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研究成果の概要（和文）：虫垂や卵巣を原発とする腫瘍が進展し、腹膜播種をきたす腹膜偽粘液腫
(Pseudomyxoma peritonei:PMP)は、腫瘍細胞から分泌されるゼラチン様物質が腹腔内に貯留し、腹部膨満や腹痛
などの様々な症状を呈する。1患者の大多数は再発を繰り返し、再発に対する複数回の手術の実施など、患者の
QOLは必ずしも高くない。今回我々は腫瘍検体15検体、非癌部粘膜8検体を用い、DNAメチル化網羅的解析を行っ
た。その結果、PMPは少なくとも2群に分類されることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Pseudomyxoma peritonei (PMP) is a disease characterized by progressive 
accumulation of intraperitoneal mucinous ascites caused by neoplasms in the abdominal cavity. 
Although the advancement in surgical treatment with intraoperative chemotherapy has improved the 
survival of patients with PMP, most of the patients need repeated treatment, which is lowering their
 quality of life. Therefore, the development of effective therapeutic drug(s) is a matter of 
pressing concern. Genetic analyses and expression profile analyses of PMP have clarified the 
frequent activation of GNAS and/or KRAS. However, the involvement of global epigenetic alterations 
in PMPs has not been reported. In this study, we performed genome-wide DNA methylation analysis 
using 15 appendiceal PMP samples. As a result, we clarified that the 15 PMPs are classified into at 
least two epigenotypes, unique methylation epigenotype (UME) and normal-like methylation epigenotype
 (NLME). 

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PMPは稀な腫瘍であるが、比較的早期に腫瘍が進展し、広範な腹膜転移をきたす。膵臓の乳管内乳頭粘液性腫瘍
(IPMN)も、高頻度にKRASおよびGNASの変異が認められ、PMPと共通した機序で腫瘍が発生または進展している可
能性が高い。このことは、PMPの発がんメカニズム解明と、新たなバイオマーカー、治療標的分子の探索によ
り、がんの転移の抑制や、IPMNや腹膜播種などの治療に役立つ可能性があることを意味している。

※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 

虫垂や卵巣を原発とする腫瘍が進展し、腹膜播種をきたす腹膜偽粘液腫
(Pseudomyxoma peritonei:PMP)は、腫瘍細胞から分泌されるゼラチン様物質が腹腔
内に貯留し、腹部膨満や腹痛などの様々な症状を呈する。100 万人に 1-2 人の稀な疾
患であり、5 年生存率が 30％～50％と報告されているが、患者の大多数は再発を繰り
返し、再発に対する複数回の手術の実施など、患者の QOL は必ずしも高くない。近年
我々は、腹膜偽粘液腫の低悪性度と高悪性度群の臨床検体を用い、アンプリコンシー
クエンスを行うことにより、発生に KRAS、GNAS 遺伝子変異が関わり、TP53、PIK3-
AKT pathway 関連遺伝子が悪性化に関与することを見出した。PMP は組織学的に、
disseminated peritoneal adenomucinosis (DPAM) 、 peritoneal mucinous 
carcinomatosis (PMCA)、peritoneal mucinous carcinomatosis with intermediate 
(PMCA-I)の 3 サブタイプに分類され、同じ病巣に存在しても個々の腫瘍で予後が大き
く異なっている［Sugarbaker PH ら, Lancet Oncol, 2006］。2014 年頃からは全エキソ
ーム解析が様々な研究グループから報告され、PMP の発生には KRAS, GNAS 遺伝子変異、
悪性化に関わるTP53遺伝子異常が関与すると明らかになった［Noguchiら, Cancer Med, 
2015］［Nummela ら, Int J Cancer, 2015］。しかし、PMP の層別化や Fusion gene の有
無、腫瘍発生・進展メカニズムの分子基盤は十分に解明されておらず、さらなる解明
が急務といえる。 

 
２．研究の目的 

本申請課題では、臨床検体での全ゲノム・RNA-Seq・メチル化解析を行い、PMP の
発生・進展に関わる遺伝子変化を明らかにし、その治療標的遺伝候補を同定する。さ
らに、PMP の進展に関わる遺伝子群に関して、一般の大腸がんや腹膜播種との同異点
を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
A) 臨床検体採取 

国立国際医療研究センター外科において外科的に摘出された PMP 手術症例の腫瘍・
正常粘膜のペア 20 検体を対象とし、凍結検体を薄切し、病理医によりスライドで腫
瘍含有率が高いものを確認して使用する。腫瘍部分をマクロダイセクション及びレ
ーザーマイクロダイセクションで回収し、RNA と DNA を回収する。非癌部の遺伝子背
景の特徴も同時に解析するため、非癌部粘膜検体もスライドで確認した上で、DNA と
RNA を抽出する。 

 
B) 網羅的遺伝子解析 
・ ビーズアレイ Infinium による DNA 異常メチル化解析 

 腫瘍検体、非癌部粘膜から抽出した DNA に対しバイサルファイト処理を行い、イル
ミナ社のビーズアレイInfinium® を用いてDNAメチル化に関する網羅的解析を行い、
PMP に特徴的な DNA メチル化プロファイルを作成する。抽出された代表的な遺伝子に
対してはパイロシークエンス法、もしくはバイサルファイトシークエンス法による検
証を行う。 
・エクソンシークエンスによる遺伝子変異解析 
 腫瘍検体から抽出した DNA に対し、代表的な遺伝子変異パネルを用いたエクソンシ
ークエンスを行い、ゲノムにおける遺伝子変異に関する網羅的解析を行い、PMP に特
徴的な遺伝子変異プロファイルを作成し、パイロシークエンス法もしくはメチル化特
異的 PCR にて検証する。メチル化網羅的解析の層別化概念や TCGA の結果との比較検
討も進める。 

 
４．研究成果 

15 例の PMP 検体と正常粘膜 8検体の網羅的 DNA メチル化解析を行った結果、PMP は少
なくとも 2群に分類されることを証明した(図 1)。 

また、The Cancer Genome Atlas(TCGA)の 297 検体の大腸がんを TCGA の Infinium デ
ータに基づき 4群(High, Intermediate, Low, Normal-like エピジェノタイプ群)に分
け、PMP と比較したところ、PMP は大腸がんの Normal-like と Low エピジェノタイプに
群にのみ属することが判明した。 

加えて、ビーズアレイ Infinium で解析された合計 13,756 個の高 CpG プローブ（平均



β値≧0.2）の中から、非癌性大腸組織と比較
して 15 個の PMP で高メチル化されているプ
ローブを抽出した。統計解析の結果、合計 306
個のプローブが同定され、その中には、UME-
PMP と NLME-PMP で共通してメチル化されて
いるが、正常検体ではメチル化されていな
い、2つのがん関連遺伝子 HOXD1 と TSPYL5 が
含まれていた。 

さらに 15 個の PMP において、DNA メチル
化と臨床病理学的データとの間の可能な関
連性を調べた。その結果 13,756 個の高 CpG
プローブの DNA メチル化レベルは、4 つの高
グレード PMP と 11 個の低グレード PMP の間
で有意差はなかった。 しかし、4つの高グレ
ード PMP のうち 3 つは NLME-PMP に含まれ、
残りの高グレードPMPはUME-PMPに含まれて
いました。統計的な有意性は認められなかっ
たが、UME-PMP と比較して、NLME-PMP（5 個の
NLME-PMP のうち 3個）で高グレード PMP が増
える傾向があることが判明した。また、高齢
者（65歳以上）と若年者（65歳未満）、GNAS 変異を有する PMP と GNAS 変異を有しない
PMP の間で、13,756 個のプローブの総メチル化レベルに有意差は認められなかった。 

 

図１.PMP の網羅的メチル化解析 
PMP には少なくとも 2 群が存在する。 
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