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研究成果の概要（和文）：胆管癌は、数ある癌の中でも早期発見はもちろん、治癒を望める段階での診断が困難
な難治性の癌である。それゆえ、胆管癌の早期診断法の確立、さらには最近注目されている粘液産生胆管腫瘍と
粘液性嚢胞性胆管腫瘍の悪性度判断法の確立が望まれている。本課題においては、Bisulfite Amplicon 
Sequencing: BSASによる胆管腫瘍の悪性度に関連するムチン分子ファミリー遺伝子群を含む１４種のがん関連遺
伝子のメチル化解析パネルを構築し、胆管癌組織検体の腫瘍部・非腫瘍部（125症例: 250検体）のメチル化解析
を行った。さらに、臨床情報と比較することで、臨床応用へ向けたその有用性を評価した。

研究成果の概要（英文）：Cholangiocarcinoma is one of the most intractable cancers among all cancers,
 and it is difficult to diagnose at a stage where early detection as well as cure can be expected. 
Therefore, it is desirable to establish an early diagnosis method for cholangiocarcinoma and a 
method to determine the malignancy of mucous-producing cholangiocarcinoma and mucinous cystic 
cholangiocarcinoma, which have been attracting attention recently. In this project, we constructed a
 Bisulfite Amplicon Sequencing (BSAS) panel for DNA methylation analysis of 14 cancer-related genes 
including mucin genes related to the malignancy of cholangiocarcinoma. Then we analyzed the 
methylation of tumor and non-tumor portions of cholangiocarcinoma tissue specimens (125 cases: 250 
specimens including non-neoplastic region and neoplastic region) used this panel. In addition, to 
evaluated the BSAS panel analysis for clinical application, we compared analysis data with clinical 
information.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞株においてエピジェネティクスによるがん遺伝子・がん抑制遺伝子の発現制御が明らかにされてきた。
近年においては、様々なヒト組織において発がん過程におけるがん遺伝子・がん抑制遺伝子の発現とエピジェネ
ティクスの関係が報告されている。そこで、胆管組織検体・胆汁液検体において、胆管腫瘍の悪性度に関連する
ムチン分子ファミリー遺伝子群を含むがん関連遺伝子の発現と、DNAメチル化の関係性を明らかにできれば、希
少性の高い難治がんである、胆管癌の早期発見に向けた臨床応用が可能になると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
本邦における癌死は年間 37 万
人を超えており、死因の第 1位で
ある。また、がんの罹患数も年々
増加しており、2017 年には 100
万人を超えると予測されている。
胆管癌は、全がんにおける割合は
約２％（2017年予測罹患数は24、
500 人）と第 8 位であり、希少性
の高い癌である。しかし、同年で
の死亡者数が 8 割程度となって
おり、5 年相対生存率も 22。5％
と極めて低く、難治性癌の代表と
もいえる（2017 年、国立がん研究
センター試算）。このような現状
を打破するためにも、胆管癌の
「早期診断法の確立」あるいは
「悪性度を規定する分子標的の
同定」が望まれている。 
近年、胆管癌を含む種々の癌に
おいて、糖タンパク質であるムチ
ン分子ファミリーの異常発現が
確認され、増殖・浸潤転移・抗癌
剤耐性・免疫機構回避など癌進展
の各プロセスにおいて、癌の悪性化に関与することが報告されている（Nat Rev Cancer 2009 
9:874）。当研究室では、早くからムチンに注目して研究を進め、（ａ）胆管癌におけるムチン発
現と予後との関係を明らかにしている（図 1-1）。また、（ｂ）エピジェネティクスの観点よりム
チンの発現制御について解析を進め、各プロモーター領域のDNAメチル化やヒストンの化学修
飾による発現制御機構が存在することを世界に先駆けて明らかにしてきた（図 1-2）。くわえて、
（ｃ）従来の DNA メチル化検出限界を超える 0。1％の解像度を有する新規高感度メチル化解
析法（特許第 5765586 号）の開発を行い報告している（図 1-3）。 
2. 研究の目的 
当該プログラムにおいては、胆管癌組織検体において、がん遺伝子である各ムチン遺伝子の
DNA メチル化状況と、その組織における発現との相関を明らかにする。さらに、従来法では解
析が困難な胆汁液中 DNA のメチル化解析を新規メチル化解析法・次世代シークエンサーを用い
て行い、対応する組織における発現量や悪性度との関係性を評価することで、リキッドバイオプ
シへ向けた応用の可能性を探索する。 
3. 研究の方法 

BSAS解析パネルの構築 
ムチン３種（MUC1、 MUC2、 MUC4）、及び癌抑制遺伝子・癌遺伝子 8種（Kras、 

SMAD4、 PTEN、 BRCA1、 ECAD、 MGMT、 TMEFF2、 RARb）、がん関連トランスポ



ーター遺伝子 3種（AQP1、 GLUT1、 Choline transporter）を対象としたターゲットパネル
の構築を行った。ターゲットパネルの構築により、同時に標的遺伝子の解析を多数検体行うこ
とが可能になる。Hypo-methylation コントロールは PCRにより脱メチル化を行った。Hyper-
methylation コントロールにはCpG Methyltransferase（M。SssI）によりメチル化を行ったＤ
ＮＡを用いた。 

胆管癌組織検体の解析 
上記 BSAS 解析パネルを用いて 125 症例の胆管癌組織検体より腫瘍部・非腫瘍部を採取し

標的遺伝子のメチル化解析を行った。加えて、解析した標的遺伝子メチル化情報とその予後に
ついて統計解析を行った。 

4. 研究成果 

BSAS解析パネルの構築 
プライマーの温度条件検討、増幅領域の組み合わせ等の条件検討の結果、図２に示したよ

うに、すべての標的遺伝子において、そのメチル化DNA・脱メチル化DNAの混合比率に対し
て高い相関係数を示した。このことから、14 遺伝子に対応したマルチプル PCRによるアンプ
リコンにより高い解像度で解析が可能であることが示された。 

図２。新規 BSAS 解析パネルによる 14 遺伝子解析検量結果 
胆管癌組織検体の解析 

図３に示すように、MUC1、 MUC2、 MUC4、 TMEFF2、 Choline transporter 遺伝子に
おいて腫瘍部・非腫瘍部間において脱メチル化状況に有意差があることを明らかにした。また
Bioinformatics に適したシークエンスデータの解析パイプラインの構築を行った。 



図３。Hypo-methylation status の腫瘍部・非腫瘍部の比較 

 
遺伝子においては、腫瘍部・非腫瘍部間に有意差があり発がんマーカーに適しているもの
と、腫瘍部・非腫瘍部の両方においてそのメチル化と術後予後に関連を示す術後予後リスクマ
ーカーに適したものがあると考えられる。組織における対象遺伝子の発現状況をタンパク質、
ｍRNAの角度から免疫染色・RT-PCR を用いて解析し、そのメチル化状況との関連性を精査
する。また、さらに詳細な臨床情報を用いて統計解析・機械学習を行うことで術後予後に関連
するリスクマーカーの探索を行う。 
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