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研究成果の概要（和文）：DNAミスマッチ修復遺伝子の生殖細胞系列変異を有するリンチ症候群随伴大腸腫瘍
と、ミスマッチ修復遺伝子の体細胞変異を有するリンチ様大腸腫瘍の変異プロファイルが類似し、それらはMLH1
遺伝子メチル化大腸癌とは変異プロファイルが異なることが明らかとなった。KRAS、APC、TCF7L2遺伝子変異は
リンチ症候群随伴またはリンチ様大腸癌に多く、BRAF、RNF43遺伝子変異はMLH1メチル化大腸癌に多く認めた。
リンチ様大腸癌はMLH1メチル化大腸がんと比べて若年発症であることが示された。
また、ERBB2(L755S）およびERBB2(L841I)が発がんドライバー変異であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Sporadic MSI-H CRCs were further classifiable into somatic mismatch repair 
(MMR) gene mutation (Lynch-like, LL) or MLH1 methylated (MM) types. Methylation of other MMR genes 
(MSH2/MSH6/PMS2) was not detected. The mutational and clinicopathological properties of 26 LL CRCs 
more closely resembled those of 24 LS-associated tumors than those of 99 MM CRCs. There were 
significant differences between LS/LL and MM groups in age, location, number of 
insertions/deletions, recurrent mutations of KRAS/APC and BRAF/RNF43. 
Fusion kinases were detected in 11/20 (55%) MM MSI-H CRCs lacking KRAS/BRAF oncogenes. A 3T3 
transformation assay confirmed the tumorigenicity of identified fusion kinases, ERBB2(L755S), and 
ERBB2(L841I).

研究分野：大腸腫瘍

キーワード： マイクロサテライト不安定性　大腸癌　リンチ症候群　MLH1遺伝子メチル化　リンチ様大腸腫瘍

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高頻度マイクロサテライト不安定性を呈する大腸癌のゲノム・エピゲノム解析によりサブタイプ分類を行なった
ところ、リンチ症候群・MLH1メチル化を有する大腸癌・リンチ様大腸癌の3群に分類されることが明らかになっ
た。そのうち、MLH1メチル化大腸癌において、治療標的となり得る融合キナーゼが比較的高頻度に認められるこ
とが明らかになった。
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１．研究開始当初の背景 
 大腸癌の死亡率（人口 10万人に対する割合）は 1955 年には男性 4.7，女性 4.8 であったが，
2006 年には男性 36.4，女性 28.9 に増加し、男性では肺癌，胃癌についで第 3位、女性では第
1 位である。癌に対する有効な分子標的治療法を開発するためには、ヒト癌検体におけるゲノ
ム異常・エピゲノム異常を明らかにし、発癌原因となる変異を同定することが重要である。 
 マイクロサテライト不安定性(MSI)とは、DNA 複製エラーを修復する機能の低下によりゲノム
上に散在するマイクロサテライト反復配列が、腫瘍組織と正常組織で異なる反復回数を示す現
象である（図 1）。1塩基反復配列をもつ BAT25、BAT26、2塩基反復配列をもつ D2S123、D5S346、
D17S250 の 5 遺伝子座（マーカー）のうち、いずれか 2 マーカー以上で MSI を示すことを高頻
度 MSI (MSI-H)と米国癌研究所は定義している。MSI-H の原因には遺伝性と散発性があり、遺伝
性をリンチ症候群(LS)と呼ぶ。LS では DNA ミスマッチ修復(MMR)遺伝子の生殖細胞系列変異を
有するため、もう一方のアレルに後天的異常が加わると MMR機構が損なわれ、MSIが現れると共
に癌遺伝子や癌抑制遺伝子に変異が蓄積し癌化する[Vasen et al., Gut 2013]。 
 
２．研究の目的 
 全エクソンシーケンス、メチル化解析、融合遺伝子解析を行うことで、MSI-H 大腸癌に生じ
ているゲノム異常・メチル化の全体像の解明を進める。さらに、MSI-H 大腸癌の発がんに関わ
る遺伝子変異の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
 BAT25、BAT26 が MSI である MSI-H 大腸癌 149 症例に対し、次世代シーケンサーHiSeq2500 
(Illumina)を用いた全エクソン解析、メチル化解析を行い、そのうち 111 症例に対し、融合遺
伝子解析を行なった（図 1A)。 
 相補的 DNA を各試料の RNA から逆転写ポリメラーゼ連鎖反応により増幅し、pMXs レトロウィ
ルスベクターにライゲーションし、サンガーシーケンスで配列を確認した。3T3 細胞に各遺伝
子を導入し、12 日後にギムザ染色を行なった。 
 ルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。pFL700 レポータープラスミドと pGL4.74 内部
コントロールプラスミド（hRenilla-luc/TK, Promega, Madison, WI, USA）と野生型キナーゼ
および融合型キナーゼが 293T 細胞にリポフェクションで導入された。ルシフェラーゼ活性はト
ランスフェクションの 2日後に測定された。内部コントロールで標準化された値である。 
 同様に、測定 24 時間前に培地を Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
に置換することで、24 時間飢餓状態にして測定したのが(C)である。 
 フォルマリン固定パラフィン包埋ブロックを 3 µmの厚さにスライスし、ミスマッチ修復タン
パク（MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)の免疫染色を行なった。用いた抗体は次の通りである。 
・mouse monoclonal anti-MLH1 antibody (clone ES05, dilution 1:50; Leica, Wetzlar, Germany) 
・mouse monoclonal anti-MSH2 antibody (clone FE11, dilution 1:50; Dako, Glostrup, Denmark) 
・rabbit monoclonal anti-MSH6 antibody (clone EPR3945, dilution 1:200; GeneTex, Hsinchu, 
Taiwan) 
・ mouse monoclonal anti-PMS2 antibody (clone EPR3947, no dilution; Roche, Basel, 
Switzerland) 
 
４．研究成果 
 遺伝性 MSI-H 大腸癌であるリンチ症候群(LS）は 23例に見られ、孤発性 MSI-H 大腸癌は、さ
らに MLH1 遺伝子メチル化の有る MLH1 メチル化群(MM, n =99)、および、MLH1 メチル化の無い
リンチ様(LL, n =27)大腸腫瘍に分類された（図 1B)。 
 リンチ様(LL)はメチル化、MMよりもリンチ症候群(LS)に近いプロファイルを持つことがわか
った。臨床的に、LS/LL と MM の間には、占居部位、年齢、再発後の予後に明確な違いがあった。
KRAS や APC 遺伝子の変異は LS/LL に多く、BRAF や RNF43 遺伝子の変異は MMに多かった。 
 11 の融合キナーゼが KRAS/BRAF 両野生型の MLH1 メチル化群に集約していた。 
 3T3 細胞を用いた機能解析で、融合遺伝子 SLC12A2-INSR, RUFY1-RET, 
TPM3-NTRK1, LMNA-NTRK1, EML4-NTRK3, KANK1-NTRK3, AGAP3-BRAF, 
ARMC10-BRAF, ERBB2(L755S), ERBB2(L841I), RRAS2(G23D), HRAS(A155T)は、
各野生型と比べて、有意に増殖し、造腫瘍能を持つことを示した（図 2A）。 
 ルシフェラーゼアッセイの結果、融合遺伝子 SLC12A2-INSR, TPM3-NTRK1, 

KANK1-NTRK3, EML4-NTRK3, NCOA4-RET, RUFY1-RET, ARMC10-BRAF, 
AGAP3-BRAF は各野生型と比べ有意に pFL700 レポーター活性が高かった
（図 2B,2C; データは 3 回の独立した実験結果の平均±標準偏差)。各融
合遺伝子によって Mitogen Activated Protein Kinase パスウェイが活性
化していることが示された。 
 免疫組織化学染色の結果、MLH1 遺伝子が機能喪失型変異を起こしてい

る腫瘍では、MLH1 陰性、PMS2 陰性、MSH2 陽性、MSH6 陽性であった（図 3



上）。MSH2 遺伝子が機能喪失型変異を起こしている腫瘍では、MLH1 陽性、PMS2 陽性、MSH2 陰性、
MSH6 陰性であった（図 3下）。 
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