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研究成果の概要（和文）：本研究では腺管分離法を用いて胆道癌の腫瘍性腺管と非腫瘍性腺管における癌抑制遺伝子の
プロモーター領域のメチル化を解析し，胆道癌において癌抑制遺伝子のメチル化がどのように関与しているかを検証し
た．胆管癌切除標本31例から組織サンプルを採取し，腺管分離法を用いて腫瘍腺管と非腫瘍性腺管のみを採取した。DN
Aを抽出し，癌関連遺伝子のプロモーター領域のメチル化をBisulfite-pyrosequencing法で解析した。胆管癌における
癌関連遺伝子のメチル化の頻度と、ゲノムワイドなメチル化の程度について検索した。

研究成果の概要（英文）：We analysed the DNA methylation of its promoter region of cancer suppressor genes 
with cancerous glands and non-cancerous glands of bile duct cancer by crypt isolation technique. We 
verified the relation between the DNA methylation of cancer suppressor genes and bile duct cancer. In 31 
cases of resected bile duct cancer, we picked up the fresh samples and collect cancerous glands and 
non-cancerous glands with crypt isolation technique. We extracted the DNA and analysed the DNA 
methylation of its promoter region by Bisulfite-pyrosequencing. We examined the frequencies of cancer 
related genes and the genome wide methylation.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
胆道癌（肝門部胆管癌，胆管癌，胆嚢癌，

乳頭部癌）の標準治療は手術治療であるが，
切除例での予後は未だ不良である．しかし，
これまで胆道癌の分子生物学的機序は，種々
の遺伝子異常を中心に解明されてきたが，未
だ十分な解明はされていない 1)． 

DNA のメチル化は塩基配列の変化を伴わ
ずに遺伝子発現を制御する機構であるが，発
癌に関与するメチル化異常では，ゲノムワイ
ドな低メチル化と特定の癌抑制遺伝子のプ
ロモーター領域の CpG island の高メチル化が
考えられている．癌抑制遺伝子のプロモータ
ー領域の高メチル化は，遺伝子変異や欠損に
次ぐ第 3 の癌抑制遺伝子の不活化機構として
注目されてきた．本学病理学講座でのこれま
での研究を含め，消化管癌において癌抑制遺
伝子がプロモーター領域のメチル化により
不活性化されていることが報告されてきた
が，胆道癌についての検証は不十分である． 
胆 道 癌 の 発 癌 の 仮 説 と し て ，

Adenoma-carcinoma sequence に よ る 発 癌
（Vogelstein 仮説），胆石などを起因とする慢
性炎症に伴う炎症性発癌，膵胆管合流異常に
伴う膵液の暴露による化学性発癌などが考
えられている．その中で癌抑制遺伝子のメチ
ル化異常が発癌における一つの原因として
考えられているが，発癌過程にどのように関
連しているかは明らかにされていない 2)． 
 
２．研究の目的 
① 胆道癌の発癌過程における癌関連遺伝子

のメチル化異常を明らかにする． 
胆道癌，胆嚢腺腫，膵胆管合流異常，胆石

症，基礎疾患のない正常胆嚢粘膜における癌
抑制遺伝子のメチル化を比較して，胆道癌の
発癌過程におけるメチル化の関与を検証す
る．胆道癌で過去にメチル化されている癌抑
制遺伝子に加え，ほかの消化管癌でメチル化
が指摘されている癌抑制遺伝子から絞り込
み，胆道癌で癌抑制遺伝子がどのようにメチ
ル化されているかを明らかにする．また，胆
道癌については，癌部と癌周囲粘膜のメチル
化の比較検討も行う． 
②胆道癌では周囲粘膜における発癌の素地
の有無も検証する:癌部と非癌部のメチル化
比較 

H.Pylori 関連胃癌や潰瘍性大腸炎合併大腸
癌では癌部だけでなく，非癌部(周囲粘膜)に
もエピジェネティックな異常がすでに蓄積
していることが報告されている 3)．これは非
癌部にも癌抑制遺伝子のメチル化異常など
の発癌の素地（Field defect）が存在すること
を示唆している．本研究では，胆道癌の癌部
と非癌部の癌抑制遺伝子のメチル化解析も
合わせて行い，胆道癌の非癌部にエピジェネ

ティックな異常が蓄積されているか否かを
検証する． 
③胆道癌のゲノムワイドなメチル化を検証
する 
 他の消化器癌と同様に，胆道癌でも DNA メ
チル化は発癌に重要な役割を担っていると
考えられる．近年，Kaneda ら 4)が大腸癌にお
いてゲノムワイドの DNA メチル化の程度を
分類する検討を行ったが，この報告によると，
メチル化による腫瘍のタイプ化は腫瘍細胞
の特性を知る上で有用とされている．これを
うけて胆道癌におけるゲノムワイドの DNA
メチル化レベルの検討を行う． 
 
３．研究の方法 
 
対象と期間                         

2008年6月から岩手医科大学外科学講座お
よびその関連病院で手術を施行した胆道癌
を対象とする．胆道癌とは肝門部胆管癌，胆
管癌，胆嚢癌，乳頭部癌を指し， 胆道良性
疾患とは，胆石症や胆嚢腺腫などの胆嚢疾患，
またそのほかの疾患で胆嚢や胆管の切除を
必要とした症例である．これらには膵胆管合
流異常による胆嚢・胆管の予防的切除も含む． 

  
サンプル採取と腺管分離法 
腺管分離法は，組織から間質成分を除き，

腫瘍性腺管および非腫瘍性腺管のみを分離
する方法である 5)．胆道粘膜の特徴として，
生体から切除すると胆汁による自己融解を
早期にきたすため，手術で摘出した直後のサ
ンプル処理が必須である．胆道標本を切除後，
新鮮胆道腫瘍片または粘膜片を採取して剃
刀でそれぞれを 3mm 程度に細切し，それら
を 30 mmol/l ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA) を含むCMF Hanks溶液 20mlに入れ，
37℃で 50 分間加温振盪する．1,600 回転で 5
分間遠心分離し，分離腺管と間質を含んだ組
織片を沈降させ，上澄みを捨てる．次に CMF 
Hanks 溶液を 20ml 加え，37℃で 30 分間加温
振盪後，同様に遠心分離を行い，上澄みを捨
てる．70%エタノールを加えて固定し，実体
顕微鏡 (SZX16, Olympus, Tokyo) 下に分離腺
管を回収した． 
 
サンプル作製と DNA 抽出 
腺管分離法を用いて上皮成分のみを分離

したのち，DNA 抽出用サンプルと，組織標本
作製用サンプルに分けて回収した．前者は
DNA を抽出してメチル化解析を行い，後者は
分離腺管の形態解析のためパラフィン包埋
してhematoxylin and eosin (HE) 染色標本を作
製し，間質を含まない腺管であることを確認
した． 
 



メチル化解析 
凍結した新鮮標本と，腺管分離法を用いて

分離した分離腺管からDNAを抽出したのち，
癌関連遺伝子のプロモーター領域のメチル
化を Bisulfite-pyrosequencing 法で解析した．
メチル化解析を行う癌関連遺伝子は過去の
胆道癌の報告例および他の消化器癌の報告
例 4, 6, 7 )から現時点では下記の 9 遺伝子（LOX, 
MINT31, RUNX3, ELMO1, THBD, NEUROG1, 
SOCS1, p16, hMLH）とした． 腫瘍組織のな
い胆嚢粘膜を基準とし，DNA メチル化率 30%
以上を DNA メチル化陽性とした． 

DNA のメチル化状態については，Kaneda
らの Two panel method に従って， High 
Methylation Epigenotype (HME), Intermediate 
Methylation Epigenotype (IME),  Low 
Methylation Epigenotype (LME) に分類した 4, 

6 )． 
４．研究成果 
1) 検体が得られた胆管癌 31 症例の臨床膨理
学的特徴を表 1 に示す．（胆嚢癌については
現在，実験を継続して行っている．） 
 
2) 腫瘍部分における新鮮標本と分離腺管の
メチル化頻度の比較 
腫瘍部分から採取した新鮮標本の DNA と，
腫瘍部分から採取した分離腺管の DNA の両
者が得られた症例 15 例について，メチル化
の頻度を比較した(図 1)．両者のメチル化の頻
度はほぼ同等であったが，LOX, ELMO1, 
NEUROG1 において腫瘍部分の新鮮サンプル
より分離腺管のメチル化が 1 例ずつ多かった
ものの，有意差は見られなかった． 
 
3) 癌部の分離腺管と癌周囲上皮の分離腺管
におけるメチル化頻度の比較 
癌部の分離腺管(T [CI] )と癌周囲上皮の分離
腺管(CBD [CI] )の両方の分離腺管を採取でき
た 25 症例の DNA について，9 遺伝子のメチ
ル化頻度を検索した(図 2)．HME を分類する
マーカーでは RUNX3 がもっとも陽性率が高
く，IME, LME を示すマーカーでは ELMO1
と NEUROG1 の陽性率が高かったが，癌部と
非癌部のメチル化の頻度に有意差はみられ
なかった。 
 
4) Two Panel 法による癌部の分離腺管と癌周
囲上皮の分離腺管におけるゲノムワイドの
メチル化の比較 
癌部の分離腺管(T [CI] )と癌周囲上皮の分離
腺管(CBD [CI] )の両方の分離腺管を採取でき
た 25 症例の DNA について，Two Panel 法に
に基づき，ゲノムワイドのメチル化の割合を
検索した(図 3)．HME の頻度は同等であった
が，癌部では，IME の頻度が高い傾向がみら
れた． 

 
表 1．解析症例の臨床病理学的特徴 

  Bile duct 
carcinoma 

Number 31 
Sex (M/F) 23:8 

Age (Median, Range) 69 (45-86) 
Location (A/Bi/Bm/Bs/Bp) 9/10/6/3/3 

Size (mm) 34.9 (8-75) 
Histology 

(pap/well/mod/muc) 8/10/12/1 

In situ (-/+) 13/18 
T(1/2/3/4） 2/16/12/2 

N(0/1） 17/14 
M(0/1) 30/1 

Stage(Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ） 13/15/1/2 
 
図 1 腫瘍部分における新鮮標本と分離腺管
のメチル化頻度の比較（N=15）  

 
 
図 2 分離腺管による癌部と癌周囲粘膜にお
けるメチル化頻度の比較（N=25） 

 
 
図 3  Two Panel 法による癌部の分離腺管と
癌周囲上皮の分離腺管におけるゲノムワイ
ドのメチル化の比較. 25 症例中の症例数を示
す．（%） 

 
HME IME LME 

T [CI] 3 (12) 7 (28) 15 (60) 

CBD [CI] 3 (12) 3 (12) 19 (76) 
 
 
 
 
 
 



まとめ 
2)の結果より，腺管分離法を利用した DNA

メチル化の検索は，新鮮サンプルを利用した
検索とほぼ同等であるが，一部のマーカーで
陽性率がやや高く，有用な可能性がある． 

3)の結果より癌部の腫瘍腺管及び，癌周囲
上皮の腺管で検索したマーカーのメチル化
の頻度は上昇しており，癌部で高くなってい
る傾向がみられた． 

4)の結果より，癌部でよりゲノムワイドの
メチル化がみられる傾向がある． 
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