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研究成果の概要（和文）： 

 口腔扁平上皮癌患者における、術前血漿中のhypermethylationの割合は、p16が66.7%、MGMT

が14.3%、RECKが4.8%であったが、 CDH1, TIMP-3では確認できなかった。 

 術前血漿で p16 の hypermethylation を認めた症例で術後 3 ヶ月目の血漿中 p16 の

hypermethylation の有無を検索した。無担癌症例でも担癌症例でもともに hypermethylation

が確認された。口腔扁平上皮癌患者の血清中 p16 遺伝子のプロモーター領域のハイパーメ

チレーションは腫瘍切除前後で変化しなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Hypermethylation of promotor region of tumor suppressor gene in serum of oral 
squamous cell carcinoma patients before the tumor extirpation was p16; 66.7%, 
MGMT; 14.3%, RECK; 4.8%, CDH1 and TIMP-3; 0%.  
  The cases of hypermethylation of promotor region of p16 in serum before the tumor 
extirpation were investigated about hypermethylation of p16 in serum 3 months after 
the tumor extirpation. Hypermethylation of p16 was detected in patients with cancer 
and non-tumor-bearing patients. Hypermethylation of promotor region of p16 did not 
change before and after the tumor extirpation in serum of oral squamous cell 
carcinoma patients. 
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１．研究開始当初の背景 
 
発癌は多段階の遺伝子異常による genetic

な変化や epigenetic な変化により、細胞が増

殖優位性を獲得することにより起こるとさ

れ、従来の DNA 塩基配列異常による genetic

な遺伝子異常のみならず、塩基配列異常を伴

わないepigeneticな変化も重要な働きをして

いることが明らかにされて来ている。この

epigenetic な変化には、DNA のメチル化異

常、ヒストン修飾の異常などがあり、癌にお

ける DNA メチル化異常として、ゲノム全体

の低メチル化やある特定遺伝子のプロモー

ター領域における CpG アイランドの部分的

な高メチル化が知られ、特に、プロモーター

領域が高メチル化した場合に下流遺伝子の

mRNA 転写抑制（サイレンシング）が生じ、

結果、遺伝子の不活化により発癌が促進され

る現象が明らかにされて来ている。このメチ

ル化異常において発がんとの関連が指摘さ

れているものとして、大別すると細胞周期調

節遺伝子(p16INKA4, p57KIP2, etc)、DNA 修復

遺伝子(MGMT, hMLH1 etc)、アポトーシス

関連遺伝子(TMS1, CASP8, APAF-1, etc)が

あり、これら遺伝子のプロモーター領域のメ

チル化異常により各々の遺伝子発現がサイ

レンシングされ、がん化を促進するものと考

えられている。 

我々もこの点に着目し、これまでに

Methylation-specific PCR（MSP）法を用いて

ヒト口腔癌 55 例の原発組織の DNA メチル化

異常を検索し、p16 では 28 例(50.9%)、MGMT

では 31 例（56.4％）に hypermethylation が生

じていることを観察している。また、同一症

例の病理学的に非病変部粘膜のメチレーシ

ョン状態を検索した所、p16 では 37.５％、

MGMTでは60.0％と高率に周辺組織にもメチ

ル化異常が生じており、口腔がんでも、Field 

cancarization を含めメチル化異常が高頻度に

深く関わっていることが示されて来ている。 

 一方、癌症例において、血漿中に癌細胞由

来のメチル化異常を来たした DNA 断片が遊

出し、これが新たな腫瘍 marker となる可能

性が示されて来ているが、口腔領域における

末梢血の遺伝子メチル化異常の解析は 1 報告

のみしか行われておらず、その検索も p16 の

みの解析にとどまり、腫瘍特異的か否かの検

証も乏しい状態となっている。 

 
２．研究の目的 
 
 現在までにヒト口腔癌において高頻度に

メチル化異常が報告されている遺伝子を

targetに絞り、ヒト口腔癌における原発巣組

織DNAおよび末梢血血漿中のDNA断片のメチ

ル化異常を検索し、ヒト原発巣DNAと血漿中

DNA断片に於けるメチル化異常の相関性（検

出頻度の高い遺伝子の絞込みを含む）を明ら

かとするとともにに臨床病態との比較（担

癌・非担癌）を行い新たな腫瘍markerとなり

得るかを検証する。 

 

３．研究の方法 
 
 ヒト口腔癌において高頻度にメチル化異

常の生じることが報告されている遺伝子

（p16、MGMT、RECK、CDH1、TIMP-3）に

ついてメチル化異常を包括的に解析し、原発

組織のDNAメチル化異常と血漿中DAN断片

メチル化異常との対比を行い検証した。原発

組織のDNAメチル化異常は従来通りDNAを

抽出し Methylation-specific PCR を用い検討し



 

 

た。血漿中 DAN 断片メチル化異常は血液か

ら QIAamp DNA Blood Mini Kit を用い

DNA を採取し Methylation-specific PCR を用

い検討した。 

 

４．研究成果 
 

 腫瘍組織における、hypermethylationはp16

とRECKで90-95%確認できた。MGMTでは20%程度

と少なく、CDH1, TIPM-3ではほぼ確認できな

かった。この結果から、口腔癌患者血漿中の

癌抑制遺伝子プロモーター領域の

hypermethylationの検討では、p16とRECKを検

討することが適当であると推測された。 

 手術前血漿中のhypermethylationは、p16

で66.7%、MGMTで14.3%、RECKで4.8%観察でき

たが、 CDH1, TIMP-3では確認できなかった。

この結果から、血漿中p16のメチル化異常に注

目して、術後の継時的変化を追うことが適当

であると推測された。 

 術前血漿で p16 の hypermethylation を認

めた 14症例での術後 3ヶ月以降の血漿では、

無担癌症例 11例でも担癌 3症例(後発リンパ

節転移を含む)でも hypermethylationが確認

され、非担癌症例での変化（消失）が確認で

きなかった。 
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