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研究成果の概要（和文）：検体の確保の問題、費用の問題から研究対象を変更し、特定の大腸前癌病変（鋸歯状
病変）において、遺伝子メチル化の解析と、臨床病理学的因子との関連の検討を行った。結果、遺伝子メチル化
の多寡と腫瘍の局在に強い関連があることを見出した。それにより、S状結腸より近位に存在する鋸歯状病変は
発癌可能性が高いため、治療が望ましいことが明らかとなった。さらに、病変の背景粘膜において、部位ごとの
遺伝子メチル化の差がないことを見出し、鋸歯状病変には領域がん化（field cancerization）の関与が乏しい
ことを確認した。

研究成果の概要（英文）：Due to the shortage of expense and clinical samples, we had to change 
initial research plan. Instead, we assessed the DNA methylation of cancer-associated genes in a 
cohort of BRAF-mutant precancerous lesions. We then compared those results with the lesions’ 
clinicopathological features, especially colorectal subsites. The prevalence of lesions exhibiting 
frequent DNA methylation was lower in the sigmoid colon and rectum than in other bowel subsites. In 
addition, several cancer-associated genes showed higher methylation levels within lesions in the 
proximal to sigmoid colon than in the sigmoid colon and rectum. These results indicate that the 
methylation status of lesions with BRAF mutation is strongly associated with their location. By 
contrast, no difference in aberrant DNA methylation was observed in normal-appearing background 
colonic mucosa along the bowel subsites, which may indicate the absence of an epigenetic field 
defect.

研究分野：大腸癌

キーワード： 大腸癌　鋸歯状病変　遺伝子メチル化
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	
(1)	大腸癌は、分子生物学的に 2種類に大別
される。80～85%の大腸癌は、異数性や遺伝子
増幅・欠失などの DNA コピー数変化を特徴と
する染色体不安定性を伴う癌であり、腺腫-癌
連関を介して発生・進展する。染色体不安定
性は、大部分の大腸癌との強い関連が示唆さ
れているにもかかわらず、いまだにその原因
は明らかではない。発癌早期に染色体分離に
関連する遺伝子が変異することにより染色体
不安定性が獲得され、その不安定性により更
に癌化の過程が推進される事が示唆されてい
る。しかし、ごく一部の染色体不安定性を伴
う大腸癌においていくつかの細胞周期関連遺
伝子の変異が報告されたのみで、進行大腸癌
の大規模な全ゲノムの網羅的解析においても
染色体不安定性の原因と考えられる遺伝子は
同定されていない。よって、大腸前癌病変で
ある大腸腺腫や腺腫内癌の解析を行うことに
より、染色体不安定性の原因となる遺伝子変
異の同定を行うことを考えた。	
	 	
(2)	また、以前の申請者らの大腸進行癌にお
ける検討では、染色体不安定性陽性の大腸癌
といっても、コピー数変化は一様ではなく、
染色体欠失が優位な群、増幅が優位な群、変
化に乏しい群が存在した（文献①）。興味深い
ことに、コピー数変化と転移様式の間に関連
が認められた。また、腺腫から腺腫内癌に至
る過程で、染色体不安定性が獲得され、その
時点でも欠失が優位な群、増幅が優位な群、
変化に乏しい群がみられ（文献②）、発癌初期
に生じた染色体不安定性が進行癌まで引き継
がれる可能性が示唆された。そのため、前癌
病変の段階で、染色体不安定性の再分類を行
い、予後を予測することを考えた。	
	
(3)	一方で、近年、15〜20%の大腸癌はゲノム
ワイドなメチル化の異常である CpG	 island	
メチル化形質	 (CIMP)によりミスマッチ修復
遺伝子 MLH1 のメチル化が起こり、マイクロサ
テライト不安定性を伴って発生することがわ
かってきた。そして、その前癌病変は BRAF 遺
伝子変異を伴う無茎性鋸歯状腺腫（sessile	
serrated	adenoma;	SSA）であるとされてきた。
他の鋸歯状病変である traditional	serrated	
adenoma（TSA）も前癌病変と考えられている
が、TSA には BRAF 遺伝子変異もしくは KRAS 遺
伝子変異を伴う病変が存在する。BRAF 遺伝子
変異を伴う TSA に関しては、SSA と同一の発
癌経路なのか（SSA から TSA と SSA の併存病
変を経て発癌するのか）、独立した経路から
発癌するのかなど、詳細は不明である。	
	
(4)	また、従来右側結腸（盲腸〜横行結腸）
由来の大腸癌と左側結腸（下行〜S状結腸）由
来の大腸癌とは性質が異なるとされてきた。
しかし、近年、BRAF 遺伝子変異、CIMP、MLH1
メチル化を伴う進行大腸癌の頻度は、直腸か

ら上行結腸まで漸増するという報告がなされ、
癌の発生母地としての大腸は左右に二分され
るのか、それとも連続性があるのかに関して
議論となっている。しかし、前癌病変におい
て分子病理学的特徴と部位の関連を調べた報
告は現在までほとんどないため、今後の検討
が期待されている。	
 
２．研究の目的	
	
(1)	本研究の主目的は、大腸発癌の主要な分
子機構と位置づけられてきた染色体不安定性
の原因となる新規遺伝子を同定することであ
った。早期癌と腺腫が共存する前癌病変に着
目し、早期癌部分のコピー数変化と腺腫部分
の遺伝子変異プロファイルを比較することに
より、発癌・進展予測が可能なバイオマーカ
ーを抽出する予定であった。更に、病変部位
や拡大内視鏡像などの臨床病理学的因子との
対比を行い、腺腫の段階での臨床所見による
発癌・進展の予測可能性の検討を行う予定と
していた。	
	 しかし、実際のところ、質の高い臨床検体
（腺腫内癌）の確保が困難となり、比較ゲノ
ムハイブリダイゼーション	 (CGH)アレイ法な
どの解析を十分行い得なかった。また、全エ
クソンシークエンス解析を行う予定としてい
たが、良質な検体を確保できなかったこと、
解析費用が高額となることなどにより、こち
らも行い得なかった。	
	
(2)	そのため、研究対象を、良質な検体が確
保されていた BRAF 遺伝子変異を伴う大腸前
癌病変（鋸歯状病変）に変更した。鋸歯状病変
の分子学的、また臨床病理学的特徴を明らか
にするため、BRAF 遺伝子変異陽性の前癌病変
において、癌関連遺伝子のメチル化解析を行
い、臨床病理学的因子、特に病変の発生部位
（亜部位）との関連の検討を行うこととした。	
	
３．研究の方法	
	
	 94 名の大腸ポリープ患者から得られた
BRAF 遺伝子変異陽性の大腸前癌病変 106 病変
を対象とした。また、106 病変のうち 83 病変
の（正常）背景粘膜の解析も併せて行った。	
	 前癌病変（主として鋸歯状病変）の病理診
断は臨床情報、分子学的情報を知らされない
消化管病理医により行われた。また、臨床情
報として、患者の年齢、性別、病変の発生部位
（盲腸、上行結腸、横行結腸、下行結腸、S状
結腸、直腸）、形態、大きさが記録された。	
	 生検で得られた検体から DNA が抽出され、
BRAF 遺伝子変異に関して、パイロシークエン
ス法により前もって変異が確認された。また、
癌に関連する 14 遺伝子（うち 5 つは古典的な
CIMP マーカー）のメチル化がパイロシークエ
ンス法によって定量的に解析された。15%以上
でメチル化陽性とし、古典的な CIMP マーカー
（MINT1,	MINT2,	MINT12,	MINT31,	MLH1）5 つ



のうち、3 マーカー以上のメチル化陽性で
CIMP 陽性と判定した。最終的に、分子学的情
報（病変内における各々の遺伝子メチル化の
有無と程度、CIMP の状態）と臨床病理学的情
報の統合解析を行った。	
	
４．研究成果	
	
(1)	病変の臨床病理学的特徴	
	
	 BRAF 遺伝子変異を伴う病変は、病理学的に
は過形成性ポリープ	16 病変、TSA	15 病変、
TSA と SSA の併存病変	 6 病変、SSA	 49 病変、
SSA に細胞異型（cytological	dysplasia,	腺
腫性変化）を伴った病変	 9 病変、SSA に早期
癌（high-grade	dysplasia）を伴った病変	7
病変、従来型の腺腫	3 病変、早期癌	1 病変で
あった。従来の報告同様、病変は右側結腸優
位に分布していた。また、SSA は盲腸から横行
結腸に、TSA は S 状結腸、直腸に多く同定され
た。興味深いことに、TSA に SSA を伴った病変
は上行結腸、横行結腸に認められた。	
	
(2)	病変内のメチル化と病変部位との関連	
	
	 ゲノムワイドなメチル化の異常であるCIMP
の頻度は病変部位と強く関連し、盲腸から下
行結腸で高頻度であり、S状結腸、直腸では低
頻度であった。また、CIMP の頻度は、直腸か
ら上行結腸まで連続して増加するわけではな
く、S 状結腸下行結腸移行部を境界として大
きく異なっていた（図 1）。ロジスティック回
帰分析では、大腸を S 状結腸下行結腸移行部
で分類すると、腫瘍の部位と CIMP の状態が最
も有意に関連することが示された（Table	1）。
SSA の癌化に大きく関与する MLH1 遺伝子のメ
チル化は、上行結腸、横行結腸、下行結腸の病
変においてみられた。	
	

	
	(3)	病理組織型、病変の大きさとメチル化の
関連	

	 次に各病理組織型について、CIMP、MLH1 メ
チル化の頻度を調べた。CIMP は過形成性ポリ
ープ、TSAにおいては低頻度であったが、SSA、
SSA に細胞異型を伴った病変、SSA に早期癌を
伴った病変においては高頻度に認められた。
興味深いことに、TSA と SSA の併存病変にお
いては、SSA と同様に高頻度に CIMP が認めら
れた（図 2）。また、MLH1 遺伝子メチル化は、
過形成性ポリープや TSA では認められず、SSA、
SSA に細胞異型を伴った病変では低頻度であ
った。一方、SSA に早期癌を伴った病変では高
率に MLH1 遺伝子メチル化が認められた。この
ことは、SSA が CIMP 陽性、マイクロサテライ
ト不安定性陽性大腸癌の前癌病変であり、細
胞異型（腺腫性変化）を伴った病変から早期
癌に至る過程で MLH1 遺伝子のメチル化が関
与するという従来の報告に一致していた。	
	 また、病変の大きさとメチル化の関連に関
しては、従来の報告と同様、（統計学的に有意
差は認められなかったが）より大きい病変で
CIMP、MLH1 メチル化の頻度が高い傾向がみら
れた（図 3）。	
	

	

	
(4)腫瘍関連遺伝子メチル化の発生部位別の
検討	
	 	
	 次に、大腸癌において高頻度にメチル化が	
報告されている癌関連遺伝子のプロモーター
のメチル化を解析した。RASSF2,	 miR-34b/c,	
CDKN2A,	IGFBP7,	SOX5,	GALNT14,	LRP1B 遺伝
子の遺伝子メチル化レベルは、S状結腸、直腸
の病変と比較して、盲腸から下行結腸におい
て高かった（図 4,一部の遺伝子のみ提示）。	
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(5)	（正常）背景粘膜のメチル化の部位別の
検討	
	
	 部位別に検討すると、病変内では特定の遺
伝子メチル化に差が認められたが、背景粘膜
では部位によって差がなかった（図 5,一部の
遺伝子のみ提示）	。このことより BRAF 遺伝
子変異を伴う前癌病変において、メチル化に
伴う領域がん化（field	cancerization）の関
与が乏しいことを確認した。	

	
	 本研究で、BRAF 遺伝子変異を伴う前癌病変
において、癌関連遺伝子のメチル化は病変の
亜部位、病理組織学的所見と強く関連してい
ることが示された。それにより、S状結腸より
近位に存在する鋸歯状病変は発癌可能性が高
いため、早期治療が望ましいと考えられた。	
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