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研究成果の概要:ＤＮＡメチル化は､遺伝子の発現抑制を介してがんの発生｡進展に関与している｡本

研究は大腸がんの肝転移に関わる遺伝子のうち、特にＤＮＡメチル化により制御される遺伝子の網羅

的解析を行ない､大腸がんの肝転移に関与する遺伝子の同定と､新しい肝転移診断マーカーの開発

を目指した｡まずDNAメチル化標的遺伝子の網羅的解析法として、（MethylatedCpGisland
Ampliflcation-マイクロアレー法；ＭCAM法)を用いて､大腸がん原発巣(CRC)および転移巣(meta)の

DNAメチル化標的遺伝子のプロファイリングを行った｡大腸がんはＭＣＡＭ法によりＤＮＡメチル化が

腫瘍内に集積するCpGislandmethylatorphenotype(CIMP)症例とＣＩＭＰ陰性症例に分類可能であ

った｡ＣＩＭＰ陽性症例と陰性症例では肝転移の頻度には有意な差は認めなかった｡ＣＩＭＰ陽性･陰`性

症例で正常粘膜のＤＮＡメチル化を､大腸の部位別に詳細に解析し､大腸がんの発がん過程におけ

るＤＮＡメチル化の蓄積は大腸の部位によって異なる様相を呈することを見出した｡すなわち近位部

大腸に関与が深いＣＩＭＰ陽性症例に対し､遠位部大腸ではＤＮＡメチル化蓄積は年齢と強い相関を

認め､その蓄積が発がんに関与していると考えた｡次に９例の手術症例で同一患者のＣＲＣとmetａ

の組織からＤＮＡを抽出した｡これらの症例はＣＲＣではＣＩＭＰ陽性例２例､ＣＩＭＰ陰性例７例であ

った｡全症例の平均では､ＣＲＣ特異的､metａ特異的､両者共通メチル化遺伝子は５６８遺伝子､５７９

遺伝子､５１５遺伝子であった｡これらの遺伝子のうち複数症例で共通してメチル化した遺伝子を選択

し､研究期間内に蓄積した症例を用いて肝転移巣に特異的なメチル化標的遺伝子の解析を行なって

いる。以上の結果と臨床病理学的背景との相関から､大腸がんの肝Ｉ伝移に関与する遺伝子の同定と、
新しい肝転移診l新マーカーの開発に結びつけることが期待できる。
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1.研究開始当初の背景 する遺伝子の網羅的探索が可能と考える。
大腸がんの肝転移に関連することが予

測される遺伝子･タンパクは、国内外の多

数の施設で研究されている。国内では、門

田守人教授(大阪大学消化器外科)らによ

り、質量分析法(MALDI-TOF/ＭＳ)を用い

た大腸がんと肝転移に関連したプロテオー

ム解析の研究が行なわれている｡近藤哲

教授(北海道大学腫瘍外科)、森正樹教

授(九州大学腫瘍外科)らは複数の遺伝子

発現と大腸がんの肝転移の予後因子に関

する研究を行なっている。また、国外では

VogelsteinB博士らがphosphateof

regeneratingliver-3(PRL-3)の発現が癌の

転移に強く関連することを報告している｡し

かし､肝転移には多数の遺伝子が関与し

てその生物学的特`性を規定することを考え

ると、肝転移関連遺伝子の網羅的な解析

を行なうことが､肝転移を理解するうえで重

要であると考える。

最近ＤＮＡメチル化をはじめとするエピ

ジェネテイックな変化が、がん抑制遺伝子

の不活化を介して､がんの発生･進展に重

要な役割を果たすことがわかってきた。特

に大腸がんでは､ＤＮＡメチル化異常の蓄

積が発がん過程の一経路となる可能性が

示唆されている｡一方、日比健志博士(昭

和大学藤が丘病院外科)らは、血液中の

Ｐ１６遺伝子のＤＮＡメチル化検出が､大腸

がんの術後肝再発の有用な予測因子とな

りうることを示してきた｡しかし､肝転移マー

カーとしてＰｌ６遺伝子のＤＮＡメチル化の

みでは不十分である。他の関連遺伝子の

探索が急務であるが､これまでＤＮＡメチル

化に制御される肝転移を規定する遺伝子

の網羅的解析に関してほとんど報告がない。

我々の研究グループは､ＤＮＡメチル化標

的遺伝子の解析法として､プロモーターアレ

ーを用いた効果的な方法を確立し(MCA-マ

イクロアレー法)､これまでに､肝細胞がんに

おいて､非常に高い特異性をもって､ＤＮＡメ

チル化標的遺伝子が網羅的に検出できるこ

とを詳細に解析し確認した｡このMCA-マイ

クロアレー法は､世界に先駆けて開発した方

法であり、比較的少量の臨床検体にも適応

できる点が特に優れている｡この方法を用い

て､高い独自性で大腸がんの肝転移を規定

2.研究の目的

ＤＮＡメチル化により制御される大腸がん肝転

移を規定する遺伝子を網羅的に解析･同定し、

新しい肝転移の診断マーカーの開発および､有
効な治療戦略の確立を試みる。

3.研究の方法

大腸がんの肝転移に関わる遺伝子のうち、特

にＤＮＡメチル化により制御される遺伝子の網羅

的解析を行ない､大腸がんの肝転移に関与す

る遺伝子の同定と､新しい肝転移診断マーカー

の開発を目指した｡まずＤＮＡメチル化標的遺

伝子の網羅的解析法として、（MethylatedCpG
islandAmpliflcation-マイクロアレー法；ＭCAM

法)を用いて､大腸がん原発巣のＤＮＡメチル化

標的遺伝子のプロファイリングを行った。

4.研究成果

大腸がんはＭＣＡＭ法によりＤＮＡメチル化が

腫瘍内に集積するCpGislandmethylator

phenotype（CIMP)症例とＣＩＭＰ陰性症例に分

類可能であった｡ＣＩＭＰ陽性症例と陰性症例で

は肝転移の頻度には有意な差は認めなかった。

しかし、ＣＩＭＰ陽性･陰`性症例で正常粘膜の

DNAメチル化を､大腸の部位別に詳細に解析

し､大腸がんの発がん過程におけるＤＮＡメチ

ル化の蓄積は大腸の部位によって異なる様相を

呈することを見出した。すなわち近位部大腸に

関与が深いＣＩＭＰ陽性症例に対し､遠位部大

腸ではＤＮＡメチル化蓄積は年齢と強い相関を

認め、その蓄積が発がんに関与していると考え

た(投稿中)。次に９例の手術症例で同一患者

のＣＲＣとmetａの組織からＤＮＡを抽出した｡こ

れらの症例はＣＲＣではＣＩＭＰ陽性例２例、

CIMＰ陰性例７例であった｡全症例の平均では、

CRC特異的､metａ特異的､両者共通メチル化

遺伝子は５６８遺伝子､５７９遺伝子､５１５遺伝子

であった。これらの遺伝子のうち複数症例で共

通してメチル化した遺伝子を選択し､研究期間

内に蓄積した症例(CＲＣＩ期～Ⅲ期６０例､Ⅳ

期２０例､meta60例)を用いて肝転移巣に特異

的なメチル化標的遺伝子の解析を行なっている。

以上の結果と臨床病理学的背景との相関から、

大腸がんの肝転移に関与する遺伝子の同定と、

新しい肝転移診断マーカーの開発に結びつけ

る。
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