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研究成果の概要（和文）：RAS野生型の切除不能進行再発大腸癌治療において重要な治療薬である、抗EGFR抗体
薬に対する獲得耐性の原因にはRASシグナルカスケードに関与する遺伝子群における獲得体細胞変異が報告され
ている。しかしながら、これらはNGSを用い探索を行なっても、獲得耐性を呈する患者の半数ほどにしか認めな
い。我々は、これら報告を鑑み、RASシグナルカスケード下流に位置する遺伝子群にける遺伝子変異ではない、
DNAのメチル化異常を中心としたepigenetic変異が原因であることを想定し、それらepigenetic変異を同定する
為に、独立した臨床試験の検体合計55症例が収集され、解析及び追跡中である。

研究成果の概要（英文）：Anti-EGFR antibodies are an essential treatment for RAS wild-type metastatic
 colorectal cancer. However, the response is transient due to the emergence of acquired resistance. 
Although it is reported that acquired genetic alteration of the RAS signaling pathway, these genetic
 alterations are not identified in about half of the patients who had resistance to the anti-EGFR 
antibodies. To identify the reason for the acquired resistance for anti-EGFR antibodies, we had 
research of not only genetic but also epigenetic alterations occurring tumor suppressor genes in 
relation to the RAS signaling pathway. Fifty-five cases of metastatic colorectal cancer have been 
enrolled and their tissue and peripheral blood were corrected. We are analyzing epigenetic/ genetic 
status and continuing follow up of prognosis.

研究分野： 大腸癌

キーワード： 切除不能進行再発大腸癌　抗EGFR抗体薬　獲得耐性　Epigenetic変異
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RAS野生型の切除不能進行再発大腸癌治療において、抗EGFR抗体薬は最も有用な治療薬の1つであるが、獲得耐性
の為にその効果は一時的である。この獲得耐性の機序を解明することは、大腸癌予後延長につながりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

RAS 野生型の切除不能進行再発大腸癌治療において抗 EGFR 抗体薬は最も重要な治療薬の 1 つ

である。しかしながら、抗 EGFR 抗体薬に対する獲得耐性により不応となってしまうことが知ら

れている。この抗 EGFR 抗体薬に対する獲得耐性の原因には RAS シグナルカスケードに関与する

遺伝子群における獲得体細胞変異が報告されている。しかしながら、これら獲得体細胞変異は次

世代シークエンサーを用い探索を行っても、獲得耐性を呈する患者の半数ほどにしか認めるこ

とはできない。我々は、これら報告を鑑み、獲得耐性には、RAS シグナルカスケード下流に位置

する遺伝子群における遺伝子変異ではない、DNA のメチル化異常を中心とした epigenetic 変異

が関与しているとの仮説を立て、それら epigenetic 変異を同定することを目的に本研究を開始

した。 

 また近年では liquid biopsy による cell-free DNA の genetic な解析により、画像診断より

も早期に増悪傾向を診断できるという報告が成されている。一方で研究分担者らは微量検体か

らのメチル化 DNA を中心とした epi genetic 変異の解析技術について長年研究しているため、

この技術を用いて、liquid biopsy 検体での epigenetic 変異を解析することで抗 EGFR 抗体薬の

獲得耐性のうち、genetic な解析では同定できなかった原因の探索を計画した。 

 

２．研究の目的 

RAS 野生型切除不能進行大腸癌に対する抗 EGFR 抗体薬の使用は，その高い奏効率により，切

除不能と考えられた 症例に対しても治癒切除可能へ道を広げた。しかしながら，その継続投与

は，最終的には獲得耐性を惹起し，全ての症例は増悪への道を辿る。抗 EGFR 抗体薬に対する獲

得耐性の原因として，RAS 遺伝子等の変異・増幅等が報 告されているが，それらだけで獲得耐

性の原因すべてを説明できない。本研究は，臨床検体の解析を行い，抗 EG FR 抗体薬投与によっ

て惹起される獲得耐性の原因となる未知の因子群の同定，特にメチル化 DNA を中心とした epi 

genetic 変異の同定を行い，それら変異を血液中の循環 free-DNA から網羅的検出を可能とする

liquid biopsy 技術 の確立とその臨床的意義の検討を行う。 

 

３．研究の方法 

 Epigenetic バイオマーカーの探索では、RAS シングルカスケードに関与し、そのプロモーター

領域に CpG island を持ち、その CpG island における異常メチル化と遺伝子発現の関与が報告

されている遺伝子群に着目した。The Cancer Genome Atlas (TCGA)データベース から、メチル

化アレイ結果を入手可能な colon adenocarcinoma 333 症例を対象に、それぞれ 485000 probe の

中から当該遺伝子に相当する probe を抽出し、そのメチル化解析をβバリューの平均にて比較

を行い、腫瘍特異的にメチル化が起きている領域及び遺伝子群の抽出を行った。ついで、それら

領域を、大腸癌凍結標本から得られた DNA を用い解析を行い、その再現性の確認を行った。 

次に、その epigenetic バイオマーカー候補を抗 EGFR 抗体にて治療された患者の大腸癌原発

巣・転移巣組織及び化学療法開始前・不応後血液を用い解析を行い、変動する epigenetic バイ

オマーカーを抽出し、再現性の確認を行い、現在、独立した臨床試験から得られた検体を用い解

析を行っている。  

 

４．研究成果 



 The Cancer Genome Atlas (TCGA) データベース から、メチル化アレイ結果を入手可能な

colon adenocarcinoma 333 症例を対象に、それぞれ 485000 probe の中から当該遺伝子に相当す

る probe を抽出し、そのメチル化解析をβバリューの平均にて比較を行い、腫瘍特異的にメチル

化が起きている領域及び遺伝子群の抽出を行い、4遺伝子のpromorer領域に絞り込みを行った。

その結果を図 1に示す。図１は４つのがん抑制遺伝子の promoter 領域におけるメチル化アレイ

からの結果を示している。Probe は

各 CpG サイトのメチル化を定量す

る probe であり、１つの縦線は１つ

の CpG サイトを表す。グラフの縦軸

はメチル化の程度をβ-value で示

しており、青が非メチル化を、オレ

ンジがメチル化のβ-value を示し

ている。オレンジ枠で囲われた領域

が、本研究で抽出した腫瘍特異的メ

チル化を呈する promoter 領域であり、Region1/2 の黒バーは PCR にて増幅される範囲を示す。

１つ１つの CpG サイトを表す縦線の中で、ダイアモンドが付加されている CpG サイトが、すでに

開発されている epigenetic 変異の解析技術（図 2）にて検出する部分を示す。 

ついで、それら領域（4遺伝子の Region1/2、合計 8か所）を、合計 1054 例の大腸癌凍結標本

から得られた DNA を用い解析を行い、その再現性

の確認を行った。図３は 1054 例の大腸癌凍結標本

の臨床病期別症例数を示す。 

この1054例の大腸癌凍結標本から得られたDNA

を用い、先の 4 遺伝子 8 領域におけるメチル化の

有無の検討を行ったところ、982 症例の解析結果

が検討可能であった。その結果を図 4に示す。4遺

伝子 8 領域の各々にメチル化を認めた場合を

Methylation score=1 とした場合、各症例は、0～

8 の Methylation score に分布する。驚くべきこ

とに大腸癌の 98.5%（967/982）は、最低でも 4遺

伝子 8 領域の 1 か所にメチル化を認めることが示

された（表１）。 

次に、血漿中循環free-DNAから4遺伝子8領域に

おけるメチル化の検出が可能かどうかを健常人お

よび担癌患者から得られた血液を用い検討を行

った後に（data not shown）、抗EGFR抗体を用い

た化学療法にて治療されている患者の血液を用

いて、化学療法中における経時的変化の確認を

行った。その一例を図5に示す。 



青線がCEA、オレンジ線

がMethylation score、灰

線が血漿中cell free DNA

濃度を表している。この症

例ではMethylation score

は、血漿中cell free DNA

濃度に関係なく、CEAと同

様の動きを呈している。4

遺伝子8領域におけるメチ

ル化は腫瘍量と相関する可

能性が示唆された。この4

遺伝子8領域のうち、抗

EGFR抗体における獲得耐性

に関与することが推測された１つ

の領域について、抗EGFR抗体を用

いて治療を受けた6例の患者の、

抗EGFR抗体投与前、奏功中、不応

後の3ポイントで得られた血液を

用い、そのメチル化濃度を検討し

たところ、抗EGFR抗体の獲得耐性

を予測できる可能性が示唆された

（図６）。 

現在、予定期間内（~2019年10

月30日）に予定症例数の合計55症

例が登録され、本研究にて得られ

た成果をもとに、genetic解析お

よびDNAメチル化解析、並びに症

例の追跡中である。 
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Gene expression signatures in BRAF V600E mutant colorectal cancer in relation to WNT signaling cascade

The clinical predictor of antitumor efficacy of cetuximab retreatment in patients with metastatic colorectal cancer who had
a clinical benefit in response to prior cetuximab based regimen.

Ovarian metastasectomy in colorectal cancer may improve the clinical outcomes of patients with metastatic colorectal cancer
regardless of BRAF or KRAS mutational profiles.

遺伝子変異情報に基づいた大腸癌肝転移の治療戦略―原発巣の左右局在とRAS/RAF 変異の意義―
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MSH2欠損StageⅣ大腸癌
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Lynch Syndrome に対する化学療法

PVT1 は癌遺伝子MYC を駆動するエンハンサーでありStage II, III 大腸癌の予後予測マーカーになりうる

大腸癌多発肝転移におけるRAS/RAF変異の意義～生物学的悪性度から術前化学療法適応を見極める～

局所進行直腸癌に対する術前化学療法の有用性
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Clinical prevalence of microsatellite instability colorectal cancer and lynch syndrome cancer

ミスマッチ修復の観点からみた、大腸癌におけるExportin-5 の臨床的意義

切除不能進行再発大腸がんの２次治療以降における Ramcirumab + FOLFIRI 療法の治療成績
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