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研究成果の概要（和文）：2012年の癌による死亡は年間約36万人で、日本における死因の第一位となっている。そのな
かで一番多いのが肺癌であり、難治性癌の代表となっている。我々は、肺腫瘍の生物学的悪性度と一連のムチン抗原発
現について詳細な分析を行い、ムチンの発現と予後の関連を明らかにしてきた。さらに、新規DNAメチル化解析（MSE）
法を開発した。
３３例の肺がん患者より腫瘍部・非腫瘍部を採取しMSE法によりムチン遺伝子のメチル化を評価した。我々の結果は、
ムチン遺伝子の発現とDNAのメチル化に強い相関を示した。さらに、TET1がMUC1とMUC4の発現を制御するDNA脱メチル化
プロセスの重要な要因であることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer is still a disease of high mortality, despite advanced diagnostic tech
niques. Mucins (MUC) play crucial roles in carcinogenesis and tumor invasion in lung neoplasms. We have de
veloped a novel 'methylation-specific electrophoresis (MSE)' method to analyze the DNA methylation status 
of MUC1 and MUC4 by high sensitivity and resolution.
By using the MSE method, we evaluated lung tissue samples from 33 patients with various lung lesions. Our 
results showed that the TET1 was important factor for DNA demethylation to regulate the expression of MUC1
 and MUC4 in lung cancer. The analysis of the epigenetic changes of MUC1 and MUC4 may be useful for diagno
sing the carcinogenic risk and predicting outcome of patients.
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様 式 ＣＦＺ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
2012年の癌による死亡は年間約36万人で、

日本における死因の第一位となっている。そ
のなかで一番多いのが肺癌であり、難治性癌
の代表となっている。2012 年のデータでは肺
癌の年間死亡数は約 7 万 1500 人、1998 年に
年間約 5万人の死亡者数を超えてから、毎年
約 1500 人以上死亡数が増加しており、今後
も肺癌による死亡数の増加が予測されてい
る。肺癌は、小細胞肺癌と非小細胞肺癌に分
類され、肺癌の約 85％を非小細胞肺癌が占め
る。非小細胞肺癌は、さらに腺癌、扁平上皮
癌、大細胞癌、その他分類不能に分かれる。
扁平上皮癌患者の 95％以上、腺癌の 75％が
喫煙者であり、小細胞肺癌の 97～99％が喫煙
者である。肺癌では、I期と II 期が手術の対
象となっているが、おおよその５年生存率は、
I 期が 80％、II 期が 40％、III 期は 20％と
なっており、早期発見が非常に重要である。
加えて、転移はなく手術で完全に切除したと
判断されても、すでに目に見えない転移が存
在し、手術後に遠隔転移で再発することも少
なくない。そのため、「肺癌の早期診断法の
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。 

２．研究の目的 
未だ人類の手中にない肺癌を、高度に発達

してきた画像診断に、悪性度を推し量る「質
的診断」を加味して、治療戦略を明確に立て
られる診断システムを構築、さらには、発癌
リスクの評価システムを構築することを目
標としている。 
現在、ムチン分子ファミリーの異常発現が、

癌の増殖・浸潤転移・抗癌剤耐性・免疫機構
回避などの各プロセスにおいて、悪性化に関
与することが数多く報告されはじめている
（Nat Rev Cancer 9:874, 2009）。当研究室
では、早くからムチンに注目して研究を進め、
ムチン発現と予後との関係やその発現機構
を世界に先駆けて明らかにしてきた。 
これまでの当研究室における研究により

下記の成果を上げている。 

(1) 肺腫瘍の生物学的悪性度と一連のムチ
ン抗原発現について詳細な分析を行い、
MUC1・MUC4 の発現と予後の関連を明らか
にしてきた。 (Modern Pathol 20: 638, 
2007. Lung Cancer  55: 195, 2 007) 

(2) エピジェネティクスの観点において MUC 
1・MUC4 の発現制御についても解析を進
め、各々プロモーター領域のメチル化や
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。 (Cancer Res, 68: 
2708-2716, 2008. Br J Cancer, 100: 
344-351, 2009.)  

(3) 従来のメチル化検出限界 5%を越え、
0.1％の感度を有する、新規微量 DNA メ
チル化解析法である MSE(Methylation 

Spacific Electro pholesis) 法
（PCT/JP20 11/060339）を開発した。 

そこで、これまでの研究成果を踏まえ、ム
チン遺伝子の「DNA メチル化異常」を MSE 法
により評価する事で、「悪性度」や「発癌リ
スク」を含めた質的診断にも応用できるマー
カーの探索および、その有用性の評価を目的
とする。本研究においては、肺癌組織検体に
おける①肺癌分類におけるメチル化異常の
プロファイルと、②多段階発癌におけるメチ
ル化異常の指標を作る事で、癌の浸潤性や転
移能という悪性度の診断方法を新規メチル
化解析法であるMSE法を用いて確立する事を
目的とする。 

３．研究の方法 
鹿児島大学医歯学総合研究科先端的がん

診断治療研究センターでは、トランスレーシ
ョナルリサーチを効率的に推進するために、
「組織バンク」を整備し、共同利用・共同研
究拠点を形成している。組織バンクには、鹿
児島大学医学部附属病院からはもとより、県
内外からの臨床検体 (術前・術後／細胞診サ
ンプル・病理診断検体)が、現在進行形で蓄
積され続けている。そこで、本研究は鹿児島
大学大学院医歯学総合研究科倫理委員会の
承認の上、研究に関してインフォームドコン
セントを得た患者より採取したサンプルを
使用する。 

(1) DNA メチル化異常プロファイルの作成 
各種ムチン遺伝子（MUC1・MUC2・MUC3A・

MUC4・MUC5AC 及び MUC17）を対象に、各種肺
癌組織型における腫瘍部・非腫瘍部の DNA メ
チル化解析を MSE 法にて行う。同一検体にお
ける各種ムチンコアタンパク質の発現状況
を免疫染色・ウエスタンブロットで、mRNA の
発現状況をリアルタイム PCR で解析する。各
解析データをつきあわせて集積する事で、ム
チンプロファイルの構築を行う。 

(2) 肺癌の組織型とDNAメチル化異常の相関 
統計手法により、発癌のリスクファクター

と DNA メチル化異常との関連性の検討、発癌
過程におけるDNAメチル化異常の比較検討を
行う。定量的な検討結果、検出の際の特異性、
感度などを含め総合的に検討を行い、発癌リ
スクの診断や癌スクリーニングに有用な標
的遺伝子を検索し、本研究の有用性を評価す
る。 

４．研究成果 
(1) MUC1 発現の意義解明 
低酸素環境における MUC1 発現の機能的意

義の解明を行い、以下の結果を得た。① 低
酸素下（酸素濃度 1%）で培養した膵癌の培
養上清には血管内皮細胞の管腔形成誘導能
がある。② 転移巣からの膵癌細胞株では
MUC1 の低酸素応答性の発現上昇が顕著で、
MUC1-cytoplasmic tail（MUC1-CT）が膜面か
ら核へ移行する。③ 核へ移行した MUC1-CT



はp53やβカテニンを伴い血管新生因子であ
る CTGF の転写及び分泌を強く促進する。④
低酸素性MUC1発現は他の血管新生因子VEGFA
や PDGFB の分泌促進にも寄与する。⑤これら
血管新生因子の制御を介して MUC1 が血管内
皮細胞の血管新生能を亢進させる「Key 
regulator」の一つであることが明らかにな
った。これらの知見は、低酸素環境に曝され
た癌細胞が MUC1 を介して転移能を獲得する
可能性を示唆している（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 肺癌組織検体におけるムチン遺伝子の

メチル化状況 
肺癌組織におけるムチン遺伝子のメチル

化状況の変化を MSE 法により評価し、以下の
結果を得た。①腫瘍部と非腫瘍部を比較した
場合、MUC1 遺伝子のプロモーター領域におい
て、５位がメチル化されたシトシン残基
(5-mC)含有量が腫瘍部において有意に亢進
していた。MUC4 遺伝子のプロモーター領域に
おいては、5-mC の酸化物である５位がヒドロ
キシル化されたシトシン残基(5-hmC)含有量
が腫瘍部において有意に亢進していた（図
２）。②組織における MUC1 遺伝子の発現は、
5-mC 含有量と有意な相関を示した。③MUC4
においては、遺伝子発現状況は 5-mC 含有量
のみでは相関を示さなかった。しかし、5-mC
含有量に加え 5-hmC 含有量を勘案した場合、
遺伝子発現と相関を示した。これらの結果に
より、肺組織においても、これまでに報告し
てきたエピジェネティックな発現制御によ
りムチン遺伝子の発現が制御されている可
能性を示唆している。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 肺癌組織検体における脱メチル化因子
の発現状況 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図１. MUC1 による血管形成誘導の模式図 

 

図２．腫瘍部・非腫瘍部の比較 

 
図３．TET1 発現量と脱メチル化の相関 



肺組織検体におけるムチン遺伝子の脱メ
チル化状況と、エピジェネティックな発現制
御に関わる脱メチル化因子群（Ten eleven 
tlanslocation（TET）, Activation-induced 
cytidine deaminase（AID）, Glial cells 
missing（GCM））およびメチル化因子群（DNA 
Methyltransferases（Dnmt））の発現状況と
の相関を評価し、以下の結果を得た。①MUC1
遺伝子の脱メチル化において、TET1 発現が高
い相関を示した。②MUC4 遺伝子においては、
5-mC含有量と5-hmC含有量を総合的に勘案し
た場合、TET1 発現量と相関を示した（図３）。
これらの結果により、肺癌組織においてムチ
ン発現（MUC1 および MUC4）を引き起こすプ
ロモーター領域の脱メチル化は、TET1 発現に
より誘導されていることが示唆された。 

(4) 小腸癌組織標本における各ムチン分子
のコア蛋白発現状況の解析 

肺癌におけるムチン発現様式との比較を
行うために、小腸癌におけるムチンの臨床病
理学的意義の解明を行った。小腸癌 60 症例
を解析し、MUC1（図４）、MUC5AC および MUC16
の発現が小腸癌において予後不良因子であ
ることを報告した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(5) 考察 
肺癌組織検体におけるムチン遺伝子の詳

細なメチル化状況と癌の関係を明らかにす
ることで、肺癌の組織型・進行ステージの診
断材料になり、癌の早期発見・発癌リスク評
価が可能になると考えられる。ひいては、DNA 
メチル化状況を精査することで癌患者の再
発リスク評価を含めた病態経過観察、あるい
は、一般集団を対象とした癌の検診が可能に
なると考えられ、関連分野へのインパクトは
極めて大きいと思われる。DNA メチル化の解
析によって肺癌の組織型・進行ステージを診
断する本研究の成果はヒトゲノムに関する
トランスレーショナルリサーチの典型的な
例であり、これまでにない新しい診断技術と
して注目に値すると考えられる。肺癌の早期
発見のための検査法の開発という、国民の健
康に直結する公共性の高い先進的な研究で
あり、低侵襲性のサンプル（BAL 液や喀痰）
に応用できれば、一般的な臨床検査としての
経済効果も高く、医学的・社会的に重要であ
ると考えられる。 
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図４．小腸癌における MUC1 発現と予後 
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