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研究要旨 

 
本研究は網羅的解析による層別化に基づいて大腸がんの本態解明を行い、各症例群の治

療・早期発見のためのイノベーティブな標的の探索、及びリード化合物開発などその成果
の医療応用推進を目的とする。大腸癌層別化の業務では、網羅的解析による層別化に基づ
いて大腸がんの本態解明を行い、各症例群の治療・早期発見のためのイノベーティブな標
的を探索する。小分子化合物開発の業務では、創薬候補としての配列特異的小分子化合物
の開発を行う。本年度は大腸癌層別化として、側方進展型腫瘍、鋸歯状腺腫を対象に層別
化を行った。側方進展型腫瘍は KRAS 変異(+)中メチル化群と癌遺伝子変異(-)低メチル化群
の２群に層別化され、両者は肉眼形態上も異なる、全く発癌経路の異なる症例群であった。
鋸歯状腺腫も高メチル化群、中メチル化群の２群に層別化され、高メチル化群を示した
SSA/P が高メチル化大腸癌の前癌病変と考えられた。これらの症例で、腺腫から癌化への
進展に関わる分子異常を同定したが、それらを標的とする配列特異的小分子化合物を開発
するための有用な候補と考えられた。小分子化合物開発について、先行開発していた KRAS
変異に対する配列特異的小分子化合物の安全性を検証し、また KRAS 変異以外で大腸癌で変
異が認められる遺伝子、異常メチル化が認められる遺伝子について、それぞれ小分子化合
物を合成した。診断への応用では、どの大腸癌サブタイプでも共通してメチル化が認めら
れる遺伝子を利用し、大腸癌存在診断を可能とする血漿中の癌由来 DNA を同定する高感
度・高特異度のマーカーを樹立した。 
 
 
業務項目 
 
１．大腸癌層別化 
金田篤志 
千葉大学大学院医学研究院・教授 
２．小分子化合物開発 
永瀬浩喜 
千葉県がんセンター研究所・所長 
 
Ａ．研究目的 
 
網羅的ゲノム解析情報に基づく個別化医

療の普及・開発は、疾患の予後を改善し、
有効な治療法がないがんへの対策として、
社会上強く要請されている。本研究は網羅
的解析による層別化に基づいて大腸がんの
本態解明を行い、各症例群の治療・早期発
見のためのイノベーティブな標的の探索、
及びリード化合物開発などその成果の医療
応用推進を目的とする。大腸癌層別化業務
では、網羅的解析による層別化に基づいて
大腸がんの本態解明を行い、各症例群の治
療・早期発見のためのイノベーティブな標

的を探索する。小分子化合物開発業務では、
ピロール・イミダゾールポリアミド（PIP）
が、２本鎖 DNA のマイナーグルーブへ配列
特異的に結合することを応用し、創薬候補
としての配列特異的小分子化合物の開発を
行う。 
 
Ｂ．研究方法 
 
３年間で 600-1000 症例の病変を解析予

定である。必要に応じてダイセクションを
行い、核酸を抽出する。 
我々の開発した層別化マーカーを用いて

次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い た
Bisulfite-seq あるいはパイロシーケンス
により定量的メチル化解析を行い、階層的
クラスタリングにて症例層別化する。 
がんドライバー変異遺伝子 125 個

(Vogelstein ら, Science 2013)、ミスマッ
チ修復遺伝子、Wnt シグナル・TGF-ßシグナ
ル等大腸がん重要シグナル関連遺伝子、エ
ピゲノム修飾因子など含む約 200 遺伝子の
エクソン全領域についてキャプチャ・シー



 

 

ケンス法により網羅的変異解析する。 
以上について平成 26 年度は、鋸歯状腺腫、

顆粒状・無顆粒状側方進展型腫瘍の腺腫、
早期がんについて先行解析し、各サブタイ
プの分子基盤を解明する。以降、進行がん
400 症例について解析を加え、癌進展に重
要な因子を同定する。 
 またほぼ全ての大腸がん、あるいは各サ
ブタイプのほぼ全例で早期病変からメチル
化を認めるマーカーに対し、血漿 DNA にお
けるメチル化を検討し、感度・特異度とも
に非常に高いがん存在診断マーカーを樹立
する。 
 先行して開発が進んでいた、KRAS コドン
12変異を認識するPIPにアルキル化剤KR12
について、抗腫瘍効果の得られる投与量で
マウスに投与し安全性の検証を行う。 
 さらに、KRAS 以外の標的として、大腸癌
で変異が認められた遺伝子および異常メチ
ル化が認められた遺伝子に対して配列特異
的 PIP を合成する。前者は KR12 と同様にア
ルキル化剤を結合し、細胞への抗腫瘍効果
を検証。後者は今後異常メチル化抑制効果
を検証する予定であるが、まずはオリゴ
DNA に対して配列特異的結合の検証を行っ
た。 
 
（倫理面への配慮） 
臨床検体の入手については、倫理委員会

を設置した施設からインフォームドコンセ
ントのもとで得られた検体についてのみ行
う。また解析は当該実施場所の倫理委員会
の許可が得られた場合にのみ実施し、必ず
施設長が定めた倫理委員会の承認を受ける。
施設が定める倫理規定を遵守して行う。患
者情報の取り扱いに関し、いかなる場合も
個人情報の漏洩に最大言の配慮を払う。医
療機関より臨床材料を入手する場合には、
匿名化・番号化されたものを用い、個人に
関連付けできる情報は一切受け取らない。
動物実験は機関の承認を得て行い、必要最
小限の動物数で実験を行い、苦痛を最小限
度にとどめるなど施設が定める規定を遵守
して行う。遺伝子組み換え実験に関しても
第二種使用等拡散防止措置の機関確認の申
請を行い承認を得る。 
 

 
Ｃ．研究結果 
 
（１）臨床大腸癌標本の解析 
顆粒状・無顆粒状側方進展型腫瘍 125 症

例、鋸歯状腺腫 70 例の標本から十分な量の
DNA が採取できた計 167 例について DNA メ
チル化を解析した。142 症例についてはエ
クソン変異解析を終了した。 
顆粒状側方進展型腫瘍は腺腫の段階で中メ

チル化群および KRAS 変異を示し、癌を含め
て CTNNB1 の強染色は示さなかった。無顆粒
状側方進展型腫瘍は腺腫・癌ともに低メチ
ル化群を呈し KRAS 変異(-)であるが腺腫の
段階から CTNNB1 の強染色を示し、癌で特異
的に高頻度の遺伝子変異を認めた(1)。 
鋸歯状腺腫は、SSA/P および TSA と呼ば

れる鋸歯状腺腫症例の解析を行った。TSA
が中メチル化群を呈するのに対し、SSA/P
は高メチル化群および BRAF 変異(+)を呈し、
高メチル化大腸癌の前癌病変と考えられた。
腺腫から癌化の段階でメチル化頻度が上昇
する遺伝子が存在し、またエクソン変異解
析の結果、癌では有意に高頻度に遺伝子変
異が起き、また特徴的なシグナルの遺伝子
に有意に変異が起きていた（Sakai et al. 
submitted）。 
家族性大腸ポリポーシス症例から 92 検

体の DNA を採取し、メチル化解析を進行中
である。 
 
（２）血漿マーカーの開発 
120 症例の大腸がん患者、96 症例の非が

ん患者から血漿 DNA を抽出し、異常メチル
化を検討した。ほぼ全ての大腸がん症例で
メチル化される候補遺伝子１２個中、
PPP1R3C、EFHD1の２遺伝子が有効であった。
特に PPP1R3Cメチル化は単独で高感度・高
特異度を示した（図１）。早期がんにおける
既存腫瘍マーカーの低い陽性率（CEA 17%, 
CA19-9 0%, Stage I）と比較し、PPP1R3C
は単独で 92%、EFHD1メチル化と組み合わせ
ると 100%の陽性率を示し、早期大腸がんで
特に有意義ながん存在診断マーカーと考え
られた(2)。 

 
（３）KR12 の安全性検証 
KRAS変異配列を認識するPIPにアルキル

化剤を付加した KR12 の抗腫瘍効果と安全
性を検証するため、KR12 を 3.4nmmol/mouse
で静脈注射により投与した。KRAS G12V 変
異を持つ大腸癌細胞株 SW480 の担癌マウス
に対し投与すると、アルキル化単剤よりも
強い抗腫瘍効果を認めた。その一方で、ア
ルキル化単剤では体重減少が認められるが、
KR12 では体重減少は一過性にとどまり早
期に回復した。 

図１.大腸がん血漿マーカー。PPP1R3C、EFHD1 の２遺
伝子の DNA メチル化が大腸がん存在診断に有効と考
えられた。 



 

 

 
（４）新たな標的変異に対する小分子化合
物の合成 
 
KRAS 以外の、大腸癌で高頻度に認められ

る変異に対し、変異配列特異的な PIP を合
成し、KR12 と同様にアルキル化剤を結合し
た。変異(+)の癌細胞株に in vitro で投与
すると、化合物の一つが IC50=53.8nM であ
った。この化合物は、遺伝子変異(-)の細胞
と比較し、変異(+)の細胞でより強い抗腫瘍
効果を認めた。 
 
（５）異常メチル化部位に対する小分子化
合物の合成 
 
大腸癌のメチル化解析で、腺腫から癌へ

進展する際に有意にメチル化が認められる
ドライバーメチル化遺伝子に対し、そのメ
チル化プロモーター領域に結合する配列特
異的 PIP を合成。SPR 分析による標的配列
への PIP 結合能の評価を行った。合成した
小分子は 2.7 ～ 5.7 x 10-8(M)と 10-8オー
ダーの結合定数を認めた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ｄ．考察 
 
大腸癌に少なくとも３群存在する分子サ

ブタイプについて、その前癌病変の詳細は
高メチル化群において鋸歯状腺腫がその前
癌病変であるとされる以外、不明であった。
特に KRAS 変異と相関する中メチル化群と、
癌遺伝子変異のない低メチル化群について
はほとんどわかっていない。我々は以前の
研究で、隆起状腺腫が中メチル化群および
低メチル化群から成り、高メチル化群の関
与はないことを報告しているが、腺腫にお
ける中・低メチル化群の病理学的な違いは
不明であった。 
 今研究では早期病変として側方進展型腫
瘍に着目して解析を進めた。側方進展型腫
瘍は明瞭に KRAS 変異と相関する中メチル
化群と癌遺伝子変異のない低メチル化群に

層別化されたが、前者が顆粒状側方進展型
腫瘍、後者が無顆粒状側方進展型腫瘍、と
いうように、肉眼的形態も全く異なる早期
病変に相当することを同定した。中メチル
化群と低メチル化群が、全く異なる発癌経
路から発生する腫瘍であることが証明され
た。腺腫から癌に進展する際に、それ以上
のメチル化量の上昇はなく、メチル化蓄積
は腺腫形成の段階で完了しており、癌化に
は遺伝子変異など異なる分子異常が関与す
ると考えられた。 
 今研究ではさらに、エクソン変異解析に
よりそれぞれの群で、腺腫から癌化に至る
際に認められる遺伝子変異を解析している。
それぞれの群で、異なる遺伝子が関わって
おり、現在その検証を進めている。 
 
 鋸歯状腺腫について、SSA/P および TSA
の解析を進めた。TSA は明瞭に中メチル化
群を呈し、SSA/P は高メチル化および BRAF
変異を呈して高メチル化大腸癌の前癌病変
と考えられた。これらも、メチル化群が異
なると病理形態学上も異なる腫瘍であり、
全く異なる発癌経路であることが示された。 
 腺腫から癌への進展に関与するメチル化
遺伝子、および遺伝子変異を認めた。これ
らは配列特異的小分子化合物の標的となり
得る。その一部について小分子化合物を合
成し、オリゴ DNA を用いて配列特異的な結
合を確認している。細胞株への投与を今後
行う予定である。 
 
 血漿マーカーについて、感度・特異度と
もに高いマーカーを樹立した。早期がんに
おいて、既存の腫瘍マーカーの陽性率は、
CEA 17%, CA19-9 0% （Stage I）と非常に
低い。それと比較し、PPP1R3Cは単独で 92%、
EFHD1メチル化と組み合わせると 100%の陽
性率を示し、早期大腸がんで特に有意義な
がん存在診断マーカーと考えられた。これ
は、メチル化の蓄積は基本的に腺腫の段階
で完了しているため、Stage I の早期癌で
あっても既に異常メチル化は存在しており、
そのため高感度で測定できるものと思われ
た。 
 
先行して開発している KR12 を用いて、配

列特異的小分子化合物 PIP にアルキル化剤
を結合した際の安全性をマウス担癌モデル
を用いて検証した。マウスへの静脈注射に
より十分な抗腫瘍効果を得た投与量で、体
重減少は一過性にとどまり早期に回復した。
アルキル化剤単独に比べ、高い抗腫瘍効果
と、体重減少の減弱を認め、薬剤の核内へ
の効率よいデリバリー効果などがその原因
として考えられた。 
KRAS 以外の遺伝子変異、およびエピジェ

 

図２. 特異的配列への結合の検証。癌で特異的
に認められる異常メチル化部位に対し配列特
異的に結合する PIP を合成。オリゴ DNA を用い
て結合力の検証を行った。 



 

 

ネティック異常部位についても、順次小分
子化合物を合成していく予定である。 
 
Ｅ．結論 
 
早期大腸病変として側方進展型腫瘍、鋸

歯状腺腫の解析を行い、BRAF 変異(+)高メ
チル化群、KRAS 変異(+)中メチル化群、癌
遺伝子変異(-)低メチル化群に層別化した。
それぞれ肉眼形態上も異なる、全く発癌経
路の異なる症例群であった。 
 これらの症例で、腺腫から癌化への進展
に関わる分子異常を同定した。 
アルキル化剤を結合した PIP の安全性を

検証するとともに、KRAS 変異以外でも、同
様の手法による変異配列特異的薬剤は開発
可能と考えられ、開発を進める。 
 大腸癌存在診断への応用として、血漿中
の癌由来 DNA を同定できる、高感度・高特
異度のマーカーを樹立した。 
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