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研究成果の概要（和文）：　悪性褐色細胞腫例について、同一症例内での原発巣と転移巣を用いた全ゲノムメチル化解
析を行い、その結果から悪性化関連候補CpG領域28か所を決定した。さらに、全ゲノムメチル化解析、メチル化依存的
制限酵素を用いた定量PCR、バイサルファイト処理後のダイレクトシークエンスの3つの解析方法を用い、良性悪性腫瘍
間でメチル化を比較定量し、癌化に伴うエピゲノミックな変化が疑われる3つのCpG領域を絞り込んだ。候補CpG領域の
下流には既知の蛋白としてACSBG1および MAST1 が確認され、同蛋白の発現が悪性化に伴い腫瘍内で変化する可能性が
示唆された。これらについてさらに腫瘍内発現を検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：We investigated methylation of malignant pheochromocytoma (PCC) and paraganglioma 
(PGL) tumors. We performed Infinium HumanMethylation450 Bead Chip array, which covers 485,577 CpG sites us
ing DNA samples extracted from resected PCC/PGL tissues. 
From the results of the Bead Chip array, we selected 12 CpG sites as hypermethylated and 16 CpG sites as h
ypomethylated candidates.  Successively performed semiquantitative methylation-PCR revealed that, of the 2
8, three CpG sites were selected as possible epigenomic contributors to canceration of PCC/PGL. (one hyper
methylated (cg02119938) and two hypomethylated sites (cg16918905, cg26870725). ) The cg02119938 is related
 to ACSBG1 (acyl-CoA synthetase bubblegum family member 1) gene, and cg26870725 is related to the MAST1 (m
icrotubule associated serine-threonine kinase 1) gene. We showed here three possible CpG sites, in which a
berrant promoter methylation/demethylation might be involved in silencing/expressing of cancer-related gen
es. 
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１．研究開始当初の背景 
近年がん診断技術の向上により、がんの早

期診断が可能になっているが、転移を伴う進
行がんの治療成績は治療法の進歩をもって
しても不十分な現状がある。がん転移メカニ
ズムについても複雑なプロセスと多種多様
な因子が関与して形成されることからいま
だに解明されていない点も多い。 
悪性褐色細胞腫は腫瘍の転移をもって診

断され、腫瘍病期分類におけるⅢないしⅣ期
の状態で初めて<悪性>とされる特異な疾患
である。また、その臨床像から(1)最初から転
移巣を認める例 (2)手術時は良性と考えられ
ていたが数年 (5 年以上の例も多い) を経て
転移が確認される例、の 2 タイプにわけられ、
後者は局所の再発を伴わずに、10 年以上の長
い年月を経て転移病変が見られることがあ
るのが特徴である。後者は、同一腫瘍内で時
間経過を追って発現量が変化する悪性形質
関連遺伝子/蛋白の存在が示唆される極めて
特徴的で他腫瘍にない臨床経過を呈する疾
患であり、がん転移メカニズムの分子生物学
的研究に適した疾患と考えられる。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景をふまえ、本研究では悪

性褐色細胞腫が他の癌腫のように多段階発
癌の過程を経て悪性化すると仮説をたて、悪
性形質が発現するかどうかを左右する抑制
因子の存在を考えた。摘出腫瘍組織の網羅オ
ミックス解析により、本症の悪性化診断マー
カーとなりうる癌抑制蛋白ないし癌抑制遺
伝子を同定し、本症の診断・予後予測・悪性
化阻止など臨床検査に応用することを本研
究の目的としている。 
また、本症にとどまらず、固形腫瘍一般の

潜在的がん転移能力のもつ意味やそれが顕
性化するメカニズムの解明も同時に期待さ
れ、その早期診断法の確立も目的としている。
さらに癌抑制遺伝子・タンパクに注目すると
固形がんにおける《将来の悪性化・転移の予
防》という新しい治療の可能性について新し
い情報をえることも目的としている。 
 
３．研究の方法 

Genome Epigenome の二つの方法でアプロ
ーチを行った。すなわち 
悪性褐色細胞腫同一症例内での原発巣およ
び長期間を経て発症した転移巣組織を用い
た全ゲノムメチル化解析の結果を比較し、転
移・癌基質獲得に有意なメチル化の変化が示
唆される CpG 領域を絞り込む。さらに候補
CpG 領域についてメチル化の定量的評価を
行い、その下流に存在する悪性化抑制遺伝子
や関連蛋白を同定する。 
上記の転移巣・原発巣のペア組織を用い、エ
クソームシークエンスで転移形質獲得に伴
う遺伝子異常の変化の有無を検討する。 
(図 1) の二方向からの解析である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(1) DNA サンプル抽出 

1991 年～2012 年の間に浜松医科大学附属
病医院および関連病院（聖隷浜松病院、浜松
医療センター）にて手術治療を受けた褐色細
胞腫・パラガングリオーマ患者 17 例を、転
移を確認した悪性群 n=7、12 年以上転移がな
い良性群 n=10 の 2 群にわけて検討した。各々
の腫瘍組織（ホルマリン固定パラフィンブロ
ック組織および凍結組織）から DNA を抽出
した。 
また、悪性例のうち、初回手術時には転移
を認めず、7 年以上の経過で新たに転移を生
じ悪性褐色細胞腫の診断に至った 2 例（case1 
Case2 図 2）については、原発巣、転移巣組
織各々から DNA を抽出し、全ゲノムメチル
化解析のサンプルとした。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 全ゲノムメチル化解析 

Infinium HumanMethylation450 BeadChip 
array（Illumina, USA）を用いて、485,000 箇
所のmethylation sitesを 1塩基レベルでスクリ
ーニングした。（96%の CpG 領域に加え、CpG
以外の領域も網羅されている）解析結果は
GenomeStudio Methylation Module Software 
(Illumina)によってネガティブコントロール
との比較表示で示された。メチル化レベルは
β 値 (0 が完全非メチル化、1 が完全メチル
化）であらわされる。 

 
(3) メチル化定量 
絞り込まれた CpG につき下記の二つの方法
で定量化を行った。 
① メチル化依存的制限酵素を用いたメチル

化定量 
メチル化依存的制限酵素 MspJI（mCNNR

を認識）FspEI（CmC を認識）を用いて 1μg
のゲノム DNA を酵素処理後、ターゲット領
域を囲んで PCR 増幅を行う。酵素処理前後の
PCR 産物を、ATTO  CS Analyzer (アトー株



式会社, 日本) によって数値化し、比較した。 
② バイサルファイト処理 PCR 産物のダイ
レクトシークエンスによる解析 

5μg のゲノム DNA をバイサルファイト処
理し PCR で増幅、精製後、Applied Biosystems 
3500xL（Applied Biosystems, USA）でシーク
エンスを解析し、メチル化のレベルを定量し
た。 

 
(4) アンプリコンシークエンス  

case2 1 症例 3 サンプル（悪性腫瘍 1 例：
原発巣 転移巣 末梢血リンパ球）より得られ
た genomic DNA について当初全ゲノムエク
ソンシークエンスを計画していたが、10 年以
上経過したパラフィンブロックからは数百
bp のDNA片しか得られなかったため全ゲノ
ムエクソン解析は断念し Cancer Panel を用い
たアンプリコンシークエンスを行い Genome
の変化を解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 全ゲノムメチル化解析 
case1, case2, の原発巣と転移巣のメチル化
レベルを比較した結果、有意なメチル化レベ
ルの変化があるものを絞り込んだ。候補 CpG
領域として、転移巣にメチル化が疑われるも
の 12 か所、脱メチル化が疑われるもの 16 か
所を決定した。(図 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
この候補 CpG 領域 28 ヶ所につき 同様に全
ゲノム解析をした良性例 3 例のメチル化レベ
ルを確認し、悪性褐色細胞腫の原発巣と同じ
傾向になる（悪性転化前原発巣と良性群に同
じメチル化傾向がみられる）CpG 領域を選択
し(図 4) 悪性化に伴うメチル化部位 4 か所、
脱メチル化部位 5 か所を次の個別化メチル化
解析に進めた。 
 
(2) メチル化定量 
悪性化に伴うメチル化候補 CpG 4 か所、脱

メチル化 CpG 5 か所を 表 1 に示す。各解析
方法で 17 例の腫瘍につきメチル化定量を行
った。その結果現在 PTMR で解析が終了した
6CpGのうち1つのメチル化CpG(cg02119938) 
と 2 つの脱メチル化 CpG (cg16918905, 
cg26870725)が候補 CpG と考えられた。 
そのうち cg02119938 は ACSBG1 (acyl-CoA 

synthetase bubblegum family member 1)を 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
コードする遺伝子を、また cg26870725 は
MAST1 (microtubule associated serine-threonine 
kinase 1) をコードする遺伝子を下流に持っ
ており、これらはエピゲノミックな変化に伴
い転写の変化が生じる癌抑制・促進遺伝子と
しての側面を持っている可能性が示唆され
た。同蛋白の発現が腫瘍内で変化する可能性
が示唆され、今後、これらの蛋白について免
疫染色を用いて発現を検討する予定である。 
 
(3) エクソームシークエンス 

Cancer Panel を用いたアンプリコンシーク
エンスを case2 のサンプルで行った。現在検
査結果を解析中である。パラフィンから抽出
した DNA の質の問題で解析可能な遺伝子に
ついては限られている。 
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