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研究成果 の概要(和 文):腫 瘍 ダイナ ミクス を鋭敏 に反映す るマーカー に、癌特異 的な遺伝子 メ

チル化 を応用 した。26種 の癌抑制遺伝子のDNAメ チル化 レベル を定量 し、ROC解 析 にて肝癌部

と非癌部 の区別 に有用 な遺伝子 としてAPC,GSTP1を 同定 した。APC遺 伝子 のメチル化DNAと 非

メチル化DNAの 割合(Me/NMeDNA比)を 、血清 中のDNAか ら高感度 に定量的解析す るア ッセイ

を確立 した。血清100μ1中 のMe/NMeDNA比 を求 めた ところ、肝癌症例 では全例 で検 出可能で

あ り、正常者 ではMe-DNAは 検 出 され なかった。肝癌再発 の際に は、AFPよ りも早期 に検 出 され 、

治療 による低下 もAFPよ り早期 に認 め られた。 この方法 は、dormanttherapyを 始 め とした化

学療法 の効果判定 に有用 なマー カー とな り得 る可能性 がある。

研究成果の概要(英 文) We applied tumor specific methylated DNA for prediction of tumor

dynamics in  HCC cases. The methylated APC and GSTP1 genes were identified as useful marker 
for discrimination of HCC cells from non—cancerous liver. We established a sensitive assay 

for quantifying of methylated/non—methylated (Me/NMe) DNA ratio from serum of  100  ,u  1. 
We successfully detect Me—DNA from all  HCC cases examined and no normal control cases 
showed Me—DNA. The Me/NMe DNA ratio elevated quicker than conventional HCC marker, AFP, 

when tumor showed recurrence. This novel assay could be a promising approach for judgment 
of theraupic effect of  HCC including dormant therapy.
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1.研 究 開始 当初 の背景 1



進行癌 の治療 は、細胞 障害性 の薬剤 によ

るintensivechemotherapyが 主流 であった が、

高齢者 の癌 患者 の増加や癌治療 の進 歩に伴い 、

副作用 が少 な く、QOLを 重視 した治療法 の必要

性 が高まってい る。加 えて、分指標 的療法の

出現 に伴 い、血管新生 阻害剤 な ど腫 瘍の増殖

抑 制 期 間 の 延 長 を 目 的 と し たdormant

chemotherapyは 、広 が りを見せ てい る。 しか

し、dormanttherapyは 遠 隔転移例 な どの高度

進行癌 を対象 とす るた め、体 内の腫 瘍全体量

を把握す る事が困難で ある。 さらに腫 瘍塊が

縮小す ることは稀で あるため、治療 開始早期

に効果 を確認 す るこ とができない。 一方、高

度進行癌 では、」血中に腫瘍 由来遺伝 子が循 環

してお り、その量的変化 を知 る ことで治療早

期 の効果確認が可能 になる と考 え られ る。

遺伝 子プ ロモー ター の異常 メチル化 は癌

化 の初期 で認 め られ、循環血 中の異常メチル

化遺伝子 の量的変化 は、治療効果 の評 価 に有

力 な手段 と成 り得 る。

2.研 究 の 目的

上記 の背 景に基 づき、本研 究では、分子

標 的療 法 の出現 に伴 い今 後 ます ます発 展 す

るdormanttherapyに 対 し、主に肝 細胞 癌(肝

癌)を 対象 と し、腫 瘍ダイナ ミクス を早期 に

反映す る新規マーカー の開発 に、癌特異的な

遺伝 子 メチル化 の変 化 を応用 す るこ とを 目

的 とした。

3.研 究 の方法

(1)循 環」血液 中の遺伝子 メチル化定量法 の確

立:

申請者 が肝発癌 の各段 階(正 常肝 、慢性

肝炎 、境界病変 、早期肝 癌、進行 肝癌)で 、

検討 した遺 伝子 プ ロモー ターの メチル 化 の

変化 の うち、肝癌組 織 と非癌部間での平均メ

チル 化 レベ ル の差 が大 きい 上位 の10座 位

(HIC-1,APC,GSTP1,RASSFIA,CASP8,p16,

SOCS1,RUNX3,RIZ1,MINT31)に ついて、肝

癌 、慢性肝炎症例 、正常人 の血清 中よ りDNA

を抽 出 しbisulfite処 理後、COBRA法 、MSP

法 にてメチル化 の有無 を判定 した。 また、そ

れぞれ の遺伝子 プロモー ター領域(COBRAで

解析 したCpG部 位 を含む)にTaqManProbe

を設定 しRealTimePCR(MethyLight法)に

よ り、bisulfite処 理後 のDNAを 増幅 し、異

常 メチル 化 を受 けてい る遺伝 子 を定量 した。

(2)肝 癌 の治療経過 にお ける循環血液 中のメ

チル化遺伝子量 の変化:

肝 癌治療 中の症例 、特に進 行肝癌で化 学

療法施行 の症例 におい て、治療前後の経過 に

わた り、」血清 中の上記の遺伝 子プ ロモー ター

のメチル化 を定量的に解析 し、治療効果 との

関連 を検討 した。

(3)肝 癌 の化 学療 法の治 療効果 と遺伝 子 メ

チル化 との 関連の検討:

新規 分子標 的療法 であ るsorafenibの 治

療効果 と、RASSFIA,RASSF2遺 伝子 のプ ロモー

ターメチル化が 関連す るか ど うか を、循環」血

中の血清 由来DNAの 遺伝 子 メチル化 か ら予想

す ることを試 みた。

また5-FU代 謝酵素(DPYD)やRecQ

helicase(WRN,BLM,RECQL,RecQ5,RTS)遺

伝子 は、メチル化 によ り不活化 され る との報

告 があ る。DPYDが 癌部特異的 にメチル化で不

活性化 されていれ ば5-FUの 効果 が増強 され 、

またRecQhelicase遺 伝子 の不活性化 は

Doxorubicinの 治療効果 と関連す る事 が予想

され る。 この2剤 は、肝動脈動注化学療法 の

際に頻用 され る細胞 障害性薬剤 であ り、血清

由来DNAの 遺伝子 メチル化 の定量値 か ら、そ

れ らの治療効果 予測 を試 みた。

3.研 究成果

本研 究では、腫瘍 ダイナ ミクスを鋭敏 に反映

す る」血清 マーカーに、癌特異的 な遺伝子 メチ

ル化 の変化 を応用す る ことを 目的 とした。血

清 中の肝癌 由来DNAの 検 出に優れ たメチル化

マーカーを選択す るため、133例 の肝癌例 を

対 象 とし、 メチル化 異常 が知 られ てい る26

種 の遺伝 子座位 の癌 、及び非癌部組織の メチ

ル化 レベル をCOBRA法 にて定量 し、ROC解 析

にて癌 部 と非 癌部 の 区別 に有用 な遺 伝子 座

位 と求めた。 その結果 、AUCが0.8以 上 を示

す遺伝子 はAPC,GSTP1で あった(図1)。

図1

APC遺 伝子プロモーターのメチル化レベルは肝癌

と非癌部を効率よく区別するマーカーである

次 に、APC遺 伝 子のメチル化DNAと 非 メチル

化DNAの 割合(Me/NMeDNA比)を 、血清 中の

遊離DNAか ら高感度 に検 出、判定す るため、

APCプ ロモー ターのCpGislandに 、Bisulfite

処理後 のDNAを メチル化 の状態 に関わ らず増

幅す るプ ライマーを設 定 し、 さらにその 内部

にメチル化 、非 メチル化DNAを それぞれ特異

的に増 幅、検 出す るTaqManプ ライマー,プ

ローブを設 定す る ことに よ り、1stepで 高感



度 にMe/NMeDNA比 の定量的解 析が可能 とな

った(図2)。

(図2)

高 感 度 な"メ チ ル 化1非 メチ ル 化DNA"比 の 検 出 方 法

(COBRAとMethvLiqht法 の組み合わせ)

肝癌組 織DNAを 希釈 し、 このア ッセイ 系で

Me/NMeDNA比 を求 めた ところ、COBRA法 の結

果 と一致 した。次 に、肝癌症例23例 お よび

正常者8例 の血清100μ1よ りDNAを 抽 出、

Bisulfite処 理 し、上記の方法でMe/NMeDNA

比 を求 めた ところ、肝 癌症例の血清では全 例

で定量 が可 能 で あ り、正 常者 で は血清 中に

Me-DNAは 検 出 されなか った。脈 管浸潤 の ある

肝癌例 の血清で は、脈 管浸潤 のない肝 癌血清

よ り有意 に高 レベル のメチル化DNAが 検 出さ

れ た(図3:p=0.0013)。

(図3)

り

Pニ0.0013{wiIcoxon検 定)

PVTTあ り PVTTな し

また肝癌再発 の際には、従来の腫瘍マーカー

であるAFPよ りも早期 に検 出 され 、治療 によ

る低 下もAFPよ り早期 に認 め られた。微 量血

清 よ り、高感 度に腫 瘍 由来DNAに 対す る非腫

瘍 由来DNAの 比率(Me/NMeDNA比)を 求 める

ア ッセイ系 を確立 した。腫 瘍の増殖 状態では

この比率 が上昇 し、非増殖 状態では低 下す る

こ とが予 想 され る。 この 方 法 は 、dormant

therapyを 始め と した化学療法の効果判定に

有用 なマー カー にな り得 る可能性 がある。

しか しなが ら、新規分子標 的療 法で ある

sorafenibの 治療効果 と、RASSFIA,RASSF2遺

伝子 のプ ロモー ター メチル化 、また5-FU代 謝

酵素(DPYD)やRecQhelicase(WRN,BLM,RECQ

L,RecQ5,RTS)遺 伝子 のメチル化 による不活

化 と肝動脈動注化学療法の治療効果に相関は

見出し得なかった。
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