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研究成果の概要（和文）：同一腫瘍内で形態および分子レベルの多様性を示す腫瘍のゲノム・エピゲノム異常の全容を
、次世代シークエンサーを用いて明らかにした。同一病変内で全エクソームシークエンスを施行したところ共通した遺
伝子変異は一部であった。共通した遺伝子変異は発癌の起源となる遺伝子異常であり、癌根本治療の標的となる可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the intratumoral variability of the endoscopic and genetic 
alterations in colorectal tumors. Our exome sequencing identified a large number of somatic mutations and 
revealed that most somatic mutations were not commonly observed among the two or more subcomponents with 
different endoscopic features.

研究分野： 消化器病

キーワード： 大腸がん
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１． 研究開始当初の背景 
 

癌組織を構成する細胞は均一な集団ではな
く、多様な遺伝子異常を持つ癌細胞の集合体
である。このような腫瘍内不均一性の原因と
しては確率論的に遺伝子異常が加わり腫瘍
形成能を獲得し不均一な腫瘍を構築すると
いう確率論モデルや、癌幹細胞仮説が提唱さ
れている。癌幹細胞は自己複製能、多分化能、
腫瘍増殖能をもつ細胞とされる。少数の細胞
で高い腫瘍形成能があり、癌幹細胞を起点と
した階層的構造をもとに癌が増殖すること
で、腫瘍組織を構成する細胞集団が不均一と
なる。 
いずれにしても腫瘍内不均一性は抗がん剤、
分子標的薬、放射線治療抵抗性や癌再発が生
じる原因として考えられている。腫瘍内の細
胞集団におけるゲノム異常の多様性を解明
し、発癌の起源となる遺伝子異常を同定する
ことは、癌根本治療の標的となる遺伝子の発
見、新規治療戦略の構築に資すると考えられ
る。 
 
２． 研究の目的 

 
早期大腸腫瘍内におけるゲノム・エピゲノム
背景の多様性および共通性に着目すること
で、大腸発癌の起源となる遺伝子異常を同定
し、それを標的とした治療法につながる知見
を得ることを目的とする。 
① 腫瘍内の表面構造別の全エクソンシーク

エンス、メチローム解析 
② 腫瘍内で共通な遺伝子異常の探索 
③ 候補となる遺伝子異常（遺伝子変異、メ

チル化）を多数の臨床検体を用いて検証 
④ 遺伝子異常と臨床病理学的所見との関連、

バイオインフォマティクス解析により絞
り込み 

 
３． 研究の方法 

 
早期腫瘍内の形態学的かつ遺伝的に異なる
領域ごとのゲノム・エピゲノム異常を明らか
にし、領域間で共通してみられる遺伝子変異、
メチル化異常を探索する 
 
４． 研究成果 

 
 同一腫瘍内、同一個体内で形態および分子
レ ベ ルの多 様 性を示 す 検体を 用 い て
SureSelect Human All Exon V4,V5 キットを
用いて全エクソームシークエンスを施行し
た。同一個体内に存在する複数の大腸がんに
おいて異なる遺伝子異常を示しており、また
同一腫瘍内においても腫瘍内部位特異的な
遺伝子異常が多数存在する一方で共通に認
める遺伝子異常や癌部特異的に認める遺伝
子変異が存在した。 
 さらに癌部でのみ認める遺伝子変異、同一
個体内の腺腫では認めず大腸癌でのみ認め

る遺伝子変異を抽出、さらに TCGA,ENCODE な
どの公開データーベースから絞り込み、約５
０遺伝子を抽出した。さらにダイレクトシー
クエンスにて確認した。 
 つぎに網羅的メチル化解析を用いて大腸
癌の発育様式に関わるエピジェネテックな
異常の同定を試みた。大腸癌は腫瘍径が大き
いほど浸潤率が高くなる。しかし腫瘍径が小
さくとも浸潤する小型浸潤癌  (small 
invasive tumor; small IT)、大きくとも浸
潤せず粘膜内に留まる非浸潤癌 (large 
non-invasive tumor; large NT)が存在する。
small IT と large NT におけるメチル化解析
により、浸潤に関わるエピジェネティクス異
常を明らかとすることを目的とした。 
 MCA マイクロアレイ解析の結果、large NT
でメチル化異常を示す遺伝子群を認めた。こ
の遺伝子群に癌遺伝子と考えられている
NTSR1 が含まれていることに注目した。 
 パイロシークエンス法により臨床検体(浸
潤癌 90 例, 非浸潤腫瘍 124 例) のメチル化
を解析した。アレイ CGH によりゲノムコピー
数異常を解析した。TaqMan RT-PCR により遺
伝子発現発現を検討した。NTSR1 を大腸癌細
胞に導入またはノックダウンし、MTT アッセ
イ、マトリゲル浸潤アッセイ及び遺伝子発現
マイクロアレイを行った。 
 パイロシークエンス法を用い臨床例での
NTSR1 メチル化解析を行ったところ large NT、
肉眼形態分類での側方発育型腫瘍(LST)で有
意に高値を示した。大腸癌細胞株において
NTSR1はメチル化とmRNA発現の間に逆相関が
みられた。NTSR1 の過剰発現は細胞増殖を促
進し、浸潤能を亢進した。siRNA によりノッ
クダウンしたところ細胞増殖を抑制し、浸潤
能を高度に抑制しうることが確認された。同
一病変内の浸潤癌部、腺腫部で NTSR1 のメチ
ル化を検討したところ腺腫部よりも癌部で
メチル化レベルが下がっていた。一方で
NTSR1 の発現は癌部で亢進、さらに癌部で
NTSR1 増幅を認めた。 
 NTSR1 の高発現は浸潤能を促進し垂直方向
へ進展、メチル化による不活化は浸潤を制御
し側方発育する可能性が示唆された。 
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