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研究成果の概要（和文）： 胃癌は網羅的 DNA メチル化解析により３群のエピジェノタイプに

分類され、ＥＢウィルス感染実験によりＥＢウィルス感染そのものが超高メチル化群の原因で

あることを証明した。大腸癌前癌病変を解析し、癌で認めた DNA メチル化エピジェノタイプ

は腺腫の段階ですでに完成しており、1%を占める鋸歯状腺腫が BRAF 変異と強く相関する高

メチル化群の前癌病変であり、99%を占める非鋸歯状腺腫が KRAS 変異と強く相関する中メチ

ル化群、および低メチル化群の２群の前癌病変であった。大腸異常陰窩は癌遺伝子変異はあっ

たがメチル化異常の蓄積は非常に低レベルであった。 
 
研究成果の概要（英文）：DNA methylation analysis on genome-wide scale revealed three 
distint epigenotypes in gastric cancer and Epstein-Barr virus infection is the cause for 
extensive DNA methylation epigenotype. As for colorectal cancer, DNA methylation 
epigenotypes was found to be established already at adenoma stage; serrated adenoma 
showed high-methylation epigenotype with strong correlation to BRAF mutation, while 
non-serrated adenoma was classified into intermediate- and low-methylation epigenotypes. 
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１．研究開始当初の背景 

DNA 塩基配列そのものではなくその修飾
要素として遺伝子を発現調節し、細胞分裂の
際に娘細胞に維持・伝達される修飾情報をエ
ピジェネティクスと呼ぶ。その異常は突然変
異などのジェネティック異常とともに癌発
生に密接に関わる。多くの異常メチル化遺伝
子が同定される中で、メチル化異常が多段階

発癌の中で、どの段階でどのような因果関係
で発癌に関わるのか、その解明は急務の課題
である。 

申請者は、ゲノム網羅的な手法によりDNA
メチル化変化を検索、癌抑制遺伝子が同定で
きることを世界でも最も早く実証した一人
である [Cancer Res 2002, 2004] 。前回
H19-21 年度の基盤 B 研究においては、消化
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器癌（大腸癌・肝癌）における遺伝子プロモ
ーター領域の DNA メチル化を詳細にマッピ
ングした。大腸癌症例には３つのエピジェノ
タイプが存在し、高・中メチル化群はそれぞ
れ癌遺伝子 BRAF 変異・KRAS 変異と強く相
関した。大腸癌には発生機序の異なる３つの
群が存在し、また KRAS 変異(+)中メチル化
群症例が最も予後不良であるなど、予後診断
マーカーとしても重要と考えられた。大腸癌
前癌病変や胃癌など他の癌種において同様
に網羅的解析を行うことは、発癌機序の解明、
癌リスク診断への応用等に非常に有用と考
えられた。 

 
２．研究の目的 
今研究では、前癌病変を含めた消化器癌病

変の DNA メチル化異常を網羅的に解析し、
消化器癌を層別化することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
次世代高速シークエンサー、タイリングア

レイ、Infinium ビーズアレイを用いて DNA メ
チル化部位をゲノム網羅的に解析し、質量分
析器 MassARRAY、パイロシーケンサーを用い
て定量的メチル化解析を行う。 

大腸癌において、前癌病変として隆起型腺
腫５１例(鋸歯状腺腫３例、非鋸歯状従来型
腺腫４８例)、大腸異常陰窩１３例、正常粘
膜２６例を、前研究で樹立したエピジェノタ
イピングマーカー１８個を用いて MassARRAY
による定量的メチル化解析を行った。 

胃癌において、胃癌５１症例の網羅的メチ
ル化状態を Infinium ビーズアレイを用いて
同定し、パイロシーケンサーを用いて定量解
析した。EB ウィルス陽性胃癌細胞株のメチル
化状態をゲノム網羅的に解析する目的でメ
チル化 DNA 免疫沈降(MeDIP)を行い次世代シ
ーケンサーを用いて沈降物をディープシー
ケンスした。 

 
４．研究成果 
（１）大腸腺腫の解析 

大腸癌発生において、癌遺伝子変異とエピ 
ジェノタイプの形成はいつ成立するのか解
明する目的に KRAS 変異、BRAF 変異、エピジ
ェノタイピングマーカー１８個のＤＮＡメ
チル化を正常大腸粘膜、異常陰窩、大腸腺腫
について解析した。鋸歯状腺腫は BRAF 変異
陽性と高メチル化群を示し、高メチル化群大
腸癌の前癌病変と思われた。非鋸歯状従来型
腺腫は、KRAS 変異陽性と相関する中メチル化
群と、KRAS 変異陰性と相関する低メチル化群
の２群に分かれた（図１）。 

これまで従来型の非鋸歯状腺腫には特定
のメチル化形質の報告はなく、また KRAS 変
異と相関するメチル化パターンも知られて
いなかったが、中メチル化群、低メチル化群
の大腸癌の前癌病変は従来型非鋸歯状腺腫
であることが示唆された。 
 

（２）大腸異常陰窩の解析 

それに対し異常陰窩では癌遺伝子変異は
見られるもののメチル化量は非常に低かっ
た。メチル化異常は腺腫の段階で有意に高く
なっていた（図２）。 
しかし腺腫と癌ではメチル化量に全く差

がなかった。エピジェノタイプの形成は腺腫
の段階で完成していると考えられた。癌遺伝
子変異のみが起きて限局的増殖にとどまっ
ている異常陰窩と、そこにメチル化異常が加
わり腫瘍性増殖を呈した腺腫・癌、という構
図が考えられた。 
[Yagi et al, Am J Pathol 2012] 
 

（３）胃癌のエピジェノタイピング 
胃癌は、以前のメチル化網羅的解析で新規

メチル化標的遺伝子の同定や高メチル化症
例群と低メチル化症例群の存在を報告して
いる（Cancer Res 2002）。今回、Infinium ビ

 

図２. 正常、大腸異常陰窩、大腸腺腫、大腸癌

におけるメチル化蓄積。 

図１. 大腸腺腫におけるメチル化蓄積。非鋸歯状腺腫

は KRAS 変異陽性と相関する中メチル化群と、KRAS 変異

陰性と相関する低メチル化群の２群に分かれた 



 

 

 

 

ーズアレイを用いて 51 症例の胃癌の DNA メ
チル化を網羅的に解析した。階層的クラスタ
リングを行うと、従来より申請者らが指摘し
ていた高メチル化群と低メチル化群だけで
なく、超高メチル化群ともよぶべき第３番目
のエピジェノタイプの存在がわかった（図
３）。エピジェノタイプと多因子との相関を
解析すると、超高メチル化群の胃癌症例は全
て EB ウィルス陽性胃癌であり、逆に EB ウィ
ルス陽性胃癌は１例の例外もなく超高メチ
ル化を呈した。 
 
（４）EB ウィルスによるメチル化 

低メチル化群の胃癌細胞株に EB ウィルス
を感染させると、１８週以内に超高メチル化
が誘導され、新規メチル化標的遺伝子は発現
抑制された。胃癌の二大病因としてピロリ菌
と EB ウィルスが知られるが、その病因の１
つが胃癌エピジェノタイプの成立に原因と
して深く関わっていることが証明された。 

[Matsusaka et al. Cancer Res 2011] 
 
（５）ウィルスゲノムのメチル化 

胃癌細胞に感染しているＥＢウィルスは I
型潜伏感染を示すことが知られ、ウィルスゲ
ノムの多くの領域がメチル化によりサイレ
ンシングされ、メチル化されない一部のＥＢ
ウィルス遺伝子しか発現していないことが
知られる。実際 EB ウィルス陽性胃癌細胞株
を MeDIP-seq 解析すると、発現している潜伏
遺伝子領域以外はほとんどメチル化されて
いた（図４）。 
しかしこれら発現している潜伏遺伝子を

１つ１つ胃癌細胞で強制発現しても異常メ
チル化は誘導されなかった。各ウィルス遺伝
子よりむしろ、ウィルス感染そのもの、ウィ
ルス感染に対するホスト細胞の防御機構が
重要と考えられた。実際、EB ウィルス(-)胃
癌細胞株 AGS は超高メチル化を呈しており、
EB ウィルス因子がなくてもホスト因子だけ
でもこのメチル化を誘導しうると思われた。
また、胃癌だけでなく、ウィルスゲノムのメ
チル化が広範囲に及ぶＩ型潜伏は Burkittリ
ンパ腫においても認められ、やはりホストゲ
ノム広範囲なメチル化が生じた。ウィルスゲ
ノムメチル化のほとんどない III型潜伏を起
こす不死化リンパ球ではホストゲノムのメ
チル化は生じない（図４）。ウィルス感染に
対し、ウィルスゲノムをメチル化するホスト
細胞の防御機構が過ってホストゲノムにま
で及ぶことが、新規メチル化に関与している
と考えた。 
[Kaneda et al. Cancer Res 2012] 
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