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研究成果の概要（和文）：大腸癌細胞のエピゲノムおよびトランスクリプトームを解析することで、エピジェネティッ
クに不活化されたマイクロRNA遺伝子を同定した。大腸前癌病変および早期癌のエピゲノム・ゲノム解析を行うことで
、早期発見マーカー候補となりうるDNAメチル化異常を同定した。さらに大腸癌前癌病変における内視鏡所見、病理所
見、DNAメチル化異常の間の新たな相関を明らかにした。また胃癌背景胃粘膜におけるエピゲノム解析から、胃癌リス
クマーカー候補となるDNAメチル化異常を同定した。原発性肝癌におけるエピゲノム異常解析から、新たな癌特異的DNA
メチル化異常を複数同定した。

研究成果の概要（英文）：Through analyzing epigenome and transcriptome in colorectal cancer (CRC) cells, we
 identified a number of microRNA genes which were epigenetically silenced in CRC. By analyzing colorectal 
premalignant lesions and early CRC tissues, we identified novel DNA methylation alterations, which could b
e potential biomarkers for early detection of CRCs. Moreover, we discovered a novel relationship between t
umor surface microstructure, pathological findings and molecular alterations in the colorectal premalignan
t lesion. We carried out epigenome analysis the background gastric mucosa of primary gastric cancer (GC), 
and identified novel DNA methylation changes which could be novel GC risk markers. Finally, by performing 
epigenome analysis in primary hepatocellular carcinoma (HCC), we discovered novel DNA methylation changes,
 which could be novel HCC markers.
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１．研究開始当初の背景 
癌におけるエピジェネティクスの重要性

は多くの研究者が注目するところであり、国
内外で盛んに研究が進められている。我々は
これまで消化器癌におけるエピジェネティ
ックな異常を解明し、診断・治療へ応用する
ことを目指した研究を行ってきた。マイクロ
アレイを用いた癌のエピゲノム解析によっ
て多数の癌関連遺伝子を同定し、Wnt シグナ
ル、Ras シグナル、p53 シグナルなど、癌に
おいて重要なあらゆるシグナル経路におい
て DNA メチル化異常が関与していることを
明らかにした。また、大腸癌において DNA
メチル化によってサイレンシングされる
microRNA（以下 miRNA）遺伝子を同定し
た。多くのメチル化異常は H. pylori 胃炎や
潰瘍性大腸炎のような前癌状態において既
に発生していることや、CpG アイランドメチ
ル化形質(CIMP)と大腸癌臨床病理像との重
要な関係を明らかにした。さらに大腸癌剥離
細胞由来のメチル化を洗浄液から検出する
ことで大腸癌浸潤予測が可能であることを
報告した。 
 これらのことから、メチル化異常は癌のリ
スク診断、早期発見、さらには抗癌剤効果予
測や予後予測などの質的診断に極めて有効
であると考えられる。癌においてメチル化異
常を来す遺伝子は数百～1000 個以上に及ぶ
ため、癌エピゲノム解析が進めばハイリスク
群の設定、超早期診断、テーラーメイド医療
に必須な癌の個別診断につながることが期
待される。 
  
２．研究の目的 
本研究では、これまで我々が蓄積した癌エ

ピゲノム解析を発展させることで、新たな消
化器癌エピゲノム診断法の開発を目的とす
る。そのために、マイクロアレイ解析および
シークエンス解析を組み合わせて、消化器癌
の遺伝子発現、DNA メチル化、ヒストン修
飾の統合的解析を行い、臨床病理学的因子と
組み合わせ、診断マーカー候補となる遺伝子
および分子を同定することを目指した。 
 
３．研究の方法 

Methylated CpG island Amplification 
microarray (MCAM)法により網羅的な CpG ア
イランドメチル化解析を行った。詳細なメチ
ル化解析をバイサルファイト・シークエンス
(bisulfite-seq)法により行った。同定した各遺
伝子のメチル化を、メチル化特異的 PCR
（MSP）法、バイサルファイト・パイロシー
クエンス法により解析した。クロマチン免疫
沈降(ChIP)・シークエンス法(ChIP-seq)により、
ヒストン H3 リジン 4 トリメチル化
（H3K4me3）およびヒストン H3 リジン 27
トリメチル化（H3K27me3）を解析した。ア
レイ CGH 法により、染色体コピー数異常の
解析を行った。遺伝子発現プロファイルをマ

イクロアレイ(Agilent)により解析し、miRNA
発現プロファイルを TaqMan low density array 
(Applied Biosystems)および miRNA マイクロ
アレイ(Agilent)により解析した。アレイデー
タの解析には Gene Spring GX ソフトウェア
(Agilent)を用いた。MTT アッセイ、コロニー
フォーメーションアッセイ、Wound healing ア
ッセイ、マトリゲル浸潤アッセイにより遺伝
子の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）大腸癌における noncoding RNA 遺伝子
エピジェネティクス異常の網羅的解析 
 大 腸 癌 細 胞 に お け る ヒ ス ト ン 修 飾
（H3K4me3 および H3K27me3）を ChIP-seq
法により解析することで、233 個の miRNA 遺
伝子の転写開始点領域候補を同定し、エピジ
ェネティックに不活化された miRNA 候補と
して 47 個を同定した。さらにその中から、
大腸癌において CpG アイランドメチル化を
示す miRNA 遺伝子を 22 個同定した。中でも
miR-1-1 遺伝子上流の CpG アイランドは、大
腸腺腫および大腸癌において高頻度（70～
80%）にメチル化しており、大腸発癌早期に
発生する変化であると考えられた。また
miR-1 は、大腸癌細胞の増殖、遊走、浸潤を
抑制する効果を示した。大腸癌細胞に miR-1
を導入して発現アレイ解析を行った結果、
miR-1 は遺伝子発現プロファイルに大きな影
響を与えることが示された。さらに miR-1 の
標的遺伝子として ANXA2 および BDNF を同
定した。 
 
（２）大腸がんの進展様式と相関する遺伝子
メチル化 
 大腸癌の進展様式に関与する遺伝子メチ
ル化を明らかにするため、腫瘍径が大きいが
（2cm 以上）側方進展型で非浸潤性の大腸癌
臨床例と、腫瘍径が小さい（2cm 未満）浸潤
性大腸癌臨床例のメチル化を比較した。その
結果、ニューロテンシン受容体１型(NTSR1)
遺伝子のメチル化は、非浸潤性がんにおいて
高度だが、浸潤がんでは低レベルであること
を明らかにした。機能解析の結果、NTSR1 の
過剰発現によって大腸がん細胞のコロニー
形成および浸潤能が増加し、逆に NTSR1 の
ノックダウンによってコロニー形成および
浸潤能の抑制が認められた。また NTSR1 の
メチル化を示さない大腸がん症例は、メチル
化を示す症例と比較して予後不良であった。
これらの結果から、NTSR1 のメチル化は大腸
がんの浸潤性および予後予測因子となりう
ることが示された。 
 
（３）大腸前がん病変の網羅的メチル化解析 

DNA メチル化異常は発癌の早期に発生す
ることが知られており、前癌病変におけるメ
チル化異常の詳細を明らかにすることは早
期診断マーカーへの応用に重要である。そこ
で大腸腺腫（n=16）、粘膜内癌（n=14）、大腸



癌組織（n=28）を対象に網羅的 DNA メチル
化解析を行った。その結果、大腸腺腫の一群
はすでに CpG island methylator phenotype 
（CIMP）を獲得していることを明らかにした。
対照的に、遺伝子変異および染色体コピー数
異常などジェネティックな変化の多くは粘
膜内癌以降に発生していた。さらにジェネテ
ィクス・エピジェネティクス異常の統合解析
から、CIMP 陽性大腸癌と AKT/PIC3CA パス
ウェイ遺伝子異常との相関を明らかにした。
また大腸発癌早期にメチル化する遺伝子と
して KCNV1、IGF2BP1、MEOX2 などを新た
に同定した。 
 

（４）大腸腫瘍の形態とメチル化異常の関連 
 分子異常をマーカーとして応用するため
に、他の臨床検査結果と分子異常の相関を明
らかにすることは重要である。そこで大腸腫
瘍（n=122）の消化管内視鏡検査所見、病理
検査所見と分子異常を統合的に解析した。大
腸腫瘍では、拡大内視鏡によるピットパター
ン分類が悪性度診断に有用である。今回我々
は、Type II ピットに類似しながらも、円形に
開いた形状のピットパターンが、BRAF 変異
陽性かつ CIMP 陽性の鋸歯状腺腫にきわめて
特異的に見られることを見いだし、これを
Type II-Open ピットと命名した。この知見は、
分子異常と腫瘍の形態の興味深い関連を明
らかにするとともに、CIMP 陽性大腸がんの
前癌病変を効率的に同定しうる診断法につ
ながると期待される。 
 
（５）胃癌背景粘膜の網羅的メチル化解析に
よるリスクマーカー同定 
 ヘリコバクターによる胃炎、胃粘膜萎縮、
腸上皮化生は胃癌リスクを上昇させること
が知られている。胃癌リスクマーカーとなり
うる分子異常を同定する目的で、胃癌背景胃
粘膜における DNA メチル化を解析した。そ
の結果、RAFGRF1、GALNT14、SOX5 を含
む複数の遺伝子メチル化を同定した。中でも
RASGRF1 メチル化は胃癌細胞および胃癌背
景胃粘膜において顕著に上昇しており、胃癌
リスクマーカーとなり得ることが示された。
また機能解析の結果、RASGRF1 は新たな胃
癌抑制遺伝子候補であることが示された。 
 
（６）肝がんの網羅的メチル化解析 
 原発性肝癌（HCC）における DNA メチル
化異常を明らかにするため、16 例の HCC 臨
床例（HBV 陽性 4 例、HCV 陽性 5 例、
HBV/HCV 陰性 7 例）を対象に網羅的 DNA メ
チル化解析を行った。その結果、メチル化遺
伝子の数は HCV 陽性 HCC において最多であ
り（平均 342 遺伝子）、次いで HCV 陽性 HCC
（平均 332 遺伝子）、HBV/HCV 陰性 HCC で
最も少ない（平均 259 遺伝子）ことが明らか
となった。いずれの HCC においても高頻度
にメチル化する遺伝子として KLHL35、PAX5、
PENK、SPDYA を同定した。これらの遺伝子

メチル化はがん特異的であり、HCC 腫瘍マー
カー候補であることが ROC 曲線解析から示
された。 
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