
三重大学・医学系研究科・客員教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４１０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

RNAメチル化を介した胃癌腹膜播種進展の機序解明

Elucidation for mchanism of pritoneal metastasis via RNA methylation in gastric 
cancer

１０３４５９８６研究者番号：

田中　光司（Tanaka, Koji）

研究期間：

２０Ｋ０９００４

年 月 日現在  ５   ５ ３０

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：m6a-RNAメチル化制御遺伝子発現のうちFTO-mRNA高発現は複数の臨床病理学的因子の
悪性度と相関し、FTO-mRNA高発現群は低発現群と比べて有意に生存/再発予後不良であった。FTO-shRNAを用いた
FTO-stable knockdownの効率は非常に良くSh-FTO群では、胃癌細胞の増殖能/浸潤能が顕著に低下していた。マ
ウス実験でもFTO stable knockdownをおこなったxenograft tumorの増殖は著明に抑制されていた。またFTO 
stable knockdownによってEMT関連遺伝子のvimentinが著明減少していた。

研究成果の概要（英文）：Patients with high FTO expression exhibited markedly worse OS. Then we 
observed that FTO expression was frequently upregulated in GC cell lines, with 
epithelial-mesenchymal-transition (EMT) features. FTO knockdown in HGC27 and AGS cells inhibited 
cell proliferation and migratory potential, while its overexpression in MKN28 cells resulted in 
enhanced proliferation and migration. Finally, confirming our in-vitro findings, FTO suppression led
 to significant tumor growth inhibition in a HGC27 xenograft model.

研究分野： 上部消化管悪性腫瘍

キーワード： 胃癌　RNAメチル化　　FTO　バイオマーカー

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAメチル化の癌進展における機能的機序解明が世界的一流誌に相次いで報告されているhot-topicであり、総じ
て腫瘍特異的に生じたRNAメチル化が特定の遺伝子の発現調整や蛋白変容を起こし、癌進展に関わるとされてい
る一方で胃癌含めた消化管癌におけるRNAメチル化による癌進展のプロセスに関与する分子生物学的機序、RNAメ
チル化自体のバイオマーカーとしての有用性は未解明な部分が多いのが今後探求すべき課題である。

※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。
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１．研究開始当初の背景   
胃癌は本邦含めて東アジアや南米に患者が多い疾患で、近年検診や胃内視鏡などの普及もあり、
死者数は経年的に減少傾向にあるものの、2020 年度の日本における胃癌の死者数は 42319 人
(男性 27771 人、女性 14548 人)で、肺癌、大腸癌に次いで第 3 位と依然、死亡者数の多い疾患
である。とりわけ腹膜播種は胃癌の転移再発形式として最も頻度の高く，播種進行に伴い患者の
全身状態、生活の質は著明に低下する。高度進行胃癌の腹膜播種や術後腹膜播種再発を正確に診
断することは難渋することが多く、診断能の高い審査腹腔鏡は一定の侵襲を伴い、全例への導入
には障壁が高い。進行胃癌全体に対する全身薬物療法ならびに免疫チェックポイント阻害薬に
よる治療成績は次第に向上してきているものの、薬剤の腹膜移行性の問題など、胃癌腹膜播種全
体に対して標準的治療と呼べる治療法は現状では存在せず、腹膜播種の早期診断と治療介入は
胃癌治療の中でも非常に重要な位置を占める事には変わりない現状である。 
RNA メチル化は転写された RNA レベルでおこる後天的修飾であり、発現遺伝子変質による機
能変化や発現調節に関わるとされ、RNA メチル化の癌進展における機能的機序解明が世界的一
流誌に相次いで報告されている hot-topic である。総じて、腫瘍特異的に生じた RNA メチル化
が特定の遺伝子の発現調整や蛋白変容を起こし、癌進展に関わるとされている(Cancer Cell. 
2017 Apr 10;31(4):474-475, Cancer Cell. 2017 May 8;31(5):619-620)。一方で胃癌含めた消化管
癌における RNA メチル化による癌進展のプロセスに関与する分子生物学的機序、RNA メチル
化自体のバイオマーカーとしての有用性は未解明な部分が多いのが今後探求すべき課題である。  
 
２．研究の目的  
前述の通り、新たなエピゲノム変化として RNA メチル化の癌化/癌進展における機序が近年相
次いで高名誌に報告されてきている。また癌転移形成には、癌細胞原発巣からの遊離、転移巣で
の接着、浸潤と生着、増殖、血管新生の各過程に多数の転移促進・抑制分子群が関与しており、
癌細胞側と転移臓器側の複合的要素が関与している可能性が想定される。原発巣内の癌細胞自
身の細胞接着・運動能や増殖能等以外に、原発巣進展を契機に転移臓器で生着するまで癌細胞自
身が EMT から MET のような drastic な適応性変化を呈するにあたって RNA メチル化が関与
している可能性は十分あると考える。 
本研究では、同時性腹膜播種を認めた進行胃癌の原発巣と、同一患者の播種巣、腹膜播種を認め
なかった進行胃癌の原発巣組織を網羅的解析し、腹膜播種関連候補 RNA メチル化 sites の同定
をおこなう。加えて同一進行胃癌患者の術前血液検体でも網羅的解析をおこなう事で胃癌組織
分泌型血清バイオマーカーの同定・開発をおこなう事を目的とする。 
 
３．研究の方法  
(1)胃癌腹膜播種転移関連 RNA メチル化 sites の網羅的検索(Pre-discovery phase) 
・胃癌患者組織として RNA later sample を使用する。同時性腹膜播種を認めた進行胃癌の原発
巣と(Primary for PM+:5 例)、同一患者の播種巣(Matched PM:5 例)、ほぼ同じ深達度で同時性腹
膜播種転移を認めなかった進行胃癌症例の原発巣(Primary for PM-：5例)から RNA を抽出する。 
・EZ RNA methylation kit（Zymo research)を用いて抽出した RNA をバイサルファイト処理施
行。Bisulfite RNA を用いて whole genome 網羅的解析（Reduced Representation Bisulfite 
Sequencing (RRBS)を施行し、生データをもとに C5 methylation を来す RNA の中から様々な比
較解析から胃癌腹膜播種転移関与候補 RNA メチル化 sites(Hyper-methylation, Hypo-
methylation)を狭小化して同定する。比較解析に関する詳細を(2-1)と(2-2)に記載する。 
(2-1)胃癌腹膜播種関与候補 RNA メチル化 sites の同定-原発巣からのアプローチ(Discovery 
Phase1) 
(1)で施行した RRBS の生データをもとに、Primary for PM+ VS Primary for PM-で各 CpG sites
のメチル化率を比較し、Hyper-methylation と Hypo-methylation sites の二つを狭小化・同定
する。 
Hyper-methylation sites：メチル化率が Primary for PM-と比べて Primary for PM+で著明に
高メチル化である CpG sites を同定。 
Hypo-methylation sites：メチル化率が Primary for PM+と比べて Primary for PM-で著明に低
メチル化である CpG sites を同定。  
(2-2)胃癌腹膜播種関与候補 RNA メチル化 sites の同定-原発巣 VS 播種巣からのアプローチ
(Discovery Phase2) 
(1)で施行した RRBS の生データをもとに、Primary for PM+ VS Matched PM で各 CpG sites のメ
チル化率を比較し、Hyper-methylation と Hypo-methylation sites の二つを狭小化・同定する。 
Hyper-methylation sites：メチル化率が Primary for PM+と比べて Matched PM で著明に高メチ
ル化である CpG sites を同定。 
Hypo-methylation sites：メチル化率が Matched PM と比べて Primary for PM+で著明に低メチ
ル化である CpG sites を同定。  
(3-1)(2-1)で同定した胃癌腹膜播種関与候補 RNA メチル化 sites の検証-原発巣からのアプロー
チ(Validation Phase1) 
当科での胃癌切除症例(予後情報あり)約 200 例の RNA later sample から抽出した total RNA を
使用しバイサルファイト処理を施行、(2-1)で同定された Hyper-methylation sites と Hypo-



methylation sites のメチル化率を pyrosequenser もしくは qMSP で測定し、その臨床病理学的
因子、同時性腹膜播種の有無/異時性腹膜播種再発の有無、予後との相関を解析し、予後並びに
腹膜播種との有意な相関を認める腹膜播種関与候補 RNA メチル化 sites の更なる狭小化をおこ
なう。 
(3-2)(2-2)で同定した胃癌腹膜播種関与候補 RNA メチル化 sites の検証-原発巣 VS 播種巣から
のアプローチ(Validation Phase2) 
当科で原発巣切除した Primary for PM+サンプルならびに Matched PM サンプル約 25 例から抽出
した total RNA を使用しバイサルファイト処理を施行、(2-2)で同定された Hyper-methylation 
sites と Hypo-methylation sites のメチル化率を pyrosequenser もしくは qMSP で測定し、(2-
2)同様のメチル化率の相違パターンを示すか再現性を確認し、Primary for PM+ VS Matched PM
でメチル化率が著明に異なる腹膜播種関与候補 RNA メチル化 sites の更なる狭小化をおこなう。 
(4)腹膜播種関与候補RNAメチル化sites(Hyper-methylation sites)のバイオマーカーとしての
精度検証  
・(4-a)(1)で使用した PM+症例 5 例の術前血清と胃癌 stageⅠ5 例の術前血清で RRBS を施行。
(2-1)または(2-2)で同定した Hyper-methylation sites のメチル化率に注目する。 
・(4-b)さらには上記の(3-1)で使用した胃癌患者約 200 例の術前血清を使用し、(4-a)で狭小化
した Hyper-methylation sites のメチル化率を ddPCR を用いた qMSP で測定し、臨床病理学的因
子や、同時性腹膜播種の有無/異時性腹膜播種再発の有無、予後との相関を解析する。術前血清
で精度の高い結果が得られた場合術中腹水を使用して同様のプロセスで精度検証をおこなう。 
(5-1)RNA メチル化調節遺伝子発現の腹膜播種進展における臨床的意義(原発巣からのアプロー
チ。Back up plan) 
(3-1)で使用したコホートと同一コホート(当科での胃癌切除症例約 200 例)から抽出した RNA よ
り合成した cDNA を用いて RNA メチル化調節遺伝子として著明な METTL3, FTO, ALKBH5 などの発
現を測定。それらの胃癌腹膜播種進展にかかわる臨床的意義や予後予測能を解析する。また(3)
で測定した RNA メチル化レベルとの相関解析を行う。左記によって予後並びに腹膜播種との有
意な相関を認め、かつ RNA メチル化とも相関を認める腹膜播種関与 RNA メチル化調節遺伝子を
同定する。 
(5-2)RNA メチル化調節遺伝子発現の腹膜播種進展における臨床的意義(原発巣 VS 播種巣からの
アプローチ。Back up plan) 
(3-2)で使用した Primary for PM+サンプルならびに Matched PM サンプル約 25例から抽出した
RNA より合成した cDNA を用いて(5-1)同様に METTL3, FTO, ALKBH5 などの発現を測定し原発巣
VS 播種巣で発現差を認めるかを検証する。 
 
４．研究成果 
研究期間中に 3.研究の方法で記載した行程を進め得るか、まず(1)として、Primary for PM+:3
例、Matched PM:3 例、Primary for PM-：3例から RNA を抽出し、EZ RNA methylation kit（Zymo 
research)を用いて RNA のバイサルファイト化をおこない外注委託した。生データの解析も外注
でおこなったが、上記のキットでは通常は DNA を使用するため、本研究計画で使用した RNA では
試薬の使用量などの modification が十分で無かったのか、technical error が影響しているの
か、群間平均Δメチル値±0.2 以上/未満、かつ P<0.05 など比較的ラフな条件で設定すれど、群
間でメチル化率に著明な相違を有する CpG sites は同定できなかった。条件の modification な
ど今後改訂を加えるべき状態であり、前述の(2)-(4)へ進む事は断念した。 
一方で Back up として考案した(5)を施行する事とした。FTO,METTL3,ALKBH5 など m6a-RNA メチ
ル化制御遺伝子発現と同時性腹膜播種有無との相関こそ見出せ無かったが、FTO は mRNA レベル
での高発現は臨床病理学的な複数の因子の悪性度と相関し、FTO-mRNA 高発現群は低発現群と比
べて有意に全生存予後ならびに無再発生存予後が不良であるという興味深い結果が得られたた
め、複数の胃癌細胞株を用いて FTO-shRNA を用いて FTO-stable knockdown をおこなう事とし
た。FTO の knockdown 効率は非常に良く stable knockdown をおこなった結果、胃癌細胞の増殖
能/浸潤能が顕著に低下する事が regular in-vitro assay で証明でき、さらに FTO transient 

overexpression によって胃癌
細胞の増殖能/浸潤能が増高す
る裏付けができ、マウス実験に
進んだ。マウス実験でも FTO 
stable knockdown をおこなっ
た xenograft tumor の増殖は著
明に抑制されていた。細胞実験
で再検証すると FTO stable 
knockdown によって epithelial 
mesenchymal transition (EMT)
関連遺伝子の vimentin が著明
減少している事が証明できた。
研究成果を論文投稿し、無事に
Br J Cancer.2022 
Feb;126(2):228-237 として掲
載に至った(左図)。 
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