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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌における新規の異常メチル化遺伝子を同定・解析する

ことおよびゲノムワイドな低メチル化の役割を明らかにすることを目的とした。ゲノムワイドな

CpGアイランドメチル化は、正常粘膜、食道癌非癌部粘膜、食道癌の順で増加した。食道扁平上

皮癌において腫瘍関連遺伝子、とくにLRFN5遺伝子のCpGアイランド過剰メチル化とともにゲノム

ワイドな低メチル化は、飲酒、喫煙習慣に関係なく、重要な役割をもつ事が示唆された。	
 

 
研究成果の概要（英文）：The	
 aim	
 of	
 this	
 study	
 was	
 to	
 profile	
 methylation	
 changes	
 and	
 

identify	
 methylated	
 genes	
 and	
 to	
 clarify	
 the	
 role	
 of	
 genome-wide	
 hypomethylation	
 in	
 

esophageal	
 squamous	
 cell	
 carcinoma	
 (ESCC).	
 The	
 degree	
 of	
 genome-wide	
 CpG	
 islands	
 

methylation	
 increased	
 from	
 the	
 normal	
 healthy	
 epithelium,	
 through	
 the	
 ESCC-background	
 

non-neoplastic	
 epithelium,	
 to	
 the	
 carcinoma	
 tissues.	
 CpG	
 island	
 hypermethylation	
 of	
 

tumor-related	
 genes,	
 especially	
 that	
 of	
 the	
 LRFN5	
 gene,	
 and	
 genome-wide	
 hypomethylation	
 

appear	
 to	
 play	
 important	
 roles	
 in	
 ESCC	
 pathogenesis	
 irrespective	
 of	
 drinking	
 and/or	
 

smoking	
 habits. 
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研究分野：総合領域 
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１．研究開始当初の背景	
 

食道扁平上皮癌（以下、食道癌）は世界に

おいて 6番目に死亡者数が多い癌である。罹

患率と死亡率がほぼ等しいという予後不良

な疾患である。欧米では、近年食道腺癌が急

激に増加しているが、アジア諸国では食道扁

平上皮癌がその大半を占める。飲酒や喫煙は

食道扁平上皮癌発生の危険因子とされてい
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る。	
 

	
 食道癌の発癌・進展には、様々なジェネテ

ィック、エピジェネティックな異常が関連し

ていると言われている。中でも、癌抑制遺伝

子の CpG アイランド過剰メチル化による不活

化は発癌の早期から関わっていると言われ、

これまでに種々の遺伝子の過剰メチル化が

報告されている。癌抑制遺伝子の CpG アイラ

ンド過剰メチル化とともに、反復配列を中心

とするゲノムワイドな低メチル化が、癌にお

けるエピジェネティックな異常の特徴であ

るとされる。ゲノムワイドな低メチル化の指

標 と し て 、 long	
 interspersed	
 nuclear	
 

element-1（LINE-1）反復配列のメチル化な

どが報告されている。これらのエピジェネテ

ィックな異常を解析することは、将来的に臨

床における新規診断マーカーおよび新規治

療薬の開発に結び付く可能性がある。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 食道癌における新規の異常メチル化遺伝

子を同定・解析すること、およびゲノムワイ

ドな低メチル化の役割を明らかにすること

を目的とした。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

（1）網羅的な CpG アイランドメチル化の解

析および対象遺伝子の抽出	
 

	
 Methylated	
 CpG	
 island	
 amplification	
 

(MCAM)法により食道癌および隣接非癌部粘

膜、正常粘膜におけるゲノムワイドな CpG ア

イランドのメチル化変化を解析した。また、

腫瘍特異的なメチル化遺伝子の絞り込みを

行い、候補遺伝子を抽出した。その中で、こ

れまで報告がない遺伝子を検索し、食道癌細

胞 株 を 用 い て methylation	
 specific	
 

PCR(MSP)にて、メチル化状態を解析した。	
 

	
 

（2）対象遺伝子のプロモーター領域のメチ

ル化解析及び発現解析方法	
 

①バイサルファイトシークエンス（BS）法	
 

	
 常法に従い、対象遺伝子のプロモーターの

CpG 領域のメチル化を解析した。	
 	
 

②メチル化特異的 PCR（MSP）	
 

	
 バイサルファイトシークエンス法の結果

を基に、メチル化または非メチル化アレルに

特異的な MSP プライマーを設計し、常法によ

り対象遺伝子のプロモーターの CpG 領域のメ

チル化を解析した。	
 

③半定量的およびリアルタイム RT-PCR	
 

	
 常法に従い、対象遺伝子の発現を解析した。	
 

④DNA 脱メチル化剤等による再発現実験	
 

	
 DNA メ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 で あ る	
 

5-aza-2’-deoxycytidine（5-aza-dC）やヒ

ストン脱アセチル化酵素阻害剤である

trichostatin	
 A	
 (TSA)で食道癌細胞株を処理

後、LRFN5 の発現を real-time	
 PCR 法で解析

した。	
 

⑤免疫組織染色	
 

	
 常法に従い、LRFN5 の発現を解析した。	
 

	
 

（3）ゲノムワイドなメチル化解析	
 

	
 Pyrosequencing 法を用いて、食道癌手術患

者の癌部、非癌部の LINE-1 のメチル化レベ

ルを測定し、臨床病理学的因子との相関につ

き解析を行った。また、（１）で検索した対

象遺伝子との相関についても解析を行った。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（1）CpG アイランドメチル化プロファイル及

び新規メチル化遺伝子の抽出	
 

	
 癌部の過剰メチル化が高頻度に認められ

た。また、非癌部において既に中等度のメチ

ル化が認められた。また、癌における新規メ

チル化遺伝子として(Leucine-rich	
 repeat	
 

and	
 fibronectin	
 typeIII	
 domain-containing	
 



protein	
 5（LRFN5）を同定した。	
 

	
 

（2）メチル化解析と発現解析	
 

①食道癌細胞株における LRFN5	
 mRNA 発現の

低下	
 	
 

	
 多くの食道癌細胞株における LRFN5 発現は、

正常食道粘膜より低下していた。	
 

②食道癌細胞株における LRFN5 遺伝子プロモ

ーターの過剰メチル化	
 	
 

	
 LRFN5	
 mRNA発現が低下している食道扁平上

皮癌細胞株において、BS 法および MSP 法によ

り、LRFN5 遺伝子プロモーターCpG 領域の過

剰メチル化を認めた。一方で、LRFN5	
 mRNA が

高発現している TE15 細胞株では、MSP 法にて

同領域の非メチル化を認めた。LRFN5 遺伝子

プロモーターCpG 領域の過剰メチル化と

LRFN5 発現低下との相関性を明らかにした。	
 

③食道癌細胞株の脱メチル化剤等処理によ

る LRFN5 再発現	
 

	
 LRFN5 発現の低下が認められた食道扁平上

皮癌細胞株（TE1、TE8、T.T）を用いて、

5-aza-dC 処理、TSA 処理を行ったところ、前

者において LRFN5	
 mRNA の再発現が認められ

た。	
 	
 

④食道癌組織における LRFN5 の過剰メチル化

および mRNA 発現の低下	
 

	
 MSP 法にて、癌部 32 例中 25 例(78%)でメチ

ル化を認めた。癌部に比べてメチル化の程度

は低いが非癌部 32 例中 13 例(41%)でメチル

化を認めた。半定量的 RT-PCR にて、検討し

た癌部 15 例中 10 例	
 (67%)で LRFN5 の mRNA

レベルでの発現低下を認めた。	
 

⑤食道癌組織における免疫組織学的 LRFN5 発

現の低下	
 	
 

	
 LRFN5 の発現消失が、食道癌（stage	
 IB 以

上）32例中22例	
 (67％)に認められた。また、

粘膜内癌 10 例中 8 例(80%)	
 で LRFN5 の発現

が消失、減弱していた。	
 

（3）ゲノムワイドなメチル化解析	
 

	
 LINE-1のメチル化レベルは、癌部	
 (44.5	
 ±	
 

10.1%)	
 が非癌部	
 (62.7	
 ±	
 6.2%)	
 に比し有意

に低い事	
 (hypomethylation)	
 が明らかにな

った	
 (P	
 <	
 0.001)。一方、メチル化レベルと、

年齢、性別、腫瘍部位、病期、組織型、予後

などには相関がなかったが、飲酒歴あるいは

喫煙歴のない患者では、ある患者に比べ、有

意に癌部におけるLINE-1のメチル化レベルが

低かった	
 (P	
 <	
 0.001)。LINE-1とLRFN5遺伝子

プロモーターCpG領域のメチル化レベルとの

間に逆相関を認めた。	
 

	
 

（4）ゲノムワイドなメチル化解析	
 

	
 MCAM法により網羅的にCpGアイランドメチ

ル化を解析した結果、癌部の過剰メチル化が

高頻度に認められた。また、非癌部において

既に中等度のメチル化が認められた事は、背

景粘膜におけるエピジェネティックな変化が、

食道扁平上皮癌の発症に深く関与している事

を示唆すると考えられた。	
 

	
 また、MCAM法により新規のメチル化遺伝子

の同定に成功した。LRFN5遺伝子に関して、パ

イロシーケンスやMSP法等を用いて詳細に解

析したところ、食道癌細胞株において同遺伝

子のメチル化と発現低下の相関を認め、また、

脱メチル化剤処理による再発現を認めた。食

道癌組織においても高頻度のメチル化を検出

し、重要なことに早期の粘膜内癌の段階です

でに高頻度に発現低下を認めた。さらに興味

深いことに、飲酒や喫煙歴のない患者におい

てもメチル化が高頻度であった。	
 

	
 一方、ゲノムワイドなメチル化解析として、

Pyrosequencing法を用いて、LINE-1のメチル

化レベルを測定したところ、癌部のメチル化

レベルが非癌部より有意に低い

（hypomethylation）ことが示された。さらに、

飲酒歴や喫煙歴のある患者に比べ、ない患者



で有意に癌部におけるLINE-1のメチル化レベ

ルが低かった。	
 

	
 従って、食道癌においてCpGアイランド過剰

メチル化とともにゲノムワイドな低メチル化

が重要な役割をもつ事が示唆された。	
 

	
 以上のように、リアルタイム仮想分子生物

学による食道癌の内視鏡分子イメージング診

断法開発へ応用できる、有望な臨床用分子マ	
 

ーカーが同定できた。	
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