で従来型のアプローチで
は検出が困難であった新規癌関連遺伝子異
常の同定が期待され、実際に様々な成果を挙
げている。その一方で、大規模配列解析能力
と情報科学機能を備える拠点型研究でも、癌
細 胞 におい て 検出さ れ る膨大 な 数 の
Passenger変異と真のDriver変異とを区別す
ることは容易でなく、統計的な解釈のみでは
解決できないことも解ってきている。このた
め、個別研究では、次世代型アプローチで検
出される病態との関連が不明な癌関連遺伝
子候補とその異常の「癌化過程で鍵となるパ
スウェイ異常」における臨床的・生物学的意
義を評価していくことが、今後癌の臨床応用
において、これら遺伝子を標的にした各病
型・各症例特異的な予防･診断･治療･治療効
果予測など「個別化医療」を実現していく上
できわめて重要であると考えられる。 

研究代表者は、 bacterial artificial 
chromosome(BAC)クローンを搭載した高精
度・高密度アレイ CGH システム開発を実現し
（特定領域研究：研究代表者、平成 12年-21
年）、これを用いた潜在的ゲノムコピー数解
析・エピゲノム解析を基盤に癌ゲノム解析研
究を推進してきた。多くの報告が単に異常の
記述に留まっていたのに対し、臨床的意義
（遺伝子発現量の予後に与える影響）あるい
は生物学的意義（遺伝子発現量の増加・抑制
が癌細胞の悪性形質に与える影響）まで検討
することで、個々の遺伝子の癌関連遺伝子と
しての意味付け（アノーテーション）を行っ
てきた。しかし、細胞株を起点とした研究に
は数の制限、多様性の制限、形質によるグル
ープ化が困難などの限界があった。 

このため新たなアプローチとして、詳細な
臨床情報を完備する高品質の臨床検体(治療
前生検や手術標本、血液)を対象に、形質の
違いに着目して、次世代型テクノロジーと数
理情報解析とを駆使して、病態に関わるバイ
オマーカーの選択と組み合わせによる多角
的悪性度予測、特に臨床的有用性を期待でき
る治療反応性予測アルゴリズム構築、ならび
に治療抵抗症例での効果が期待できる新規
治療標的分子探索を行うことを着想した。 
 
２．研究の目的 

本研究は、食道扁平上皮癌（ESCC）の「個

別化医療」実現のため、詳細な臨床情報を付
帯した高品位臨床検体を対象に、次世代型テ
クノロジーを駆使して抽出するOmics情報を
基盤に臨床情報と組み合わせた高度数理解
析を行うことで、ESCC の新たな悪性度予測、
特に各種治療の効果予測アルゴリズムを構
築すると共に、分子標的治療を可能にする標
的遺伝子候補とその異常を探索することを
目的とする。構築されたアルゴリズムは、臨
床の場で利用可能な手法に置き換えること
を目指して修正されたうえで Validation さ
れること、治療標的遺伝子候補は、in vitro
で癌の病態との関連ならびにその分子機序
まで検討して治療標的としての意義を明ら
かにすること等の過程を経ることで、本腫瘍
の克服のための橋渡し研究の加速をめざす。 
 
３．研究の方法 
以下の方法で進めることを計画した。 
(1) ESCC臨床例からの臨床検体と派生するバ
イオリソース、臨床情報収集 
 体系化されたプロトコールで治療された
ESCC 臨床例の登録、臨床材料の連結可能匿名
化後のバンクへの保存、各種バイオリソース
の抽出・保存、ならびに ESCC 臨床情報デー
タベース作成を行う。得られる癌部・非癌部
の組織は可能な限りマイクロダイセクショ
ンを行い純度の高い材料を得る。またパラフ
ィン包埋された固定組織は、個別に切片とし
て用いる以外に、組織アレイ作製に供する。
臨床情報は、連結可能匿名化後情報解析に必
要な情報を抽出しデータベースで管理する。 
(2) ESCC臨床例のOmics解析 

ゲノム解析技術を集約し、情報解析に供さ
れるOmics情報を臨床検体から得る。 
①網羅的遺伝子発現解析（miRNA、全エクソン
解析によるスプライシング、exosomeを含む） 

治療前生検検体ならびに手術時検体の癌
部、非癌部からの網羅的 mRNA、miRNA の発現
情報を、マイクロアレイや次世代シーケンサ
ーを用いて取得する。血清から抽出される
exosome 内の遺伝子に関しても、ESCC 細胞株
培養液中に癌細胞から放出されるexosome内
遺伝子を陽性コントロールにして検討する。 
②網羅的ゲノム配列解析とコピー数解析 

全エクソンの塩基配列解析とコピー数解
析を、次世代シーケンサーあるいはsingle 
nucleotide polymorphism(SNP)アレイやBAC
アレイを用いて行う。解析は、癌部ならびに
非癌部あるいは白血球由来正常細胞を対象
に、ペアで比較し、配列やコピー数の情報解
析は施設内のサーバー上に構築する独自の
パイプラインで行う。 
③ 網羅的エピゲノム（DNA メチル化）解析 
 網羅的 DNA メチル化解析には、バイサイフ
ァイト処理DNAを用いたアレイ解析あるいは
メチル化 DNA を特異抗体で免疫沈降した後
CpG アイランドあるいはプロモーター領域特
異的ゲノムアレイにハイブリダイズさせる
アレイ解析で行う。 



(3) ESCC臨床例のOmics情報と臨床情報とを
基盤とする情報解析による治療効果アルゴリ
ズムの構築とそのバリデーションならびに候
補癌関連遺伝子の探索 
 得られたOmics情報と臨床情報とを統合し、
ESCC症例の治療法に対する反応性予測因子あ
るいはその組み合わせの抽出を試みる。情報
を統合した指標に置き換える、あるいは強力
な既存因子と独立する因子を探索することで
パラメータを減らし、反応性予測精度を高く
する。さらに潜在的ESCC関連パスウエイの抽
出から、パスウエイ異常の治療抵抗性との関
連についても検討する。これらにより、新規
の治療効果予測アルゴリズムを構築し、独立
した検体での確認（validation）を行う。 
(4)治療効果アルゴリズムの臨床応用を考慮
した改変とそのバリデーション 

得られたアルゴリズムの臨床応用を目指
し、mRNAなどの発現はリアルタイムPCRや免
疫染色、配列解析やDNAメチル化はリシーケ
ンス法など、各因子の情報取得が容易な系に
置き換える。必要に応じてcut off値の最適
化や因子の入れ替えを行い、簡便で汎用性の
有る治療効果予測アルゴリズムを構築し、独
立した検体でvalidationを行う。 
(5) 候補癌関連遺伝子のタンパク発現解析と
in vitro機能解析 

異常が検出された治療標的遺伝子候補のう
ち、新規あるいは機能未知なものについて、
ESCC組織におけるmRNAやタンパク発現確認と
臨床因子との関連解析、あるいはin vitroで
のESCC癌細胞株を用いた強制発現やノックダ
ウンの細胞機能(増殖、遊走、浸潤能など)の
変化から分子機序の解明を行う。これらによ
り、当該遺伝子の治療標的分子候補としての
可能性を検討すると共に、機能上関連する分
子群についても同様の解析を行う。 

発現低下遺伝子でも治療効果予測に有用と
考えられたものの生物学的意義やその分子機
能に関して同様に検討し、得られる情報を
ESCCの病態形成の分子機序解明に供する。 
 
４．研究成果 
(1) ESCC癌臨床例からの臨床検体と派生する
バイオリソース、臨床情報収集 
Omics 解析対象となる体系化されたプロト

コールで治療された ESCC 臨床例についての
凍結組織とパラフィン包埋組織の収集なら
びに臨床情報データベース作成は、主に➀術
前 化 学 療 法 ま た は 化 学 療 法 単 独
（Docetaxicel＋S-1＋Cisplatin）、➁術前
化学放射線療法または化学放射線療法単独
（同）、ならびに➂化学放射線療法（5-FU＋
Nedaplatin）を対象に、計 300 例を行った。
これらの一部については、DNA・RNA の抽出や
薄切標本作製などを行い、Omics データ取得
に供した。さらに比較解析のために、同じ扁
平上皮癌である子宮頚癌、口腔扁平上皮癌
（OSCC）検体も収集した。 
臨床検体に加えて、機能ゲノム解析に用い

るため、ERSCC細胞株もKYSEシリーズTEシリー
ズを含めて40種以上の収集を進め、それぞれ、
DNA・RNA・タンパク抽出を行った。臨床検体
で検出した遺伝子異常を持つ細胞株を用いて
機能解析を行う際、ESCC細胞株のみで対応で
きない可能性を考え、細胞株に関しては、OSCC
を含め、胃癌（GC）、肝細胞癌（HCC）癌、大
腸癌細胞株なども追加収集した。 
当初予定したexosomeの検索は、腫瘍・病期

特異性や感度が不十分で、細胞株培養上清を
用いた検討結果と体液を用いた検討結果に乖
離があり、アルゴリズムとして用いるマーカ
ー探索とそのValidationには用いなかった。 
(2) ESCC臨床例のOmics解析を起点とした診
断遺伝子の検出とアルゴリズム開発 
研究計画時より急速に技術革新とコスト

低下が進んだことから、Omics データ取得と
その統合解析に関して、次世代シーケンサー
による配列解析、アレイによるゲノムコピー
数・DNA メチル化解析、次世代シーケンサー・
アレイによる遺伝子発現解析、クロマチン免疫沈
降解析（ChIP-seq）の技術導入と情報解析パイプ
ラインの整備を行い、統合解析が可能なシステム
を構築した。実際に、これらを基盤に、実際に臨
床検体と細胞株について、ゲノム・エピゲノム解
析や mRNA/miRNA 遺伝子発現解析を進め、デジタル
データの収集を行った。これらの中から研究期間
内にいくつかの成果が得られた。 
癌でコピー数変化が高頻度で期待される

108 遺伝子に対する BAC プローブを用い東京
医科歯科大学で作製されたミニアレイによ
るアレイ CGH 解析を、45 例の ESCC 臨床検体
で行った結果、術後の予後と有意に相関する
BACとして 14個が選択され、中でも MYC(8q24、
増幅)と FHIT(3p14 欠失)を含む 2個の BACが
高い相関を示したことから、この 2遺伝子単
独あるいは組み合わせによる予後予測を試
みた。定量 PCR(qPCR)による 2 遺伝子のコピ
ー数解析系を作製し、アレイ CGH と比較して
cut-off 値を決定した。これを、独立した 92
例の ESCC に適用して、予後との関連を検討
した結果、MYC と FHIT の変異はいずれも全生
存、無再発生存と相関し（図）、さらに両者
の変異をいずれかを持っていると、多変量解

析でも病期(Stage)とともに独立の予後因子
となることが分かった。いずれかの変異の有
無を用いた 5年生存あるいは 5年無再発生存
についての予測能は、それぞれ感度 87.5％、
79.6％、特異度50％、52.6％、正確度68.8％、
68.5％と、まだ充分とは言えないが、他の因



子を加えることで、さらに高い診断能を持つ
アルゴリズム構築が可能であることが示唆
された（発表論文 14）。 
ESCC 以外でも、DNA メチル化パターンによ

る腎癌や尿路癌の臨床病理学的特徴との相
関、様々な癌種における特定の遺伝子のコピ
ー数異常、異常メチル化、発現変化と予後と
の相関などの所見が得られた（発表論文 2、3、
13、16、26、など）。このことから、統合 Omics
アプローチが、様々な癌において、診断や治
療効果・予後予測のためのアルゴリズム開発
に必要な分子マーカー探索に有用であるこ
とが示された。非癌部における DNA メチル化変
化の検出など、今後の予防や超早期発見のマーカ
ーにつながる結果も得られた（発表論文 1） 
(3) ESCC 臨床例の Omics情報と臨床情報とを
基盤とする情報解析による候補癌関連遺伝
子の探索と機能解析 
Omics 情報を用いた、新規の治療標的とな

り得る遺伝子の探索を進めるにあたり、細胞
レベルでの迅速かつ安定的な遺伝子強制発
現系ならびにノックアウト系を、レトロウイ
ルスベクターならびにゲノム編集技術を導
入することで、癌細胞株で確立し、個体レベ
ルでも迅速ノックアウトの系を確認した。 
ESCC では、メチル化ならびに次世代シーケ

ンスデータの統合解析によるドライバー変
異同定を継続して行い、いくつかの候補を同
定できたものの、治療標的として選択されて
くる遺伝子は研究期間内に得られなかった。 
一方、同じアプローチで、口腔癌、乳癌、肝

癌など ESCC 以外の腫瘍について、本解析アプロー
チが有用であることを確認した。口腔癌における
エピジェネティックな発現抑制を受ける癌抑制型
miRNA（miR-218、発表論文 24）などの複数の癌
抑制 miRNA や、肝癌において異常高メチル化によ
り発現抑制を受ける遺伝子（MZB1、発表論文 13）
をはじめ複数の癌患遺伝子候補を、機能による裏
付けを持つ新規癌関連遺伝子群として同定できた。 
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