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研究成果の概要（和文）：大腸癌ではHOPX遺伝子はEphA2発現を低下する。EphA2は未分化型癌に特徴的であるが、大腸
癌でもEphA2発現は未分化癌で高かった。（p=0.0083）。未分化大腸癌のEphA2の発現はHOPXメチル化高値例の半分の症
例で高発現を示し、HOPXメチル化低値例ではほとんど高発現を認めなかった。このことは予後不良な未分化大腸癌では
HOPXのメチル化・EphA2の発現上が悪性機序として考えられた。以上の結果から予後不良の未分化大腸癌における治療
標的としてEphA2に注目することが重要と考え、今後EphA2治療標的の可能性について更なる検討をしたい。

研究成果の概要（英文）：In colorectal cancer, HOPX hypermethylation is closely associated with poorly diff
erentiated histology.  As EphA2 is also known to be characteristics to poorly differentiate histology in C
RC, and EphA2 was identified as a potential downstream target of HOPX in our previous studies, we are focu
sing on EphA2 as a therapeutic target in CRC.  EphA2 expression is found in 15 out of poorly differentiate
d CRC, 12 from moderately differentiated CRC, and only 6 cases of 20 highly differentiated CRC (p=0.0083).
  We then examined 21 poorly differentiated CRC in detail, and EphA2 expression was recognized in about ha
lf cases with HOPX hypermethylation (n=11), while EphA2 expression was defective in 2 cases with HOPX hypo
methylation.  These finding suggested that HOPX may be causative molecule to overexpress EphA2 in primary 
CRC.  In conclusion, EphA2 might be the optimal therapeutic target in primary CRC.  
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１．研究開始当初の背景 

癌は遺伝子異常によって生じる疾患であ

るが、遺伝子変異・増幅・欠損に加え

epigenetic な異常も起きていることが知ら

れている。なかでも遺伝子発現を調節すると

考えられている遺伝子プロモーター領域に

存在する CpG アイランドの Cytosine 残基の

メチル化は、メチル化シトシンに MeCP2 タン

パクを動員することにより HDAC 分子を誘導

しクロマチンの凝集に関連し遺伝子発現低

下の主な機序として知られている。癌では

Oncogene の発現上昇と癌抑制遺伝子の発現

低下がダイナミックに生じていることが知

られているが、遺伝子発現低下の主要な分子

機序としてDNAメチル化が大きな役割を果た

していることがこれまでの研究で明らかに

なってきている。われわれは、DNA メチル化

で発現が低下している遺伝子を同定するた

めに Pharmacological Unmasking Microarray

法を開発し腫瘍抑制遺伝子を数多く同定し

てきた。CRBP1,Apolipoprotein D,PGP9.5, 

NMDAR2B,HOPX 等がそれにあたる。HOPX 遺伝

子はhomeobox only proteinと呼ばれており、

様々なヒト臓器において分化誘導に関わる

ことが知られている。特に、最近では stem 

cell の marker として注目されており、大腸

発生の際に+4 cell という増殖能が低い stem 

cell の marker として特に利用されている。

われわれは、大腸癌において HOPX 遺伝子の

役割を明らかにする研究を行ってきたが、

HOPX 遺伝子は癌においてメチル化が生じて

おり、発現が低下し、その変化を有する大腸

癌は予後不良であることを明らかにしてき

た。さらに大腸癌においては未分化大腸癌と

いう比較的まれな悪性度の高い種類の癌で

高頻度にメチル化を起こしていることがわ

かり、未分化大腸癌の特徴である可能性があ

ると考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では未分化大腸癌において HOPX メ

チル化が高頻度であることから、HOPX 下流で

生じる Oncogene の発現変化から未分化大腸

癌に特徴的な治療標的を同定することとし

た。 

 

３．研究の方法 

（１）研究代表者らは、それまでの検討で大

腸癌株化細胞に HOPX 遺伝子を導入して安定

発現株を G418 を用いて樹立し、包括的遺伝

子発現を Affymetrix microarray を用いて行

い、Mock 細胞に比較して HOPX 株で発現上昇

する遺伝子と発現低下する遺伝子を同定し

ていた。HOPX 遺伝子の下流の遺伝子候補とし

てはOncogenicな分子の発現低下が認められ、

cFox,cJun,EphA2,Cyr61 等が上がっていた。

われわれは、その発現変化を RT-PCR で確認

していたが、今回の研究は Real time PCR に

よる正確な定量から始めることとした。これ

らの遺伝子のなかでもEphA2に特に注目した

が、その理由としては HOPX メチル化が低分

化大腸癌で高頻度に起こっている変化であ

ることと、EphA2 高発現が大腸癌を含む様々

な癌腫で低分化癌の特徴であることを報告

されていたからである。Real time PCR の結

果 HOPX 遺伝子導入株（DLD1,HCT116）の両者

で EphA2 発現の低下が確認され、HOPX 遺伝子

発現によりEphA2発現が抑制されることが示

唆 さ れ た 。 発 現 低 下 の 程 度 と し て は

DLD1,HCT116でそれぞれ30%～40%の発現減弱

であり統計学的に有意な低下であった。株化

細胞においてのこの結果に基づいて、臨床検

体でも HOPX 発現と EphA2 の関連を検証する

こととした。 

 

（２）EphA2 に対するマウスモノクロナール

抗体を購入し大腸癌ホルマリン切片の免疫

染色をおこなった。EphA2 の染色に関しては

主として癌細胞に染色された。間質の染色は



軽度またはほとんど見られなかった。HOPX 染

色の陽性コントロールとしては膵臓のラ氏

島を用いて毎回 HOPX 強陽性であることを確

認した。癌細胞の染色は homogeneous 見られ

ることもあったが、発現の弱い例では

heterogeneous に見られることもあった。癌

細胞で 20%以上の明らかな染色をする場合を

EphA2 陽性例、それ以外の症例を EphA2 陰性

例として大腸癌を分類した。われわれが今回

検討した症例は原発大腸癌 61 例であり、低

分化大腸癌 21 例、中分化大腸癌 20 例、高分

化大腸癌 20 例を用いた。EphA2 発現の陽性率

は、低分化・中分化・高分化癌でそれぞれ 21

例中 15 例（75%）、20 例中 12 例（60%）、20

例中 6 例（30%）であり、発現の割合は分化

型組織型と統計学的に有意な差を認めた

（p=0.0083）。 

 

（３）次に 21 例の低分化癌の HOPX メチル化

レベルを調べた。メチル化レベルは組織より

抽出した DNA の濃度を測定しμ g を

bisulfite 処理を加え、メチル化 DNA に特異

的な配列を用いて定量的 MSP（methylation 

specific PCR）を用いて測定した。メチル化

レベルは癌と正常をもっとも強く層別化す

ることのできる 2.89 をカットオフ値として

用いそれより高い値を高メチル化症例、それ

より低い値を低メチル化症例として分類し

た。低分化大腸癌 21 例のうち 15 例が HOPX

高メチル化症例であり、それは中高分化大腸

癌の頻度より優位に高いことが以前の研究

で明らかになっている。今回は、HOPX メチル

化と EphA2 の発現についての相関を調べた。

EphA2 の発現は HOPX メチル化高値例 15 例の

うち 11 例で高発現を示し、逆に HOPX メチル

化低値例 6例中 EphA2 高発現を認めたものは

2 例のみであった。このことは低分化大腸癌

において HOPX メチル化高値例においては

EphA2 の発現亢進が認められることを臨床検

体で確認したこととなった。 

（４）最後に HOPX について免疫染色を行っ

た。11 例について調べた。7例の低分化大腸

癌と 4 例の分化型大腸癌について検討した。

7例の低分化大腸癌はいずれもHOPXメチル化

高値例であるが4例で劇的に発現が低下して

いた。このうち 3例で EphA2 発現陽性であっ

た。一方、分化型大腸癌（中文化および低分

化）4例は 2例で HOPX タンパク陽性であった

がいずれも EphA2 陰性であった。以上の結果

から HOPX タンパクが低下し、EphA2 タンパク

の発現が亢進している低分化大腸において

は HOPX-EphA2 経路の活性化により悪性度が

高まっている可能性が示唆された。また、低

分化大腸癌の特徴とはいえその特徴は排他

的なものではなく、分化型大腸癌においても

同経路の活性化が起こっている癌が低い頻

度ながらあることも確認された。これらの結

果を踏まえると大腸癌において予後不良な

低分化癌や予後が悪い分化癌において本経

路の抑制を考慮に入れた治療標的の可能性

があると考えられた。 

 

（５）われわれは、新規癌特異的メチル化遺

伝子 HOPX を同定してその癌特異性について

の検討、臨床病理学的因子についての検討、

予後の検討、下流遺伝子についての検討を加

えることで大腸癌の一部の症例に特徴的な

悪性度機序が存在することを明らかにした。

今回の研究では HOPX-EphA2 について特に注

目して検討することでこれまでに知られて

いなかった新たな癌悪性度原因機序が明ら

かになると同時に治療標的としての有望性

を提唱できた。さらなる治療実験、前臨床試

験を通じてこの結果を臨床応用へと近づけ

ていきたいと考えている。 

 

４．研究成果 

今回の研究成果として大腸癌における 

HOPX メチル化の悪性度への分子機序の解明

が一部行えたことが挙げられ、このことは将



来の大腸癌の治療戦略に影響するデータが

得られたと考えられた。 

HOPX メチル化は予後の不良な stage III

大腸癌で予後因子になることがわかってお

り、stage III 大腸癌の予後不良例は術後補

助化学療法を含めた新たな治療戦略を必要

とすると考えられる症例群である。そのよう

な症例の予後不良に対する分子機序の一部

が解明されたことは、今後患者選択、分子機

序に基づいた治療法開発に極めて有用な情

報を提供すると考えらえる。実際に stage 

III大腸癌での EphA2の治療標的としての可

能性については今後の検討が待たれるが、わ

れわれは HOPX-EphA2 axisを明らかにするこ

とにより実際の臨床への応用の足掛かりを

手にした。 

EphA2 は Ephrin の receptor であり、

Ephrin 投与により発現が低下することが知

られている。これはとりもなおさず Ephrin

が治療薬としてのポテンシャルを有し、実際

に clinical phase で検討中であることを考

えると大きな進歩である。EphA2 を制御する

方法としてはそれ以外にも様々な方法が提

案されている。今後は状況に応じた抑制法を

選択しながら癌の制御の研究にさらに邁進

したい。 
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