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研究成果の概要（和文）：癌化に先行して引き起こされる遺伝子修飾の変化を正常組織において捉える事ができ
れば、癌の易罹患性を予見する有用な手段となり得ます。本研究は、正常組織で観察される遺伝子修飾異常
（DNAメチル化異常）の情報をもとに、 癌のかかりやすさを予測しようとするものです。我々が独自に開発した
DNAメチル化マイクロアレイ、MS-AFLP法を用いて癌部と非癌部で同じ変化を示す遺伝子断片を同網羅的に検索
し、クラスター解析、DAVID解析を行ったところ、WNT signal、AXON guidanceおよびHomeoboxに関わる遺伝子群
を同定しました。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to predict susceptibility to cancer development on 
the basis of the epigenetic profile observed in non-cancerous mucosa. Epigenetic alterations are 
commonly observed not only in cancer tissues but also in non-cancerous tissues, whereas genetic 
alterations are found in isolated cases and in only in a minor fraction of normal tissue cells. 
Thus, the epigenetic profiles is considered to be a hallmark of cancer development initiation. 
PCR-based DNA fingerprinting method called methylation-sensitive amplified fragment length 
polymorphism (MS-AFLP) analysis enables simultaneous genome-wide detection of DNA hypermethylation 
and hypomethylation in tumor tissue. The array-based platform, which we adapted from former 
platform, interrogates over 9500 independent loci, corresponding to the NotI sites mapped throughout
 the human genome. We identified cancer related genes involved in WNT signaling, AXON guidance and 
Homeobox genes.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 癌易罹患性　DNAメチル化プロファイル　遺伝子修飾異常　遺伝子異常　非癌部組織　DNAメチル化マイ
クロアレイ　MS-AFLP microarray
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、網羅的ゲノム検索により多くの遺伝子が同定されました。大腸癌276症例のwhole genome studyによると
腫瘍抑制遺伝子APC が関与するWNTシグナル伝達系において、その経路のどこかに遺伝子異常がある大腸癌の頻
度は92-97%と非常に高い数値を示しました。すなわち、APCに異常を認めなくても、APCのシグナル伝達に関わる
遺伝子の異常を多くの大腸癌が有していたという事です。この結果より、一連のシグナル伝達系に関わる遺伝子
変化を包括的に検索し、解析する事の重要性が示されました。しかしながら、このような網羅的ゲノ ム検索を
正常組織で行い、癌組織の変化と関連づけた報告はありません。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌の発生、進展には遺伝子配列の変化を伴う遺伝子異常とともに、DNA メチル化のような遺伝

子配列の変化を伴わない遺伝子修飾の異常が重要な役割を演じています。特に遺伝子修飾の異

常は癌のみならず、癌発症の背景となる慢性胃炎や潰瘍性大腸炎等の非癌組織にも観察される

ため、発癌過程の変化を捉えるのに有効であると考えられます。遺伝子修飾異常が関わる発癌の

メカニズムとして、プロモーター領域の異常メチル化による癌抑制遺伝子の失活と、ゲノム全域

の脱メチル化異常による染色体不安定性の惹起が関与しており、ともに発癌の初期段階に関わ

っていると考えられています。そこで癌化に先行して引き起こされる遺伝子修飾の変化を正常

組織において捉える事ができれば、癌の易罹患性を予見する有用な手段となり得ます。本研究は、

正常組織で観察される遺伝子修飾異常（DNA メチル化異常）の情報をもとに、 癌のかかりやす

さを予測しようとするものです。 

近年、網羅的ゲノム検索により多くの遺伝子が同定されました。大腸癌 276 症例の whole genome 

study によると腫瘍抑制遺伝子 APC が関与する WNT シグナル伝達系において、その経路のど

こかに遺伝子異常がある大腸癌の頻度は 92-97%と非常に高い数値を示しました。すなわち、APC

に異常を認めなくても、APC のシグナル伝達に関わる遺伝子の異常を多くの大腸癌が有してい

たという事です。この結果より、一連のシグナル伝達系に関わる遺伝子変化を包括的に検索し、

解析する事の重要性が示されました。しかしながら、このような網羅的ゲノ ム検索を正常組織

で行い、癌組織の変化と関連づけた報告はありません。 
 
２．研究の目的 
本研究は、正常組織で観察される遺伝子修飾異常（DNA メチル化異常）の情報をもとに、癌の

かかりやすさを予測しようとするものです。DNA メチル化異常は癌組織のみならず、非癌部組

織でも認められるため、その情報を癌発症の予測や早期診断に利用します。 

 具体的には、癌組織で異常メチル化のため遺伝子発現が低下している遺伝子を同定し、それら

の遺伝子の異常メチル化の程度を背景粘膜でも検出します。背景粘膜の異常メチル化の程度と

遺伝子発現の相関を解析し、異常メチル化の進行に伴い遺伝子の発現が低下していく過程を捉

えられれば、それは発癌過程の段階的変化を表現していると考えられます。 

 我々が独自に開発した DNA メチル化マイクロアレイ、発現アレイを用いる事により、網羅的

に遺伝子異常、遺伝子修飾異常を捉えることが可能となり、分子生物学的な発癌プロファイルの

作成が可能となります。それは発癌リスクのバイオマーカーとして有用性が期待されます。 
 
３．研究の方法 

1、MS-AFLP (methylation sensitive length polymorphism )microarray によるメチル化異常の検出 

我々が開発した DNA メチル化マイクロアレイを用いて（Koizumi K. Int J Oncol.2012）、大腸癌

癌部、非癌部の DNA メチル化異常を網羅的に検索し、癌部と非癌部で同じ変化を示す遺伝子断

片を同定します。MS-AFLP 法は、AFLP 法で用いられている制限酵素の代わりにメチル化感 受

性制限酵素 NotI を利用し、ゲノム中の CG 領域のメチル化の異常を網羅的に検索する方法です。

NotI 配列はゲノム中、遺伝子領域の CpG 島に約 50％、その他に約 50％存在するため、メチル

化異常とともに 脱メチル化異常を同時に検索でき、メチル化の異常を包括的に評価する上でき

わめて有効な手段と考えられます。この方法を用いてゲノム全域にわたる約 10000 カ所の CG

領域の変化を検出し、癌化に関連した DNA メチル化異常を同定します。 

2、発現アレイで遺伝子発現の程度を評価し、Pyro Mark でメチル化シトシン定量し、アレイの

結果の検証を行います。前述した WNT signaling に関わる AXIN2 遺伝子の発現解析 を RT-PCR



を用いて行い、メチル化の変化と関連した、段階的な遺伝子発現の変化を捉えています。この解

析を、発現アレイを用いて網羅的に行います。 

3、クラスター解析、DAVID 解析で関連遺伝子を同定し、メチル化 プロファイルを作成します。

そして DNA メチル化異常とその遺伝子の発現の情報を統合させ、分子生物学的な発癌リスクの

プロファイルの作成を目標とします。 
 
４．研究成果 

発現アレイで遺伝子発現の程度を評価し、Pyro Mark でメチル化シトシン定量し、アレイの結

果の検証を行います。そしてクラスター解析、DAVID 解析で関連遺伝子を同定し、メチル化プ

ロファイルを作成します。そして DNA メチル化異常とその遺伝子の発現の情報を統合させ、分

子生物学的な発癌リスクのプロファイルの作成を目標とします。 

我々が独自に開発した DNA メチル化マイクロアレイ、MS-AFLP 法を用いて癌部と非癌部で

同じ変化を示す遺伝子断片を同網羅的に検索し、クラスター解析、DAVID 解析を行ったところ、

WNT signal、AXON guidance および Homeobox に関わる遺伝子群を同定しました。MS-AFLP

法の詳細は論文発表しました。今後は発現アレイで遺伝子発現の程度を評価し、Pyro Mark で

メチル化シトシン定量し、アレイの結果の検証を行うためデータを集積しています。 
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