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＜特集「がん研究・診療を巡る最新トピックス」＞

臨床応用に向けた消化器がん研究
―ゲノム構造解析による治療標的遺伝子の探索とmicroRNAを
用いたリキッドバイオプシー・抗がん核酸治療法の開発―

小松　周平＊1,2，大辻　英吾1

1京都府立医科大学大学院医学研究科消化器外科学
2京都第一赤十字病院外科

Clinical Application of Cancer-related Amplified Genes and 

Circulating MicroRNAs for Molecular Targeted Therapy 

and Liquid Biopsy in Digestive System Cancers

Shuhei Komatsu1,2 and Eigo Otsuji1

1Department of Digestive Surgery, 

Kyoto Prefectural University of Medicine Graduate School of Medical Science
2Department of Surgery, Japanese Red Cross Kyoto Daiichi Hospital

抄　　録

2005年に米国で始まった「がんゲノムプロジェクト」により，がんの包括的な「がんゲノム・アトラ

ス（The Cancer Genome Atlas: TCGA）」が整備され，個々に最適な疾患の治療法と予防法の確立を目指

すプレシジョン・メディスン（Precision Medicine）（精密医療）という医療・医療研究推進の政策が

世界中で開始されている．また「がんゲノム変異」を指標に，リキッドバイオプシー（Liquid Biopsy）

（体液生検）という非侵襲的な体液診断を，再発の評価や薬物治療の効果予測のためのコンパニオン診

断として用いる臨床応用も進んでいる．本邦でも「がんゲノム医療」の導入にむけての体制整備が急速

に進められている．我々の教室も，腫瘍外科医の視点から「がんゲノム」「リキッドバイオプシー」分

野で，世界に先駆けて様々な研究成果を報告してきた．本稿では（1）ゲノム構造解析による消化器が

んの治療標的遺伝子の探索，（2）エピゲノム解析によるmicroRNAを用いたリキッド・バイオプシーに

よる消化器がん診療と抗がん核酸治療の開発，分野での我々の最新の研究成果とトピックスについて述

べたい．

キーワード：ゲノム構造解析，遺伝子増幅，リキッド・バイオプシー，遊離核酸，抗がん核酸治療．

京府医大誌　128（2），101～113，2019．

平成31年1月17日受付　平成31年2月7日受理
＊連絡先　小松周平　〒602-8566 京都市上京区河原町通広小路上ル梶井町465番地
skomatsu@koto.kpu-m.ac.jp
doi:10.32206/jkpum.128.02.101



小　松　周　平　ほか102

は　じ　め　に

1990年に米国で始まったヒトゲノムプロジェ

クトは2003年に完了し，ヒトゲノム全体の99％

のDNA配列が決定された．2005年からの「がん
ゲノムプロジェクト」により，20種類以上のが

んの包括的な「がんゲノム・アトラス（The
Cancer Genome Atlas: TCGA）」が整備された．
この膨大なデータなどを駆使して，がん患者を

サブグループ化し，個々に最適な疾患の治療法

と予防法の確立を目指すプレシジョン・メディ

スン（Precision Medicine）（精密医療）（2015
年オバマ大統領演説）という医療・医療研究推

進の政策が開始されている．具体的には，

Foundation OneやMSK-IMPACTなどのがん遺
伝子パネル検査が，米国，フランスなどで日常

診療として開始され始めている．また，同定さ

れた「がんゲノム変異」を指標に，リキッドバ

イオプシー（Liquid Biopsy）（体液生検）を再
発の評価や薬物治療の効果予測のためのコンパ

ニオン診断として用いる臨床応用も進んでいる．

本邦でも，腫瘍のゲノム変異を調べて治療介

入の方針を決定する「がんゲノム医療」の導入

にむけて施設，体制整備が進められている．そ

して，本年にNCCオンコパネルやFoundation
One CDxなどのがん遺伝子パネル検査が保険収
載され，「がんゲノム医療」が本格的に開始され

ようとしている．リキッドバイオプシー

（Liquid Biopsy）（体液生検）の分野でも，コン
パニオン診断としてEGFRチロシンキナーゼ阻
害剤の適応を決めるためのEGFR T790Mの定性
診断法が保険収載されている．今後，本邦でも

「がん精密医療」をめざした医療が益々拡大して

いくと思われる．

我々の教室も，腫瘍外科医の視点から臨床現

場で役立つ研究成果を得ることを目標に「がん

ゲノム」「リキッドバイオプシー」分野で，世界

に先駆けて様々な研究成果を報告してきた．本

稿では（1）ゲノム構造解析による消化器がんの

治療標的遺伝子の探索，（2）エピゲノム解析に

よるmicroRNAを用いたリキッドバイオプシー
による消化器がん診療と抗がん核酸治療の開発，

分野での我々の最新の研究成果とトピックスに

ついて述べたい．

ゲノム1次構造造変化に注目した
消化器がんの治療標的遺伝子探索

1．高密度オリゴアレイCGH解析による遺伝子

増幅・欠失の再評価と治療標的遺伝子探索

がんの発生と進展の過程には，多くの遺伝子

異常が認められ，これらが悪性形質の獲得に深

く関わっている．がんのゲノムレベルで生じる

遺伝子異常には，ゲノムDNAに直接異常が刻ま
れるゲノム1次構造異常，すなわち点突然変異，

Abstract

Cancer genome project, which has started since 2005 in U.S., contributes to developing 'The Cancer

Genome Atlas: TCGA' and promoting so-called 'Precision Medicine' for cancers in the world. Moreover, clin-

ical application of detected numerous gene alterations and information for liquid biopsy as a companion diag-

nosis could be realized in clinical settings. Thus, also in Japan, the frameworks providing cancer genome med-

icine have been implemented under the government initiatives. From viewpoints of surgical oncologists, we

have identified various cancer-related amplified genes for targeted therapy and more than 20 candidate

microRNAs for liquid biopsy in digestive system cancers, which could be useful in early cancer detection,

monitoring disease status, predicting malignant potential and prognosis, and treatment sensitivity. In this

review, we present our recent research topics and discuss the possibility and issues of clinical applications

for molecular targeted therapy, liquid biopsy and nucleic acids medicine in digestive system cancers. 

Key Words: Copy-number analysis, Gene amplification, Liquid biopsy, Circulating nucleic acids, Nucleic

acids medicine.
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欠失，挿入，増幅，転座，融合などと，ゲノム

DNAのメチル化あるいはヒストンなどのDNA
結合タンパク質のメチル化・アセチル化などで

生じるエピゲノム異常がある．例えば，がんの

ゲノム1次構造異常として，様々な増幅領域か

ら EGFR（7p12），MYC（8q24），CCND1
（11q13），ERBB2（17q21）などの標的治療遺伝
子が同定されてきた．しかし，これらはヒトゲ

ノムプロジェクト以前に同定されたものである．

ヒトゲノムプロジェクトにより整備された新た

なゲノム配列情報と，近年飛躍的に進歩した解

析技術により，既知の増幅・欠失領域に注目し

て，より詳細なゲノム・エピゲノム解析による

再評価を行うことで，新規の診断・治療の標的

遺伝子の探索が可能と考えて解析を行った．

比較ゲノム・ハイブリダイゼーション（com-
parative genomic hybridization；CGH）法とい
う，がんと正常細胞から抽出した等量のDNAの
ゲノムコピー数を比較し，がんの遺伝子増幅

（ゲノム1次構造異常）の程度を評価する方法が

ある 1）．具体的には，43種類（KYSE 31株，
TE12株）の食道扁平上皮癌細胞株に対して，ア

ジレント社の合成オリゴDNAを用いた244K高
密度オリゴアレイCGH解析を行い，増幅・欠失
を再評価した（図1）．結果，過去にバクテリア

染色体（BAC）アレイCGH解析1）と比較し，オ

リゴアレイCGH解析では，増幅領域ではより微
細な遺伝子のコピー数変化が明らかとなり2），極

めて多くの欠失領域が明らかとなった3）．

特に，食道扁平上皮癌の1q増幅領域から，
個々の遺伝子に対しTaqManアッセイ（リアル
タイムPCR）法による発現解析，RNA干渉理論
を用いた siRNA（small interfering RNA）によ
る細胞増殖抑制効果の解析等で網羅的に絞り込

み，種々の機能解析を行い最終的にヒトのがん

の悪性度や不良な予後に関わる新規の癌関連増

幅遺伝子として SMYD2（ SET and MYND
domain-containing protein 2）（1q41）を同定し
た2）．SMYD2は，メチルトランスフェラーゼで
あり，ヒストンH3のLysin4，p53のLysin370を
メチル化することによってp53の機能を阻害す
ることから，癌遺伝子的に働く．メチルトラン

スフェラーゼ阻害剤は世界で注目されている次

世代医薬であり，既にSMYD2の特異的阻害剤で

図1
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あるAZ505（AstraZeneca, London, UK）が開発
されている．我々は，食道癌で76.5％2），胃癌で

38.1％4），咽頭癌の64.0％の臨床検体でSMYD2
過剰発現を認めることを明らかにしている．将

来，ERBB2遺伝子によるHER2過剰発現に対す
る，抗体医薬・ハーセプチンなどと同様に，ゲ

ノムレベルでの増幅やタンパク過剰発現を認め

るがん患者の治療への応用が期待される．

2．遺伝子増幅領域に坐位する消化器がんの新規

癌関連遺伝子の探索

食道癌，胃癌の増幅遺伝子MYCの坐位する
8q24増幅領域の近傍からは，8q22.3に坐位する
YWHAZ（14-3-3ζ）遺伝子が，胃癌の増殖，遊
走，浸潤能などの悪性度に関わり，胃癌の51％

に過剰発現を認め，独立して不良な予後に関わ

ることを明らかにした．同時に，YWHAZ過剰
発現の機序の一つに，YWHAZをターゲットと
する癌抑制型microRNAであるmiR-375の発現抑
制を認めることを明らかにした 5）．また，

YWHAZはHER2遺伝子と協調的に働くことで，
HER2陽性の胃癌，食道接合部腺癌の悪性度に
も強く関わることも明らかにした6）．

同様の解析手法を用いて，消化器癌の増幅領

域に坐位する様々な新規の癌関連遺伝子の治療

標的遺伝子候補としての可能性を報告してきた．

具体的には，増幅領域の11p13からユビキチン
E3酵素の一つであるTRIM44（Tripartite motif-
containing protein 44）遺伝子を同定した7）．胃癌

の25％7），食道癌の57.3％8），の臨床検体で過剰

発現し，がんの悪性度と不良な予後に関わるこ

とを明らかにした．8p21からはMAPキナーゼ経
路に関わるPBK/TOPK（PDZ binding kinase/T-
LAK cell originated protein kinase）が胃癌の
16.6％9），食道癌の18.5％10）に過剰発現し，p53
の機能に依存的に癌の悪性度と不良な予後に関

わることを明らかにした9）10）．既に，OTS964や
OTS514等の本邦発のPBK/TOPK特異的阻害剤
が開発されており，PBK/TOPK増幅または過剰
発現のあるがん患者に対しPBK/TOPKを治療標
的分子とした新たな癌治療の実現が期待される．

1q32増幅領域からは，SMYD2の他にユビキ

チンE3酵素の一つであるDTL（Denticleless E3
ubiquitin protein ligase homolog）遺伝子が，食
道癌，胃癌で過剰発現し，癌の悪性度や不良な

予後に関わることも明らかにした11）．17q21増幅
領域からは，テンシンファミリーであるCTEN
（C-terminal tensin-like）遺伝子が，食道胃接合
部腺癌，胃癌で過剰発現し，癌の悪性度や不良

な予後に関わることも明らかにした12）．また，

最近は，胃癌の7q22-31.1増幅領域に坐位する，
ZRF1（Zuotin-related factor 1）遺伝子に注目し
解析した．リン酸化タンパク質であるZRF1がヒ
ストンH2Aユビキチン化タンパクに誘導され，
クロマチンからポリコーム抑制複合体1（PRC1）
を解離させて転写活性化を促進し，ポリコーム

群タンパク質によって抑制される遺伝子群が活

性化状態に切り換えられ，がんの進展に関わる

ことが明らかにされている 13）．今回，胃癌の

39.1％に過剰発現を認め，新たにp53の機能に依
存的に癌の悪性度，不良な予後に関わることを

明らかにした14）．その他，1q21からSETDB115），
13q13増幅領域からRFC3（replication factor C
3）16），12q15からYEATS417）など，ゲノム1次構
造変化である増幅領域を指標として治療標的遺

伝子として魅力的な様々な候補の探索が可能で

あった．今後，標的治療薬が開発されゲノムレ

ベルでの増幅やタンパク過剰発現を認めるがん

患者への治療応用が期待される．

3．増幅遺伝子を指標としたリキッドバイオプ

シーによる消化器がん診断，悪性度予測，コ

ンパニオン診断への応用

近年，担がん患者の血中遊離DNAはがん細胞
のゲノム情報を反映し，極めて有用性が高いと

の報告が散見される．がん組織の癌抑制遺伝子

（p53，APC）で同定した点突然変異に注目し，
血中の遊離DNAからがん組織由来のDNAを検
出し，再発時や化学療法後の腫瘍の変化をリア

ルタイムにモニタリングする方法18）の報告や，

分子標的治療薬の効果判定のために，従来のが

ん組織のKRAS遺伝子変異を同定するかわりに
血中遊離DNA中のKRAS遺伝子変異で評価が十
分に可能との報告などがある．当教室でも2000
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年頃から，癌抑制遺伝子の発現に関わるプロ

モーター領域近傍のCpGアイランドのがん特異
的なメチル化機構（遺伝子発現抑制機構）に注

目し，p16，E-カドヘリンなどの癌抑制遺伝子に
対してメチル化特異的PCR（MSP）法を用いて，
がん組織由来の血中遊離DNAのメチル化を評価
し，診断や悪性度評価の可能性を調べてきた19）．

新たな試みとして固形がんで高頻度にみられ

るゲノム1次構造変化，特に増幅遺伝子を指標

とした血中遊離核酸を用いたリキッドバイオプ

シーの有用性に注目した20）．すなわち，血中遊

離DNA中のがん関連増幅遺伝子のコピー数を定
量化し，リキッドバイオプシーによる消化器が

ん診断，悪性度・予後予測，コンパニオン診断

が可能と考えて研究を開始した．具体的には，

先ず食道癌において最も増幅頻度の高い11q13
に坐位するCCND1増幅遺伝子に注目した（図
1）．症例間の血中DNAの濃度差や染色体異数性
の影響を除外してCCND1増幅の程度を評価する
工夫として，CCND1と同じ11番染色体の長腕
に存在し，ゲノムデータベースで増幅の報告の

ないDRD2遺伝子をリファレンス遺伝子として
選択し，CCND1のコピー数をCCND1の量と
DRD2の量の比であるCCND1/DRD2（C/D）比
で測定することにした（図2）．結果，血中遊離

核酸のCCND1コピー数を定量することで，存在
診断（早期診断，再発診断），治療経過のモニタ

リング，悪性度，不良な予後予測が可能であっ

た21）22）．

胃癌の分子標的治療薬・ハーセプチンの標的

タンパクであるHER2をコードするERBB2遺伝
子の増幅に注目し，リキッドバイオプシーとし

てERBB2増幅を血中遊離核酸を用いて評価でき
ること明らかにした23）．高度進行・再発胃癌患

者のうちHER2過剰発現症例に対する分子標的
治療薬・ハーセプチン療法は保険治療で認めら

れている．しかし，胃癌はがん細胞のhetero-
geneity（不均一性）を高度に認めるがんであり，
臨床の現場では腫瘍の全てのHER2発現を固定
標本で病理評価することが現実的には困難なた

め，HER2過剰発現が見落とされる可能性があ
る．したがって，腫瘍全体のゲノム情報が反映

図2
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される血中の遊離核酸で評価することの方が，

正確なERBB2増幅の程度を評価でき，より多く
の患者の治療に標的治療薬を使うことが可能と

なる．また，生検が困難な部位にある再発がん

患者にもリキッド・バイオプシーは極めて有用

な診断方法となる．現在，臨床応用を目指して

Digital PCR法を用いた前向き解析をすすめる予
定である．

がん関連microRNAを用いた
リキッドバイオプシーによる消化器がん
診療法と抗がん核酸治療法の開発

1．体液中のmicroRNAの安定性と消化器がん

の病態評価への応用

リキッドバイオプシーとして血中遊離核酸で

あるDNAを臨床に用いることは世界的に研究が
進んでいる．我々は，新たな方法で高感度，高

特異度のリキッドバイオプシーによるがん診療

法が可能と考え研究を行ってきた．具体的には，

血中でRNA分解酵素にも安定している存在して

いる22塩基ほどの小さな RNA：microRNA
（miRNA）に注目した．機能性の短鎖型 non-
cording RNAであるmiRNAは，1993年に同定
されて以来，ヒトゲノムでは1000種類以上同定

されている．miRNAは標的遺伝子のmRNAの3’
末端の非翻訳領域に結合してmRNAの分解や転
写の抑制を行うことで全遺伝子の約30％もの発

現調節に関わり，様々な生命現象の維持に深く

関与している．一方で，その発現異常は多くの

ヒトの疾患で検出され，疾患の病態形成にも深

く関与しており，特にがんの発症，進展におい

て極めて重要な役割を果たすことが明らかと

なっている．

近年，驚くべきことに，このmiRNAは，細胞外
の血液，尿，唾液，母乳等の体液中でも比較的安

定して存在することが明らかとなっている24）25）．

その理由として，Argonaute2やHDL等の血漿タ
ンパクと結合して血中で安定化して存在したり，

エキソソーム等のベジクルに封入されて血中は

じめ体液中で極めて高い安定性を獲得して存在

図3
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しているのである24）．さらに興味深いことに，

miRNAがサイトカインなどと同様に細胞間の情
報伝達を目的として能動的に体液中に分泌され，

分泌型のmiRNAは生体内における恒常性の維持
のみならず，がんの発症，進展の新たなメカニズ

ムとして一躍脚光を浴びてきているのである26）．

我々は，2008年にmiRNAが血中で極めて高い
安定性を獲得してリボヌクレアーゼ活性から守

られた状態であることを知り24）25），血中miRNA
を指標として，消化器がん患者の臨床に役立つ

バイオマーカーの探索や標的治療法の開発が可

能と考えて研究を開始した．特に，食道癌，胃

癌，膵癌，肝癌などの消化器がん患者で，①過

去の文献からがん組織中で高頻度に高発現する

miRNA群や集団的に高発現を示すmiRNAクラ
スター内のmiRNA群に注目し27-34），あるいは②血

中miRNAのマイクロアレイを用いた網羅的解析
により35-37），がん患者と健常人，術前と術後の比

較から，がんの早期診断に有用な新規のmiRNA
候補を多数同定した．また，モニタリング診断36），

悪性度診断28）30）33）34），予後予測診断37-39），治療感受

性37）40）41）に有用な可能性のある20種類以上の

miRNAを同定し，次世代型のバイオマーカー候
補としての高い有用性があることを腫瘍外科医

の視点から世界に先駆けて報告してきた26）42 -45）

（図3）．

2．血中の分泌型癌抑制型microRNAを用いた

消化器がんの病態評価と悪性度の予測

最近は，がん患者の血中で濃度低下している

分泌型癌抑制miRNAを用いた抗がん核酸治療法
を開発している．これまで担がん患者の血中で

高頻度かつ高濃度に検出される癌遺伝子型

miRNAを中心に解析を進めてきたが，がん組織
で発現低下している癌抑制型miRNAのうち，
Let-7aやmiR-375などの一部の癌抑制型miRNA

図4
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が，担がん患者の血中でも健常人より著しく濃

度低下していることに注目していた27）28）30）．本

来，血中には生体内の情報伝達を目的として正

常細胞からも大量のmiRNAが分泌されている．
腫瘍で著しく発現低下している癌抑制型miRNA
の多寡の程度は，生体内全体の細胞のmiRNA量
と比べるとごく僅かであり，生体内全体の

miRNA量を反映する末梢血中濃度の有意な変化
として反映されるのには疑問が残っていた．

国立がん研究センターの小坂展慶博士，落谷

孝広博士らは，生体内に異型細胞が出来ると，

周囲の正常細胞からの分泌型の癌抑制型miRNA
が送達され異型細胞の増殖や進展を抑制すると

いう仮説を提唱していた46）．同博士らと協議を

かさね，我々の解析結果はこれらを反映してお

り，がんの発症や進展に周囲細胞からの癌抑制

型miRNAの分泌の有無も血中濃度で評価できる
可能性が高いと考えた．実際，miR-451，miR-
486，miR-375などの一部の癌抑制型miRNAは，
初期のステージの癌では血中濃度が保たれ，癌

の進行とともに血中濃度が低下することが明ら

かとなった35）38）．一方では，進行癌でも予後の良い

症例においては，これらの癌抑制型miRNAの血
中濃度が有意に高いことも明らかとなった38）47-49）

（図4）．

3．難治性の膵癌，食道癌患者に対する分泌型癌

抑制miRNAを用いた抗がん核酸治療法の開発

膵癌患者血中で著しく濃度低下している癌抑

制型miR-107を，血中遊離核酸を用いたmiRNA
マイクロアレイで網羅的に絞り込み選出した．

ヌードマウスの皮下に膵癌細胞株を移植・増殖

させると，非担がんマウスに比し，腫瘍の増殖

ととも癌抑制型miR-107の血中レベルが著しく
低下した．さらに，人工的に作成した癌抑制型

miR-107 mimicを担がんマウスの腫瘍から離れ
た皮下にコラーゲンと共に投与すると，血中の

癌抑制型miR-107レベルの回復とともに腫瘍の
著しい増殖抑制を認めた48）．また，食道扁平上

皮癌でも，癌抑制miRを網羅的に絞り込み，患
者血中で著しく濃度低下している癌抑制型miR-
655を同定した．血中のmiR-655濃度低下はリン
パ節転移の独立した危険因子であり，独立した

予後因子となった．さらに，人工的に作成した

癌抑制型miR-655 mimicを食道癌リンパ節転移
モデルマウスの皮下にコラーゲンと共に投与す

ると，血中の癌抑制型miR-655レベルの回復と
ともに，リンパ節転移抑制効果を認めた49）（図5）．

以上から，一部の癌抑制型miRNAは正常細胞
からもがん細胞の増殖抑制を目的として血中に

分泌されるが，それらが枯渇することでがんの

増殖，浸潤，転移などの悪性化，抗癌剤への耐

性化が導かれる可能性があると考えた（図4）．

図5
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また，枯渇した一部の癌抑制型miRNAを生体内
に再補充し血中濃度を回復させて維持すること

で，抗腫瘍効果，転移抑制効果を得ることがで

き，抗がん核酸治療の実現の可能性がある（図

5）．実臨床では，海外で癌抑制型miRNAをヒト
に投与する臨床試験が開始されている．免疫抑

制などの副作用が問題となっている．我々が同

定した癌抑制型miRはがん患者で枯渇しており，
正常レベルに戻すことで十分に抗がん作用を

持っており，副作用を認めていない49）．がん患

者への臨床応用にむけて，臨床現場で有効かつ

安全に使用可能となるように，更なる詳細な解

析をすすめている．

お　わ　り　に

「がんのゲノム解析」「リキッドバイオプシー」

を用いた医療が始まっている．「がんのゲノム解

析」を行うことで，実際に標的治療薬を使える

患者は未だ全体の10％といわれている．免疫

チェックポイント阻害剤などの新規のがん治療

薬も出来ているが，引き続き臨床の現場で役立

つ臓器横断的な標的治療薬，診断法の開発が必

要である．ゲノム構造解析による治療標的遺伝

子の探索と，血中遊離核酸を用いたリキッドバ

イオプシー，抗がん核酸治療法の更なる開発が

可能と考えられる．
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