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研究成果の概要（和文）：胃癌リンパ節転移に関与するエピゲノム変化を同定することを目的に研究をおこなっ
た。その結果miR-4286が癌進行に伴って発現増加し、リンパ節転移進展に深くかかわることが判明し、新規バイ
オマーカーになり得ると考えられた。DNAメチル化に関しては網羅的解析では有用なマーカーは同定しえなかっ
たが、遺伝子発現レベルにおいて注目すると、炎症性発癌に深くかかわるとされるAngiopoietin-like protein 
2(ANGPTL2)が、癌組織特異的に発現増加するのみならず、病期進展に伴い発現増加し、リンパ節転移と相関する
のみならず、有用な予後予測マーカーとなることを同定した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify clinically relevant epigenetic markers
 for presence of lymph node metastasis in gastric cancer. Array-based comprehensive analysis 
demosntrated that miR-4286 expression was significantly increased with disease development and lymph
 node metastasis in gastric cancer. Although we could not identify approproate candidates of 
methylated DNA, gene expression analysis demonstrated that increased ANGPTL2 expression was depply 
involved in lymph node metastasis and poor prognosis in gastric cancer patients.    

研究分野：悪性腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
胃癌は近年検診や胃内視鏡などの普及もあ
り、死者数は現症傾向にあるものの、日本で
は依然、死亡者数の多い疾患である。 
早期胃癌については、内視鏡治療や手術治療
で根治が望める可能性が高いが、内視鏡治療
で完結できる病変の範囲は狭く、内視鏡治療
適応外の病変についてはもれなく予防的な
リンパ節郭清を伴う胃切除が勧められる。し
かしながら早期胃癌に関してはリンパ節転
移頻度が約 15%程度であり、残りの 85%の患
者に対しては、根治性という観点からも過大
手術となっている現状がある。過大手術のも
たらす患者の胃切除後後遺症などのデメリ
ットは少なくない。リンパ節転移の予測方法
を確立することは不必要な胃切除やリンパ
節郭清を回避できうる可能性があり、早期胃
癌の治療を大きく変革し、個別化治療の選択
や患者 QOL の改善に寄与する。 
 
２．研究の目的 
胃癌リンパ節転移に関与するエピゲノム変
化を同定し、リンパ節転移メカニズムの解明
と、新たな分子診断法の確立や新規治療法の
開発をする。これは胃癌の腫瘍学的予後の改
善を目的とする一方で、胃癌縮小手術や内視
鏡的胃癌治療の適応拡大にも寄与し、胃癌患
者の腫瘍学的根治性を担保しつつ QOL の向
上をめざす胃癌外科的治療のテーラーメー
ド化（個別化）を実現することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
・DNA メチル化・microRNA・遺伝子発現網羅
的解析：リンパ節転移陽性胃癌 5例、リンパ
節転移陰性胃癌 5例、正常胃粘膜 5例を使用
し、microRNA アレイ、メチル化アレイ、cDNA
アレイを施行した。 
 
・RNA 抽出(組織)、cDNA 化 
・胃癌組織 130 例の原発腫瘍、近傍正常胃粘
膜より採取した RNA later 保存凍結標本から
RNA を miRNeasy RNA extraction kit(Qiagen)
を利用して抽出し、cDNA を random hexamer
を使用して合成した。 
 
・RNA 抽出(血清) 
・胃癌患者の術前血清 200ul より miRNeasy 
serum/plasma RNA extaction kit(Qiagen)を
使用して RNA を抽出した。また RNA 抽出過程
において cel-miR-39 を添加し、定量 PCR の
際の normalizer に使用した。 
 
・DNA 抽出、バイサルファイト処理 
・胃癌組織 130 例の原発腫瘍、近傍正常胃粘
膜より採取した凍結標本から DNA を Qiamp 
DNA mini kit(Qiagen)を利用して抽出し、EZ 
Gold Methylation kit を用いて bisulfite 
DNA 合成した。 
 
・定量的 PCR 

・胃組織より抽出した cDNA は、Standard 
curve method を使用し、Step-One Plus リア
ルタイム PCR システム(Thermo scientific)
で GAPDH を normalizer として qPCRを施行し
た。また miRNA の定量解析は、Taqmann primer
と Taqmann microRNA RT kit を利用して
microRNA-specific な逆転写を施行したうえ
で、qPCR を同様に施行した。また normalizer
には miR-16 を使用した。 
 
In vivo 解析: 
胃癌細胞株を使用し、候補遺伝子を siRNA 
transfection で遺伝子発現抑制を行ったう
えで、MTT assay、Invasion assay、migration 
assay などをおこない、遺伝子発現調節によ
る phenotype の変化を評価した。 
 
４．研究成果 
胃癌リンパ節転移過程に関わるエピゲノム
変化(特に microRNA ならび DNA メチル化)を
同定することを目的に、リンパ節転移陰性患
者群、リンパ節転移陽性患者群の原発腫瘍、
ならびに正常胃粘膜の 3 群間を profiling 
を、網羅的解析を行った。 

その結果、miR-4286 が段階的に発現増加を認
め、また cDNAarray の結果と統合解析を行う
と、miR-4286 が AK3 と逆相関の関係を保つこ
とが明らかとなった。 

この結果から、has-miR-4286 は、癌進行に伴
って発現増加し、リンパ節転移進展にも深く
かかわるとともに新規バイオマーカーにな
る可能性もあるため、現在、validation をす
すすめているが、発現量が少ないこともあり、
発現解析方法を digital PCR などに変更する
方向で、遂行中である。 
 
また本研究に付随し上皮間葉移行にかかわ

miRNA: 一次配置分散分析とSOTA分類
SOTA分類
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一次配雹分散分析
(p<0.01, 81値のmiRNA)
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る miRNA(miR-200a, -200b, -200c,-141,-429, 
-203)に注目し、胃癌患者 130 例の術前血清
より抽出した RNA を利用し、それらの発現解
析をしたところ、血清miR-203 は、病期進展、
とりわけリンパ節転移進展にともない有意
に発現低下をきたし、また再発予測、予後予
測に有用なマーカーであることを報告した
（下図、Imaoka H, Yasuda H, et al. Gastric 
cancer 2016 Jul;19(3):744-53）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
またメチル化に関しては残念ながら現時点
までに有用なマーカーは同定できていない
が、遺伝子発現レベルにおいて注目すると、 
炎症性発癌に深くかかわるとされる
Angiopoietin-like protein 2(ANGPTL2)が、
癌組織特異的に発現増加するのみならず、病
期進展に伴い発現増加し、リンパ節転移と相
関するのみならず、有用な予後予測マーカー
となることを同定した。さらにこの ANGPTL2
の発現抑制を胃癌細胞株で行うと、増殖能や
浸潤能、遊走能を抑制することがあきらかと

なり、胃癌進展において重要な役割を担って
いる可能性が示唆された。(Shimura T, 
Yasuda H, et al. Anticancer Res. 2015 
Sep;35(9):4633-9)。 
また ANGPTL2 が分泌型蛋白であることから、
胃癌患者血清を用いてその発現解析を ELISA
法でおこなうと、血清 ANGPTL2 濃度増加は、
有用な胃癌診断マーカーとなりうるほか、予
後予測マーカーとなりうる可能性が示唆さ
れた（下図：Toiyama Y, Yasuda H et al. 
Carcinogenesis. 2015 ;36(12):1474-83）。 

なお、本研究は現在も遂行中であり、今後も
あらたなマーカーを同定し、またリンパ節転
移進展の一助を解明する可能性がある。 
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血清miR-203は病期進展とりわけリンパ節転移進展に相関する

n
 

か

町

ぃ

m

m

u

c
8・u
-
E
E
e占

"" 

b "' 

ぃ

m

w

E
0
2
u
-
E
E
t
s
 

田

m

ぃ

m

ぃ

d

E
2・u
-
g
e
g[
 

i

m

m

ぃ

m

C

C
R
・u
m
-
E
e占

, .... .. 

~ 

"" 

胃癌血清ANGPTL2は診断・再発・予後予測マーカーとなる

A e C 

コ
, .,., 

112-ここ.. 
olLl[-
にピ~

g

3

2

,

.

 

E(,
t
i
i
 

＿リ
NC

叫
，
＇
，
＇

，
 
Diì
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