
札幌医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２０１０１

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

de novo大腸発がんの分子機構解明と解析モデルの構築

Analysis of molecular mechanism underlying de novo colorectal tumorigenesis 
pathway

２０３８１２５４研究者番号：

鈴木　拓（Suzuki, Hiromu）

研究期間：

１５Ｈ０４２９９

平成 年 月 日現在３０   ５ １５

円    13,000,000

研究成果の概要（和文）：古典的なadenoma-carcinomaシークエンス以外の大腸発がん経路について不明な点が
多い。本研究では、表面型大腸腫瘍や側方進展型腫瘍、鋸歯状腺腫における分子異常に着目した。数百例の大腸
早期病変の内視鏡所見・病理所見・分子異常を統合的に解析し、新規大腸がん関連遺伝子としてNTSR1、DGKG、
SMOC1、ZNF582-AS1を同定した。NTSR1のメチル化は大腸腫瘍の側方進展に相関し、SMOC1は鋸歯状腺腫の新たな
診断マーカーとなりうることを示した。大腸腫瘍の分子異常は内視鏡や病理所見と相関し、大腸腫瘍表面構造の
不均一性は、分子異常および大腸がんリスクを反映することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in the cancer genome study revealed molecular alterations in
 colorectal cancer (CRC). However, mechanisms underlying the colorectal tumorigenesis in pathways 
other than the conventional adenoma-carcinoma sequence are not fully understood. To address this 
issue, we focused on early colorectal lesions with superficial or laterally spreading morphologies 
and those in the serrated neoplastic pathway. Through performing genetic and epigenetic analysis in 
a large number of primary colorectal tumors, we identified NTSR1, DKGK, SMOC1 and ZNF582-AS1 as 
novel CRC-related genes. We found that methylation of NTSR1 is associated with lateral and 
noninvasive growth of colorectal tumors while methylation of SMOC1 is associated with the 
development of traditional serrated adenomas. Surface microstructures of early colorectal tumors are
 associated with genetic and epigenetic alterations, and are associated with the malignant 
potential.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 大腸発がんは APC、KRAS、p53 などの遺
伝子変異が蓄積することで、過形成、腺腫、
がんへと段階的に進む。また大腸がんはマイ
クロサテライト不安定性、染色体不安定性、
CpG island methylator phenotype (CIMP)などの
ゲノム・エピゲノム異常に基づいてサブタイ
プに分けられることが知られており、The 
Cancer Genome Atlas (TCGA)による大規模ゲ
ノム解析結果もそのことを裏付けている
(Nature 2012)。申請者はこれまで、主に消化
器がんにおけるエピジェネティクス異常を
解析し、発がんメカニズムの解明および臨床
応用を目指した研究を行ってきた。また近年
では、大腸前がん病変および早期がんにおけ
るゲノム・エピゲノム異常と臨床病理像との
相関を明らかにしてきた。 
 大腸がんは隆起型腺腫を経て発生すると
いう adenoma-carcinoma sequence モデルに基
づき、分子機構の解明が大きく進んだ。本邦
ではそれに加え、平坦型や陥凹型などの表面
型腫瘍のがん化が知られており、de novoがん
という概念が提唱されている。欧米において
この考えはまだ普及していないが、近年、表
面型早期大腸がんが国際分類に取り上げら
れ、その悪性度の高さが注目されはじめてい
る。しかし表面型がんの分子異常に関する研
究報告は少なく、その発生メカニズムは明ら
かにされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では表面型腫瘍と隆起型腫瘍の分
子病態の違いを明らかにすることで、de novo
大腸発がんのメカニズムを解明し、予防・診
断・治療につながる知見を得ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 解析対象 
内視鏡的に生検あるいは切除された大腸
病変（非がん部大腸粘膜、表面型腫瘍、隆起
型腫瘍、進行大腸がん）を解析対象とした。
検体の収集においては、内視鏡的所見（形態、
ピットパターン）を元に、それぞれの部位ご
とから生検を採取した。特に、大腸早期病変
において、平坦部と隆起部が混在している腫
瘍や、異なるピットパターンが混在している
腫瘍に着目し、生検採取を行った。全ての臨
床検体は、秋田赤十字病院消化器病センター
で採取され、病理組織診断は岩手医科大学病
理診断部にて行われた。 
 
(2) 遺伝子変異解析 
 KRAS、BRAF、TP53 遺伝子変異をパイロ
シークエンス法およびダイレクトシークエ
ンス法により解析した。がん関連遺伝子の変
異を Ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 
(Thermo Fisher Scientific) ならびにカスタム
パネルを用いて解析した。 
 
(3) エピゲノムおよび遺伝子発現解析 

DNA メ チ ル 化 を Infinium Human 
Methylation 450 BeadChip (Illumina)を用いて
網羅的に解析した。個々の遺伝子の DNA メ
チル化を、バイサルファイト・パイロシーク
エンス法によって解析した。網羅的な遺伝子
発現を Sure Print G3 Human GE array v2 
(Agilent)を用いて解析し、個々の遺伝子発現
を定量 RT-PCRで解析した。 
 
(4) 遺伝子機能解析 
遺伝子の過剰発現、あるいはノックダウン
が細胞増殖、細胞周期、遊走能、浸潤能に与
える影響を、MTTアッセイ、コロニーフォー
メーションアッセイ、フローサイトメトリー、
Boyden チャンバーアッセイ、wound healing
アッセイ、Matrigel 浸潤アッセイにより解析
した。また in vivoでの腫瘍増殖に与える影響
を、マウス xenograftモデルを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 新規大腸腫瘍関連遺伝子の同定 
 内視鏡的に切除された大腸組織（非がん部
大腸粘膜、表面型腫瘍、隆起型腫瘍、進行大
腸がん）合計 40 検体から得たシークエンス
データおよび DNA メチル化アレイデータを
元に、新規大腸がん関連遺伝子を抽出した。
それらの遺伝子の DNA メチル化を、大腸腺
腫、早期大腸がん検体および進行大腸がん検
体、合計 1000例を対象にバイサルファイト・
パイロシークエンスで解析した。その結果、
新規大腸がん関連遺伝子として B3GALNT1、
CADPS、CCDC180、DGKG、FAM92A1、FEZ1、
FRMD4B、GABRA4、OGFRL1、PRDM16、
SMOC1、ZNF345を同定した。機能解析の結
果、DGKGと SMOC1が大腸がん抑制遺伝子
的に機能することを明らかにした (Mol 
Carcinog, 2017; Oncotarget, 2017)。 
 
(2) 新規大腸鋸歯状腺腫関連遺伝子の同定 
 我々は、上記で同定した SMOC1 のメチル
化が大腸鋸歯状腺腫 (traditional serrated 
adenoma, TSA)において高頻度に認められる
ことに着目した。SMOC1メチル化は TSAに
特徴的に認められるが、 sessile serrated 
adenoma/polyp (SSA/P)では低頻度であり、
SMOC1 のメチル化およびタンパク発現は
TSAとSSA/Pを鑑別するマーカーとして有用
であることが示唆された。また SMOC1 メチ
ル化は KRAS変異および CIMP-lowと正の相
関を示し、KRAS変異陽性・CIMP-low大腸が
んの発生に関与する可能性が示唆された
(Oncotarget, 2017)。 
 
(3) 大腸腫瘍の側方進展と相関する遺伝子の
同定 
早期表面型大腸腫瘍の発生と進展に関わ
る遺伝子異常を明らかにするため、非浸潤性
でかつ側方に進展する大腸腫瘍と、腫瘍径が
小さい（2cm 以下）うちから sm 浸潤を来す
大腸腫瘍との間で、DNAメチル化が異なる領



域を網羅的に解析した。その結果、側方進展
腫瘍では NTSR1 (neurotensin receptor 1)が高
頻度にメチル化することを見いだした。
NTSR1 の高メチル化は大腸腫瘍の予後良好
と正の相関を示した。NTSR1の過剰発現は大
腸がん細胞の増殖、遊走能、浸潤能を促進し
た。これらの結果から、NTSR1のメチル化は
大腸腫瘍の側方進展性・非浸潤性に関与して
いることが示唆された(Oncotarget, 2015)。 
 
(4) 大腸がんにおいてエピジェネティックな
制御を受ける長鎖 non-coding RNA の網羅的
解析 
 大腸がんの発生・進展に関わる長鎖
non-coding RNA を同定するため、DNA メチ
ル化酵素 DNMT1 と DNMT3B をノックアウ
トした大腸がん細胞の網羅的エピゲノム解
析を行った。転写活性化マーカーであるヒス
トン H3K4 トリメチル化(H3K4me3)に着目し、
DNA脱メチル化後に活性化する lncRNA遺伝
子 プ ロ モ ー タ ー を 探 索 し た 結 果 、
ZNF582-AS1 を同定した。ZNF582-AS1 は大
腸腺腫および大腸がんにおいて高頻度に
DNAメチル化しており、その発現回復は大腸
がん細胞の増殖を抑制した。これらのことか
ら、ZNF582-AS1 は大腸がん抑制遺伝子的に
機能する lncRNA である可能性が示唆された
(Sci Rep, 2016)。 
 
(5) 大腸腫瘍の表面構造と遺伝子変異の腫瘍
内不均一との相関 
 大腸早期病変の内視鏡所見と分子異常と
の相関を明らかにすることで、大腸がん高リ
スク病変の診断能を向上させることが期待
される。これまで我々は Type II-O ピットパ
ターンがSSA/Pに特徴的であることを報告し
た(Am J Gastroenterol, 2012)。この解析をさら
に推進し、我々は Type II-Oと III/IV型ピット
パターンが混在する病変は、大腸がん高リス
ク病変であることを明らかにした(GIE, 2017)。
さらに腫瘍内におけるピットパターンの
heterogeneity は、APC、KRAS、TP53 などの
遺伝子変異の heterogeneityと相関することを
明らかにした（論文投稿中）。 
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