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研究成果の概要（和文）：消化管癌の癌細胞・背景粘膜・間質におけるエピゲノム異常を解析す

るため、網羅的 DNA メチル化解析を行った。Methylated CpG island Amplification (MCA)

マイクロアレイ法およびバイサルファイト・パイロシークエンス法による解析の結果、胃癌細

胞のみならず間質細胞において、SFRP1 や miR-34b/c など癌関連遺伝子のメチル化を検出し

た。さらに胃癌および背景粘膜の網羅的 DNA メチル化解析から、RASGRF1 遺伝子のメチル

化を同定し、胃粘膜における RASGRF1 メチル化が胃癌リスクマーカーとなりうることを明ら

かにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We aimed to analyze epigenome alterations in gastrointestinal 

cancer cells, cancer stroma and background non-cancerous mucosa. By performing 

Methylated CpG Amplification (MCA)-microarray analysis and bisulfite-pyrosequencing 

analysis, we detected methylation of tumor-related genes, such as SFRP1 and miR-34b/c, in 

gastric cancer cells as well as cancer stroma. Moreover, we identified aberrant methylation 

of a candidate cancer-related gene, RASGRF1, in both gastric cancer cells and background 

non-cancerous mucosa. We also found that methylation of RASGRF1 could be a potential 

biomarker to assess gastric cancer risk. 
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１．研究開始当初の背景 

胃癌や大腸癌などの消化管癌細胞におけ
るジェネティックおよびエピジェネティッ
クな異常が数多く発見され、消化器癌の発生、
進展に重要な役割を担っていることが示さ
れている。これまで我々は SFRP1、WIF1、
RASSF2 など多くの癌抑制遺伝子・癌関連遺
伝子が消化管癌において高メチル化してい
ることを報告してきた。また胃癌高リスク群
である皺襞肥大胃炎において、ゲノムワイド
な低メチル化と遺伝子 CpG アイランド高メ

チル化の両方が認められることを明らかに
した。一方、癌間質細胞は腫瘍の微小環境に
寄与し、浸潤や転移など癌の進展に重要な役
割を担うことが明らかになってきているが、
癌間質の分子レベルでの異常はあまり検討
されていない。乳癌では癌細胞のみならず間
質にも DNA メチル化異常が見られることが
報告されており、癌間質細胞におけるエピジ
ェネティックな異常の存在が少しずつ明ら
かになってきた。しかし、それが腫瘍組織に
おいてどのような意義を持つのかは明らか
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にされておらず、また、消化器癌間質におけ
るエピジェネティックな変化の検討はほと
んどなされていない。消化器癌間質において
DNA メチル化異常を明らかにすることは、消
化器癌の進展機序を解明する上で重要であ
る。 

 

２．研究の目的 

本研究では胃癌細胞および胃癌間質細胞
における DNA メチル化を解析することで、
胃癌間質細胞の DNA メチル化異常を明らか
にすることを目的とする。得られたデータを
詳細に検討し、同定した遺伝子の機能解析を
行うことで、癌間質細胞におけるエピジェネ
ティックな変化の機能的意義を明らかにし、
診断・治療に応用しうる知見を得ることを目
指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 解析対象 

内視鏡的あるいは外科的に切除された胃
癌組織を対象とした。腺管分離法を用いて、
上皮成分と間質成分に分離した。また、CD31、
CD34、CD146 をマーカーとしてフローサイ
トメトリー法を行うことで、内皮細胞の抽出
を行った。 

 

(2) 網羅的 DNA メチル化および発現解析 

メチル化 DNA をゲノムワイドに増幅する
ために Methylated CpG island amplification 

(MCA)法を用いた。まずメチル化感受性制限
酵素 SmaI でゲノム DNA を処理した後、アダ
プターをライゲーションし、PCR によって
DNA 断片を増幅した。得られた MCA アンプ
リコンをラベリングし、CpG アイランドアレ
イにハイブリダイズすることで、網羅的メチ
ル化解析を行った。また Total RNA を抽出し、
Whole Human Genome アレイ(Agilent)を用い
て、遺伝子発現プロファイル解析を行った。 

 エピゲノムデータを遺伝子解析ソフト
Gene Spring GX にインポートし、クラスタリ
ング解析、Gene Ontology 解析、Pathway 解析
などのバイオインフォマティクス解析を行
った。 

 

(3) 遺伝子メチル化解析 

網羅的解析で同定した遺伝子については、
メチル化特異的PCR (MSP)法およびバイサル
ファイト・シークエンス法、バイサルファイ
ト・パイロシークエンス法でさらに詳細なメ
チル化解析を行った。 

 

(4) ヒストン修飾解析 

 アクティブな転写開始点のマーカーであ
るトリメチル化ヒストン H3K4 (H3K4me3)、
および転写抑制のマーカーであるトリメチ
ル化ヒストン H3K27 (H3K27me3)に対する抗

体を用いて、それぞれクロマチン免疫沈降
(ChIP)を行った。 

 

(5) 遺伝子機能解析 

 同定した遺伝子の機能を、MTT アッセイ、
コロニー形成アッセイ、マトリゲル浸潤アッ
セイにより解析した。 

 
４．研究成果 
 臨床検体からエピゲノム解析を行うには、
微量検体における DNA メチル化やヒストン
修飾の解析手法の確立が必須である。我々は
MCA 法の条件を検討することで、100 ng の
スタート量からもメチル化 CpG アイランド
を増幅可能なことを検証した。MCA の増幅
産物をカスタム CpG アイランドマイクロア
レイで解析することで、ゲノムワイドな DNA

メチル化解析を行うことが可能となった。 

また、ヒストン修飾を解析するためのクロ
マチン免疫沈降(ChIP)法の条件を最適化する
ことで、1×10

5個の細胞から ChIP 実験を行う
ことが可能となった。 

次に、臨床検体を対象とした解析を行った。
まず胃癌の生検組織から腺管分離法を用い
て上皮成分と間質成分を分離した。腺管およ
び間質を MCA マイクロアレイおよびバイサ
ルファイト・パイロシークエンス法でメチル
化解析した結果、興味深いことに SFRP1 や
miR-34b/c などの遺伝子は胃癌細胞および間
質の両者において高度にメチル化している
ことを見いだした。また MCA マイクロアレ
イの結果、胃癌および胃癌背景粘膜において
RASGRF1 遺伝子のメチル化を新たに同定し
た。機能解析の結果、RASGRF1 は癌細胞増
殖および浸潤能を抑制したことから、癌抑制
遺伝子候補であることが示唆された。さらに
臨床データとの比較検討により、RASGRF1

メチル化が胃癌のリスクマーカーとなり得
ることを明らかにした。 

次に、臨床検体から間質成分を直接抽出す
ることを目指し、CD31、CD34、CD146 をマ
ーカーとしてフローサイトメトリーを用い
て内皮細胞の抽出を試みた。生検材料を
FACS 解析した結果、これらのマーカー陽性
の細胞が 0.1～2%程度存在することが分かっ
たが、回収できる細胞数が数千個単位のため、
エピゲノム解析は困難であった。内皮細胞の
抽出には、生検材料よりも大きな切除標本が
必要であると結論づけられた。 
 また、non-coding RNA 発現プロファイル解
析から、消化管間質腫瘍において miR-196a

と lincRNAであるHOTAIRが悪性度と強く相
関することを明らかにした。miR-196a および
HOTAIR の高発現は、高悪性度、高転移性の
消化管間質腫瘍に特徴的に見られることか
ら、重要な予後予測マーカーおよび治療標的
となりうると考えられた。 
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