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研究成果の概要（和文）：マイクロサテライト不安定性(MSI)はゲノム不安定性の一つであり、高頻度のMSI-Hと低いMS
I-LおよびEMASTとに分類される。EMAST腫瘍は大腸がんで約6割を占め、予後不良である。本研究ではEMAST腫瘍発生の
分子機構の解明を通して大腸がんの診断や治療に結びつく研究を行うことを目的とした。 培養細胞を用いて試験管内
でのEMAST発生に成功し、その要因としてp53遺伝子変異と長期間の低酸素培養であることが明らかとなった。更に、Wa
rburg効果として知られている経路や遺伝子の発現が顕著であり、特徴的な分子も見出された。これらの分子が診断等
に役立つかどうかは今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：Microsatellite instability (MSI) is a hypermutable phenotype in human cancers. 
Elevated microsatellite alterations at select tetranucleotides (EMAST), distinct from MSI-high and 
MSI-low, found in around 60% of colorectal cancer in Japan and USA. Here, we studied molecular events 
accompanying with generation of EMAST. First, we succeeded establishment of in vitro system for EMAST 
generation using human colorectal cell lines. p53 gene mutation and long-term cultivation under hypoxia 
is important for the generation. Pathways and changes in gene expression were mostly known as Warburg 
effects. However, characteristic molecules such as caveolins and keratin-associated proteins were found. 
In addition, inhibitors of such pathways and molecules were listed. Whether these inhibitors and 
characteristic molecules are really useful for cure and/or diagnosis for colorectal cancer, further 
detailed studies are required.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
大腸がんの予後は集約的治療法の確立等に
より、近年、飛躍的に改善された。しかしな
がら、高ステージ（IIIb,IV）の予後は極めて
悪く、新たな視点による診断法や治療法の改
善や開発が望まれていている。我々は、大腸
がんで頻度の高い elevated microsatellite 
instability at selected tetranucleotide 
repeats (EMAST)腫瘍に着目した。EMAST
腫瘍は 2000 年に Ahrendt らにより肺小細胞
癌で報告され、従来から知られていた DNA
ミスマッチ修復(MMR)遺伝子 hMLH1 や
hMSH2 の欠損により引き起こされる
microsatellite instability-high (MSI-H)とは
異なるゲノム不安定性の一様式として定義
された [1]。その後、頭頸部癌や腎癌など様々
な癌種で見られることが判明したが、その原
因や臨床的意義については不明であった。
我々は大腸癌細胞株を用いた研究から
EMAST の原因遺伝子が MMR 遺伝子の１つ 
hMSH3 であることを米国 Baylor 大の
Boland グループと共同で 2008 年に報告し
[2]、また、米国でも本邦でも散発性大腸癌で
は高頻度（60％）であることを見出した[2,3]。
我々の報告に引き続き、同様の報告が韓国や
米国 UCSD のグループからも出され、かつ、
腫瘍の進展に伴った頻度の上昇も見出され 
[4,5]、hMSH3 発現低下は EMAST および
MSI-L を示すことが追試された[5]。しかしな
がら、 hMSH3 発現低下の分子機構や
EMAST 腫瘍発生機構は不明であった。そこ
で、先ず hMSH3 遺伝子の発現低下機構の解
明を行った。EMAST 腫瘍では hMSH3 遺伝
子の機能喪失につながるような変異は見出
されず、発現低下は遺伝子変異以外の機構に
よると考えられた。すでに、hMLH1 や
hMSH2 の MMR 遺伝子の発現抑制が知られ
ている低酸素状態に着目し検討を行ったと
ころ、p53 の状態により発現抑制パターンが
異なること並びにｐ53 変異細胞で起こるパ
ターンがEMAST腫瘍発生機構として考えや
すいことを見出した[6]。しかしながら、分子
レベルでのEMAST発生機序を考察した場合、
低酸素による hMSH3 発現低下のみでは
EMAST は生ぜず、さらに検証が必要である
と考えられた。腫瘍塊では酸素の供給が不安
定である。酸素供給が十分な状態と不十分な
状態を往き来すると考えられている。このよ
うな微小環境での酸素供給の不安定性によ
り hMSH3遺伝子発現は抑制と促進の間を行
き来することによりEMAST腫瘍の誘発を招
いているのではないかと推論した。EMAST
発生には、MutSα（hMSH2+hMSH6）経路
が機能していることが必須であり、MutSβ
（hMSH2+hMSH3）のみ機能喪失している
と考えるのが自然である。従来報告のある低
酸素による MMR 遺伝子（hMSH2,hMSH6
及び hMLH1）の発現抑制[7,8]のみによる説
明では大部分の大腸がんは MSI-H 腫瘍とい
うことになるが、MSI-H 腫瘍は高々15％程

度であり、更なる詳細な検討が必要である。
また、MMR を含む DNA 修復には DNA 複
製反応、即ち、細胞増殖が必須であり、細胞
増殖や生存に関与する遺伝子の発現増強も
同時に起こっていると推察できる。 
 EMAST の意義については、高ステージや
転移腫瘍でさらに高頻度で見つかることか
ら、悪性度ならびに転移の指標になる可能性
が大きい[4,5,9]。しかしながら、現状での
EMAST 判定のための手順は簡便ではなく、
判定のための簡便法の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
  本研究ではEMAST腫瘍発生機構を詳細に
検討することにより、腫瘍の生存や腫瘍幹細
胞としての特徴を示す遺伝子の情報伝達系
の解明を通じて、新規の腫瘍マーカーとなり
うる遺伝子の同定へとつながる研究を目指
す。即ち、以下の２段階で研究を進める。 
１）hMSH3 発現制御（抑制と促進）を指標
として EMAST 腫瘍発生条件を明らかする。 
２）同条件下で増殖および生存を直接的ない
しは間接的に制御する遺伝子を探索する。 
 
３．研究の方法 
  EMAST 発生の分子機構の解明を行うため、
ヒト大腸がん由来樹立細胞株 SW480,SW620, 
HCT116 などを低酸素ならびに通常酸素分圧
にて培養し、ミスマッチ修復遺伝子の発現の
変化を調べた。この情報をもとに EMAST 発生
のための培養条件を検討した。EMAST を含む
MSI は mono-nucleotide repeat2 種(BAT25, 
BAT26),di-nucleotide repeat 1 種
(APC),tetra-nucleotide repeat 6 種（MYCL1, 
L17686, UT5320, D9S242, D20S82, D11S488）
の合計 9 種の MSI マーカーを用いて調べた。
遺伝子発現はマイクロアレイ、qRT-PCR, 
Western blot 法などを用いて検討した。細胞
増殖抑制はWST-8による吸光度測定により行
った。 
 
４．研究成果 
1）EMAST 発生条件の検討 
 ヒト大腸がん由来細胞株 SW480（p53 変異
株）および HCT116+3+5（p53 野生株）の hMSH3  



mRNA 発現に対する低酸素の影響を調べたと
ころ、SW480 は 6日まで、HCT116+3+5 は 3 日
まで低下を続けそれ以降はプラトーに達す
ることが分かった（図 1）。また、SW480 では
タンパクレベルでも同様の結果を得た（図 2）。
また、hMLH1 のタンパク発現は低酸素７日目
で約 7割残っていた。これらに結果から 6〜7
日間の低酸素培養時には、MutSα経路は働
き、MutSβ機能は減弱していることが考え
られた。 

 
そこで、SW480 および SW620 を低酸素で 7 日
間培養し、細胞クローニングを行い、MSI を
調べた。得られたクローンからDNAを抽出し、
親株と nucleotide repeat 数を比較した。そ
の結果、SW480 では 4クローン（9.8％）、SW620
では 6 クローン（7.5％）が tetra で不安定
を示したが、mono や di では安定であった（表
1）。一方、通常酸素濃度で同期間培養から得
られたクローンには全く不安定性は見出さ
れなかった。以上の結果から、培養細胞を低
酸素で7日間程度培養することにより、EMAST
が生じることが明らかとなった。 
 

 
 EMAST 発生が見られた細胞株はいずれも
p53 変異株であり、低酸素による hMSH2, 
hMSH6, hMLH1 などの MMR遺伝子発現抑制パタ
ーンと考え合わせると矛盾のない結果であ
るが[6,9]、p53 野生株での EMAST 発生頻度に
ついても検討しておく必要があると考えた。
当初、HCT116 とその亜株を用いて、細胞クロ
ーニングを試みたが、選択マーカーに対する
感受性が変化するなど高いゲノム不安定性
を示し、上手くいかなかった。現在、変異株
にp53発現ベクターを導入した実験系を確立
中であり、現時点では結論に至ってはいない。
しかしながら、p53 野生株では、MHH3 のみな
らず MSH2 の発現抑制も起こるので、理論的
には EMAST を引き起こす可能性は低く、むし
ろ MSI-H になる可能性が高い。P53 変異株で
のみ EMAST が起こるのか、MMR 遺伝子発現制
御にp53分子が直接関わっているという報告

はなく、その分子機構の解明に興味が持たれ
た。 
 
2）EMAST 発生時の遺伝子発現 
 SW620 での EMAST 発生時の遺伝子発現をマ
イクロアレイを用いて調べた。通常酸素濃度
培養時と低酸素培養時の遺伝子発現を比較
した。Pathway 解析したところ、低酸素培養
時に顕著に上昇したのは嫌気性糖代謝経路
や MAPK pathway の活性化など、Warburg 
effect として知られている代謝経路が大部
分であった。発現上昇率が大きかった遺伝子
を見てみると幾つか特徴的な傾向が見られ
た（表 2）。 

 
 
Ca2+ の細胞内流入に関わっている Caveolin
類やインテグリンは、MAPK pathway の上流に
あり増殖に関与していると考えられた。また、
keratin associated proteins の上昇も顕著
ではあるが、現在のところ、役割は不明であ
る。 
 
3）分子標的阻害剤の細胞増殖阻害作用 
 マイクロアレイ解析結果を踏まえて、標的
分子の明らかとなっている阻害剤を用いて
増殖抑制効果を調べた。その結果、低酸素培
養下で増殖抑制活性が増強される阻害剤と
して、K+ ionophore (valinomycin, nigercin), 
Na+ ionophore (monensin), Ca2+ channel 
blocker (dilltiazem) など細胞内イオン濃
度制御を無効にする薬剤、growth factor 
receptor 阻害剤 AG1024(IGF1R, IR)，SU1498 
(VEGFR) が見いだされた。一方、活性化して
いることが示された MAPK pathway 上にある
タンパクが標的となっている阻害剤である
U0126 や PD98059などは阻害活性の減弱が見
られた。これらの結果から cation transport
ならびに tyrosine kinase receptor のうち
VEGFR や IGF1R が分子標的の候補として挙が
った。一方、有効性が減弱した阻害剤から標

図2． 低酸素下でのSW480細胞におけるhMSH3およ

びhMLH1タンパク発現の経時的変化



的分子として再考を要するもの（tubuline, 
ATPase など）も明らかとなった。 
 
4）終わりに 
 大腸がん細胞株の低酸素培養により EMAST
が生じることを明らかにしたが、EMAST の原
因遺伝子が MSH3 であることから[2]、MSH3 機
能低下によるEMAST発生と悪性化との関連に
ついて興味がわく。すなわち、EMAST 発生の
延長上に悪性化があるのか、あるいは単純に
悪性化はEMASTと並行して起こっていること
なのかということである。これまで直接的な
証拠はないが、遺伝子のコーディング領域に
tetra-nucleotide repeat が見出されないこ
となどを考えると、悪性化は平行して起こっ
ており、MSH3 機能低下を招く腫瘍の微細環境
が重要であろうと考える。そういった意味で、
本研究により見出されたEMAST発生の条件は
今後の大腸がん研究に役立つと思われる。ま
た、試験管内で見出された知見が臨床の現場
で役立つかどうか、動物実験等で検証する必
要がある。 
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