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Abstract

Introduction : Currently, Endoscopic mucosal resection (EMR) and laparoscopic surgery with colorectal
cancer (CRC) and has been expanding rapidly. In handling of colon cancer, adaptation of EMR is
determined by the depth of tumor invasion. It is important to identify genes to predict lymph node
metastasis in early CRC tumors precisely in a reproducible fashion to determine the adaptation of EMR
treatment. We performed the comprehensive analysis of gene expression and genomic copy number
simultaneously in CRC primary tumors to identify the bona-fide indicator of lymph node metastasis.
Materials andMethods :We collected cancer cells specifically by LaserMicrodissection (LMD) on 157 cases of
primary colorectal cancer, and performed oligo microarrays for gene expression (GE) and aCGH for copy
number aberration. As for candidate genes to be associated with lymph node metastasis, we examined
reprodicibility by quantitative RT-PCR using cDNA created from the RNA extracted from 172 cases of CRC.
Results : As for the association of lymph node metastasis, we found that 240 genes and 54 genes by
aCGH and by oligo GE microarray, respectively. According to database of those two arrays, 501 genes
were significantly correlated (correlation coefficient > 0.7) with each other, and we found that 11 out of
501 genes were identified as lymph node metastasis related genes with copy number alteration. Of
these 11 genes, we focused on PCM1, MTUS1, ASAH1 on 8p22. Then, we confirmed that the
decreased expression and genomic deletion of MTUS1 were observed in lymph node positive cases (p
= 0.0195) in another subset of 172 cases of CRC.
Conclusions : To measure the expression ofMTUS1 of the tumor by PCR, we can predict the presence
of lymph node metastasis. We expected that the loss of MTUS1 should be an important marker in
determining the adaptation of endoscopic resection.
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は じ め に

大腸癌の罹患率は依然高いが，早期癌の発見率

も増加し，主にピットパターンなど腫瘍の表面性

状から得る深達度の診断能も向上したことで内視

鏡的粘膜切除術（Endoscopic mucosal resection：

EMR）や腹腔鏡下手術は急速に拡大してきてい

る．大腸癌におけるリンパ節転移は予後規定因子

として重要であり治療方針決定においても重要な

因子となるが，リンパ節転移の評価に広く用いら

れている computed tomography（CT），magne-

tic resonance imaging（MRI）のリンパ節転移検

出の感度は決して高くない1)~3)．術前病期分類

を正確に判定する上で，リンパ節転移を含む遠隔

転移を予測する高精度の指標が求められている．

今回，大腸癌 157 例の遺伝子プロファイルからリ

ンパ節転移を予測するマーカー遺伝子の検索を

行った．遺伝子を同定する上で，その発現異常が

ゲノムコピー数異常に起因し，安定した発現解析

が可能な遺伝子をターゲットとし，解析により同

定されたマーカー遺伝子のリンパ節転移との関連

と臨床的意義を検討した．

対 象 ・ 方 法

大腸癌に対し外科的切除を施行された 157 例の

原発巣を Laser Microdissection（LMD）を用いて，

腫瘍部のみを採取し，oligo microarray にて遺伝

子発現量を測定し，Comparative Genomic Hybri-

dization（aCGH）法にて copy number aberration

を調べた．病理学的診断にてリンパ節転移を認め

た群と認めなかった群の両群間で発現量と DNA

コピー数と有意差を認める遺伝子を検索した．

aCGH および oligo マイクロアレイにおいて有意

に相関のある 501 個の遺伝子（相関係数> 0.7）を

認めた．aCGH と oligo マイクロアレイそれぞれ

についてリンパ節転移との関連を解析し oligo マ

イクロアレイから 240 個，aCGH からは 54 遺伝

子の有意にリンパ節転移と相関する遺伝子を同定

した．これらの遺伝子群から重複する遺伝子を抽

出したところ，11 個の遺伝子群を認めた．

同定された 11 個の遺伝子中，リンパ節転移と

相関のあると報告のある4)8p22 上の 3 つの遺伝

子，MTUS1（mitochondrial tumor suppressor 1），

PCM1（Pericentriolar material 1），ASAH1

（N-acylsphingosine amidohydrolase acid cerami-

dase 1）について検討を行った．varidation set と

して 172 例の大腸癌患者の原発巣より抽出した

mRNAより作成した cDNAを用いて，quantita-

tive RT-PCR を施行し，その遺伝子発現とリンパ

節転移の相関について検討した．

結 果

リンパ節転移と遺伝子発現に相関のある 240 個

の遺伝子群（q < 0.05 ＝有意に発現変動をした遺

伝子，リンパ節転移と copy number aberration に

相関のある 54 個の遺伝子群（q < 0.05）を同定し

た．また oligo microarray と CGH のデータベー

スから，それら 2群の結果が相関する 501 個の遺

伝子群（相関係数> 0.7）を同定し，これら 3つの

遺伝子群で重複する 11 個の遺伝子を pick up し

た（図 1）．

前述の 11 個の遺伝子のうち，これまでリンパ

節転移との相関が報告されている 8p22 にクラス

ターを形成しゲノム領域の異常が確実なMTUS1，

PCM1，ASAH1に着目した5)~7)(図 2-1，2-2）．

それらの 3遺伝子の腫瘍部での発現について大

腸癌患者 172 例の validation set を用いて，quan-

titative RT-PCR を施行した．大腸癌において腫

瘍部と正常部の MTUS1発現に有意差は認めな

かった（p = 0.337，図 3）．PCM1と ASAH1の発

現については，リンパ節転移の有無と有意差は認

めなかったが（data not shown），MTUS1発現は

リンパ節転移陰性例にくらべ，陽性例で発現低下

を認めた（p = 0.0195，図 4）．
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図 1 リンパ節転移の有無で発現量と DNAコピー数に
差が認められた遺伝子の数
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図 2-1 リンパ節転移の有無で発現量と DNA コピー数に差が認められた 11
個の遺伝子候補

図 2-2 リンパ節転移と相関を認める 8p22 gene cluster

図 3 大腸癌原発巣と大腸正常部の MTUS1 mRNA ex-
pression

図 4 リンパ節転移陽性と陰性症例の MTUS1 mRNA
expression



考 察

大腸癌の罹患数・死亡数ともに増加しており，

推計によれば早期癌を含めた総罹患数は約 10 万

と言われ，早期癌の発見率増加に合わせ EMR施

行症例が増加してきている．それに伴って EMR

の限界も明らかになってきた．EMR の適応は，

大腸癌取り扱い規約では，①粘膜内癌，粘膜下層

への軽度浸潤癌，②最大径 2cm未満，肉眼型は問

わないとなっている8)．大腸癌の深達度に関して

は内視鏡所見より判定可能であるが，CTやMRI

による術前画像診断では，所属リンパ節転移や微

小な遠隔転移を検出するには限界があるため，術

前の病期分類は正確とは言えない．大腸粘膜内癌

（m癌）についてはリンパ節転移の可能性はない

が，大腸粘膜下浸潤癌（sm癌）では 10% にリン

パ節転移を認め中間リンパ節転移も少なくない．

sm 癌において内視鏡的粘膜切除術が施行された

場合，リンパ節転移の有無により追加腸切除を検

討する必要があり，切除標本が①微小浸潤

（300µm程度）で，②切除深部断端陰性（癌と切除

深部断端の距離が 500µm 以上）③組織型が低分

化あるいは未分化癌以外④脈管侵襲陰性の 4条件

を満たせば，転移の可能性はきわめて低く外科的

追加治療の必要がないと考えられている．また症

例集積と最近の研究成果から，浸潤先進部に簇出

や低分化成分がなければ，脈管侵襲陰性の条件下

で，sm浸潤実測値 1000〜1500µm程度までの sm

癌は転移がないことが明らかになった9)．

大腸癌のリンパ節転移の危険因子として sm浸

潤度，組織型，簇出，脈管侵襲などがあげられる．

P53 蛋白過剰発現がリンパ節転移の危険因子であ

るとの報告や DNA image analysis による核

DNA量がリンパ節転移の危険因子であるとの報

告もなされ，リンパ節転移予測因子について研究

が進んでいる10)．

我々は 157 例の原発巣の遺伝子解析からリンパ

節転移を予測し得るマーカー遺伝子として

MTUS1を同定した．MTUS1は 8p22 上にクラ

スターを形成し腫瘍抑制遺伝子の一つと考えられ

ており，有糸分裂の際の中心体の局在や細胞骨格

形成に重要な役割を果たしている11)12)．これま

でにMTUS1が大腸癌13)，卵巣癌14)，膵臓癌15)，

頭頸部癌16)の原発巣で低発現していることが報

告されており，MTUS1 の splice variant である

ATIP3（angiotensin II receptor 2-interacting

protein 3）の低発現が遠隔転移再発に重要な役割

を果たすことが報告された7)．しかしこれまで

MTUS1の大腸癌領域でのリンパ節転移について

考察された報告はない．今回，我々は大腸癌患者

172 例の validation set の原発巣においてMTUS1

のゲノム欠失と低発現している症例では，有意に

リンパ節転移が起こることを確認した（p =

0.0406）．MTUS1/ATIPS3は細胞内の微小管が

細胞表面に移動することを抑制する働きを持ち，

癌細胞においてその発現は運動性と遠隔転移を抑

制している．MTUS1/ATIPS3低発現の症例に

おいては，その抑制がないことから遠隔転移が多

く予後不良となることが乳癌領域で報告され，大

腸癌でも同様のことが生じていることが示唆され

た．今回，大腸癌でのMTUS1発現とリンパ節転

移に有意な相関を見出し，腫瘍部のMTUS1発現

からリンパ節転移の存在を予測可能であることか

ら，MTUS1は内視鏡的切除や外科的切除につい

ての治療方針適応をきめる上で重要なマーカーと

なることが期待される．
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