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略語一覧 

APC: adenomatous polyposis coli 

BRAF: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 

CA19-9: carbohydrate antigen 19-9 

CEA: carcinoembryonic antigen 

CIN: chromosomal instability 

KRAS: v-Ki-Ras2 Kristen rat sarcoma viral oncogene homolog 

LS: Lynch syndrome 

LLS: Lynch like syndrome 

MLH1: mutL homolog 1 

MSH2: mutS homolog 2 

MSH6: mutS homolog 6 

MSI: microsatellite instability 

MSI-H: microsatellite instability – high 

MSS: microsatellite stable 

PMS2: postmeiotic segregation increased 2 

UICC: Union of International Cancer Control 
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要旨 

 

本研究では、同時性多発大腸癌患者を対象としてその臨床病理学的特徴及び予

後を調べ、手術検体を用い各病変の分子遺伝学的解析を行った。その結果、同時性

多発大腸癌は無再発生存率において独立した予後不良因子の一つとなる可能性が

示された。また、同時性多発大腸癌の同一症例内の病変間においては MSI, KRAS, 

BRAF, p53, β-catenin の分子サブタイプの一致が少なく、MSI-H 症例では MLH1 メ

チル化の関与した症例が多いことから、各病変はそれぞれ異なる経路から発生してい

る可能性が示唆された。 
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序文 

 

大腸癌は増加傾向であり、社会的な関心も高い [1]。日本においては、部位別罹

患数では大腸癌は全ての癌の中で最多であり、部位別死亡率でも大腸癌は肺癌に

次いで二番目に多い死因となっている [2]。近年のゲノム解析の進歩に伴い、プレ

シジョンメディシンが注目されるようになってきている。大腸癌の分野においては

carcinogenesisの分子遺伝学的特徴や癌の占拠部位が分子標的薬の選択に関連し

ており臨床的にも重要となっている  [3]。大腸癌の発癌は CIN chromosomal 

instability (CIN) 経路と microsatellite instability (MSI) 経路の二つに大別される 

(図 1)。これらを包括する分類として、2012年に The Cancer Genome Atlasネットワー

クは、MSI を含む非常に多くの遺伝子変異の蓄積と多様性を持つ hypermutated 

type と、APC や KRAS, TP53 などの変異を主体とした non hypermutated type に大

腸癌を分類している [4]。発癌経路については 1989年のVogelsteinらの報告以降、

腺腫性のポリープに複数の遺伝子変異が蓄積していくことで段階的に悪性化が進

展していく adenoma-carcinoma sequenceが分子遺伝学的基盤として理解されてきた 

[5]。典型的には、最初に APC癌抑制遺伝子の不活化が生じ、KRAS遺伝子の活性

化、TP53遺伝子の欠失が続いて生じ発癌に至る経路である。大腸癌の約 80%では

広範囲に染色体の増加・減少が発癌に関与し、Vogelstein らのモデルを含めたこれ

らの発癌経路が CIN と総称される [6]。この CIN 経路以外に、鋸歯状ポリープなど

を母地として MSI ・ MLH1 メチル化 ・ BRAF 変異が関与し発癌に至る MSI 経路

が報告されている [7, 8]。大腸癌の約 15%に認められる MSI 経路においては、ミス

マッチ修復遺伝子自体の変異や近傍のプロモーター領域のメチル化に伴う遺伝子
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発現の抑制により、塩基配列の修復が不能となることで遺伝子異常が蓄積し発癌に

至る。MSI 経路での発癌は ① 生殖細胞系列にミスマッチ修復遺伝子の変異を認

めるリンチ症候群 (Lynch syndrome, LS) ② 散発的に体細胞系列のミスマッチ修復

遺伝子の変異を認めるリンチ様症候群 (Lynch like syndrome, LLS) ③ MLH1がメ

チル化により発現抑制を受け発癌するMLH1 メチル化症例の 3つに分類される [8]。

さらに、近年では大腸癌症例の一部にはDNAのメチル化が高頻度に蓄積したCpG 

Island Methylator Phenotype (CIMP) を呈する一群が存在することが報告されており、

CIMP-Highの大腸癌ではMLH1 メチル化によりMSI-Hを呈することが知られている 

[9]。 
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図 1. 大腸癌の carcinogenesis 

大腸癌の発生経路は adenoma-carcinoma sequence を含む CIN 経路と、マイクロサ

テライト不安定性を呈するミスマッチ修復遺伝子の抑制・変異による MSI 経路の二

つに大別される。 
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また、大腸癌は遺伝性大腸癌と非遺伝性である散発性大腸癌に大別される。遺

伝性大腸癌のうち頻度が高いものは家族性大腸腺腫症と LSである。生殖細胞系列

に APC 変異を認め CIN 経路により発癌をきたす家族性大腸腺腫症は、内視鏡検

査による臨床的診断が比較的容易である。ミスマッチ修復遺伝子の変異を生殖細

胞系列に認め MSI 経路により発癌をきたす LS は、大腸癌の他に子宮内膜癌、卵

巣癌、胃癌、小腸癌、腎盂・尿管癌などの発症リスクが高まる疾患であるが、臨床的

特徴に乏しいため散発性大腸癌と区別されることなく多くが見逃されている可能性

がある [10]。 

さらに、近年では大腸癌における carcinogenesis の特徴は治療にも影響を与えて

いる。KRAS ・ BRAFに変異を認める場合は抗 EGFR抗体の効果がないことがわか

っており、切除不能再発進行癌の化学療法は KRAS や BRAF のサブタイプに合わ

せたレジメンが用いられている [4]。MSI-H の固形癌についても免疫チェックポイン

ト阻害薬であるペムブロリズマブが日本において 2018 年に認可されており、MSI の

状態により分子標的薬の選択をすることとなっている [11]。 

大腸癌は時として多発する癌であることが知られており、同時性多発大腸癌 (多

発大腸癌) の頻度は 1-8%と報告されている [12]。多発大腸癌の代表病変の分子

遺伝学的解析をした報告は散見されるものの、同一症例内の病変間の分子遺伝学

的特徴を分析した報告は少なく、多発大腸癌の発生経路について統一した見解は

ないのが現状である [13]。多発大腸癌の分子遺伝学的特徴を解明することは、学

問的な興味にとどまらず、プレシジョンメディシンという観点からも適切な診断・治療

を行う上で臨床的に非常に重要であると考えられる。 

以上のような背景を踏まえ、本研究では多発大腸癌の症例を対象に第 1 章では
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臨床病理学的特徴及び予後の解析を、また第 2 章では腫瘍の分子遺伝学的解析

を行い、多発大腸癌の臨床病理学的特徴と分子遺伝学的発生経路の解明を行っ

た。 
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第 1章  

同時性多発大腸癌の臨床病理学的解析 

 

1-1 背景 

 

多発大腸癌は Billroth らが 1889 年に初めて報告し [14]、1932 年には Warren ら

が、 ”転移性病変ではなく、互いに接していない複数の大腸癌” と定義している [15]。

その後も散発的に報告はあるものの、多発大腸癌の発生率は 1-8%と低いため症例蓄

積が不十分であり、未だ臨床病理学的特徴は不透明な部分が多い [12, 16, 17]。さら

に、多発大腸癌は病変が複数あり文献により解析方法が異なるため臨床病理学的因

子の特徴が明確になりづらいことも指摘されている [12, 18]。これまでに報告されてい

る多発大腸癌のリスク因子としては、男性 ・ 高齢の他、潰瘍性大腸炎、家族性大腸

腺腫症、LS が挙げられる [12, 19]。日本の遺伝性大腸癌診療ガイドライン [20] では

LSの一次スクリーニングとして改訂ベセスダガイドライン [21] を挙げ、5つの項目の 1

つに多発大腸癌が含まれている。これらに該当する場合は二次スクリーニングとして

MSI検査あるいはミスマッチ修復遺伝子の免疫染色検査を行い、さらに確定診断のた

めの生殖細胞系列の遺伝学的検査へと進むことになる。海外ではLSの頻度は 1-13%

程度と報告されているが [10, 22]、生殖細胞系列の遺伝学的検査は倫理面や個人情

報の観点から日本においては全例では行われてはおらず正確な頻度は不明である。

また、多発大腸癌を認める頻度が高いことで知られる LS の予後については比較的良

好なことが報告されている [10]。多発大腸癌の予後に関する文献的報告では、1996
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年に Passman らがステージ別に多発大腸癌と単発癌の予後を初めて比較し有意差無

しとの報告 [23] をして以来、多発大腸癌の予後は単発癌と同等であるとする報告が

散見される。一方で、近年の報告では多発大腸癌の全生存率が単発癌より不良として

いるものもある [13, 19, 24] (表 1)。これらの背景から、これまでに報告されている Yang

らと Lam らの二つの総説では、多発大腸癌の予後が単発癌より不良であるかについ

ては controversial としている [12, 18]。 

以上の背景を踏まえ、本研究では多発大腸癌について単発癌と比較することで臨

床病理学的特徴と予後について詳細な検討を行った。 
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表 1. 多発大腸癌の予後に関する先行研究 

全生存率 

著者  報告年 国 
多発癌 

症例数 

単発癌 

症例数 
単変量 多変量 HR 

Passman [23] 1996 カナダ 160 4718 N.S. N.A. - 

Chen [25] 2000 台湾 52 1728 N.S. N.A. - 

Oya [24] 2003 日本 42 834 多発癌* N.A. 1.16 

Papadopoulos [26] 2004 ギリシャ 26 1160 N.S. N.A. - 

Latournerie [17] 2008 フランス 596 14966 N.S. N.S. 0.99 

Nosho [13] 2009 アメリカ 47 2021 多発癌* 多発癌* 1.47 

Mulder [19] 2011 オランダ 534 17146 多発癌* N.S. 1.02 

Lam [27] 2011 オーストラリア 102 1793 N.S. N.A. - 

Bae [28] 2012 韓国 46 105 N.S. N.A. - 

Hu [29] 2013 アメリカ 58 109 単発癌* N.A. - 

Malesci [30] 2014 イタリア 39 748 多発癌* 多発癌* 1.82 

Huang [16] 2015 台湾 122 5179 N.S. N.A. - 

Kato [31] 2016 日本 84 921 N.S. N.A. - 

         

無病生存率 

著者  報告年 国 
多発癌

症例数 

単発癌

症例数 
単変量 多変量 HR 

Lam [27] 2011 オーストラリア 102 1793 N.S. N.A. - 

*, 予後不良 

略語: HR, hazard ratio; N.A., not available; N.S., not significant 

    多発癌, 同時性多発大腸癌; 単発癌, 単発大腸癌 
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1-2 対象 ・ 方法 

 

【対象】 

2005年 1月から 2015年 12月に東京大学腫瘍外科で外科的切除を施行された大

腸癌患者 1295症例を対象とし、同時性多発大腸癌患者群 (多発群) と、単発大腸癌

患者群 (単発群) に分類した。同時性多発大腸癌の定義としては、Warren らが定義

した ① 腫瘍が悪性であること ② 腫瘍がそれぞれ離れており転移でないこと ③ 同

時に診断されたかあるいは６ヶ月以内に診断されていること、の 3項目を用いた [15]。 

 

【方法】 

診療録より後方視的に情報を収集し、多発群と単発群で臨床病理学的因子と無再

発生存率及び全生存率を比較した。炎症性腸疾患合併大腸癌患者、家族性大腸腺

腫症の患者は除外した。多発大腸癌の病変の序列に関しては既存の報告に従い、深

達度の深い順とし、深達度が同じ場合は最大腫瘍径の大きい順に第一癌・第二癌と

序列を付与し、症例毎の検討では第一癌のデータを用いて解析を行った [13, 24]。

腫瘍の占拠部位は盲腸、上行結腸、横行結腸を右側大腸と定義し、下行結腸、S 状

結腸、直腸を左側大腸と定義した。大腸癌の Stage 分類には、Union of International 

Cancer Control (UICC) の TNM分類第 8版を用いた [32]。 
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【統計学的解析】 

全ての統計学的解析には JMP pro version 14 software packages (SAS Institute) を

使用した。連続変数の比較にはMann-Whitney U検定を用いた。カテゴリー変数の比

較には Pearson’s chi-squared 検定または Fisher の正確検定を用いた。CEA 値に関し

ては 5.0 ng/mLを、CA19-9値については 37.0 U/mLを、腫瘍径に関しては 50 mmを

カットオフ値 [33] として 2 群に層別化した。累積生存率の推定は Kaplan-Meier 法

を用い、群間の生存率の比較には log-rank 検定を用いた。無再発生存期間及び全

生存期間に対するハザード比は、Cox の比例ハザードモデルにより単変量解析なら

びに多変量解析を行い算出した。p 値が 0.05 未満を統計学的に有意とし、多変量解

析には単変量解析の p値が 0.05未満の因子を用いた。 

 

【倫理】 

本研究は東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会の承認を受けて施

行した （審査番号 3252-(6)）。 
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1-3 結果 

 

【患者背景 ・ 臨床病理学的因子 (症例毎) 】 

まず、症例毎に多発群と単発群で患者背景と臨床病理学的因子を比較した。多発

群は 92 症例 (7.1%)、単発群は 1203 症例 (92.9%) であり、多発群の内訳は、二重

癌 79 症例、三重癌 11 症例、四重癌 1 症例、五重癌 1 症例であった。全症例の追跡

期間中央値は 3.7 年 (0.1-14.8 年) であった。多発群と単発群の患者背景 ・ 臨床病

理学的因子の比較を表 2に示す。多発群と単発群で有意差を認めた因子は、腫瘍径

と分化度であった。腫瘍径では 50 mm以上の症例は多発群で単発群より多く (44.6% 

vs. 33.8%, p = 0.0403)、分化度では低分化・粘液癌の症例が多発群で単発群より多か

った (20.6% vs. 7.0%, p<0.001)。ただし、症例毎の解析のため、多発群では同一症例

内で最も深達度の深い第一癌のデータを用いて解析しており、腫瘍径の差に影響を

及ぼしている可能性が示唆される。年齢、性別、CEA、CA19-9、占拠部位、リンパ管

侵襲、静脈侵襲、TNM Stage については多発群と単発群でその頻度に有意な差を認

めなかった。 
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表 2. 患者背景 ・ 臨床病理学的因子 (症例毎) 

  多発群 (%) 単発群 (%) p値 
  N=92 (7.1) N=1203 (92.9)  

年齢 (歳) 中央値 69  67  0.1549 

 範囲 37-90  26-90   

性別 男性 54 (58.7) 699 (58.1) 0.9118 
 女性 38 (41.3) 504 (41.9)  

CEA (ng/mL) 中央値 5.3  4.6  0.0761 

 範囲 1-1406  0.6-6841   

  <5 41 (44.6) 635 (52.8) 0.1283 
 ≧5 51 (55.4) 568 (47.2)  

CA19-9 (U/mL) 中央値 13  12  0.4825 

 範囲 1-1106  1-13250   

  <37 69 (75.0) 967 (80.4) 0.2255 

 ≧37 23 (25.0) 236 (19.6)  

占拠部位 右側 21 (22.8) 377 (31.3) 0.0801 
 左側 71 (77.2) 826 (68.7)  

腫瘍径 (mm) 中央値 40  40  0.1082 

 範囲 12-120  5-155   

 <50 51 (55.4) 796 (66.2) 0.0403 

 ≧50 41 (44.6) 407 (33.8)  

分化度 高・中分化 73 (79.4) 1119 (93.0) <0.001 

 低分化・粘液癌 19 (20.6) 84 (7.0)  

 低分化 7 (7.6) 39 (3.2) 0.0542 

 粘液癌 12 (13.0) 45 (3.7) <0.001 
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表 2. 患者背景 ・ 臨床病理学的因子 (症例毎) 

  多発群   (%) 単発群   (%) p 値 
  N=92 (7.1) N=1203 (92.9)  

T因子 1 9 (9.8) 156 (13.0) 0.0215 
 2 15 (16.3) 183 (15.2)  

 3 44 (47.8) 558 (46.4)  

 4 24 (25.9) 306 (25.4)  

T1-2 vs. T3-4 T1-2 23 (25.0) 338 (28.1) 0.5189 

 T3-4 69 (75.0) 865 (71.9)  

N因子 N0 50 (54.4) 676 (56.2) 0.7314 
 N1-2 42 (45.6) 527 (43.8)  

リンパ管侵襲 陰性 62 (67.4) 812 (67.5) 0.9832 
 陽性 30 (32.6) 391 (32.5)  

静脈侵襲 陰性 26 (28.3) 333 (27.7) 0.9048 
 陽性 66 (71.7) 870 (72.3)  

Stage I 13 (14.1) 258 (21.5) 0.3281 

 II 33 (35.9) 383 (31.8)  

 III 33 (35.9) 401 (33.3)  

 IV 13 (13.4) 161 (13.4)  

Stage I-II vs. III-IV I-II 47 (51.1) 641 (53.2) 0.6896 

 III-IV 45 (48.9) 562 (46.8)  
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【患者背景 ・ 臨床病理学的因子 (病変毎) 】 

前述の症例毎の検討では第一癌の特徴のみを比較したが、全病変の臨床病理学

的特徴を明らかにすることを目的とし、多発群 92症例における 200病変と単発群 1203

病変の臨床病理学的因子の比較を行った （表 3）。両群間で有意差を認めた因子は、

分化度と T 因子であった。分化度では低分化 ・ 粘液癌の頻度が多発群において単

発群と比較して有意に高く (12.5% vs. 6.9%, p = 0.0113)、深達度では T1-2の病変の

頻度が多発群において単発群より有意に高かった (52.0% vs. 28.1%; p<0.0001)。占

拠部位の比率は両群間で有意差を認めなかった。 
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表 3. 患者背景・臨床病理学的因子 (病変毎) 

  多発群 単発群 p値 
  N=200 病変 (%) N=1203 病変 (%)  

占拠部位 右側 53 (26.5) 377 (31.3) 0.1645 
 左側  147 (73.5) 826 (68.7)  

分化度 高・中分化 175 (87.5) 1119 (93.1)  

 低分化・粘液癌 25 (12.5) 84 (6.9) 0.0113 

 低分化 12 (6.0) 39 (3.2) 0.0721 

 粘液癌 13 (6.5) 45 (3.7) 0.0883 

T 因子 1 71 (35.5) 156 (13.0)  

 2 33 (16.5) 183 (15.2)  

 3 70 (35.0) 558 (46.4)  

 4 26 (13.0) 306 (25.4)  

T1-2 vs. T3-4 T1-2 104 (52.0) 339 (28.1) <0.0001 

 T3-4 96 (48.0) 864 (71.9)  
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【予後の解析】 

続いて、多発群と単発群の全生存率及び無再発生存率の解析結果を図 2に示す。

5 年全生存率は両群間において有意差を認めなかった。一方で、5 年無再発生存率

は単発群では 75.1%であったのに対し、多発群では 65.3%であり、多発群は有意に予

後不良であった （p=0.0347）。各 TNM Stage別の予後の解析結果を図 3 , 4に示す。

Stage 別の全生存率は両群間において有意差を認めなかった。Stage IV の無再発生

存率は多発群が予後不良な傾向 (p=0.0830) であった。 

次に、全生存率及び無再発生存率について、Cox の比例ハザードモデルを用いた

多変量解析の結果を表 4 , 5 に示す。全生存率においては多発大腸癌は予後因子と

はならなかったが、無再発生存率においては多発大腸癌は独立した予後不良因子で

あることが示された （HR 1.52, 95%CI 1.02-2.18, p = 0.0392）。 
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図 2． 全 Stage における多発群と単発群の全生存率 (A) 及び無再発生存率 (B)     

全存率は両群間において有意差を認めなかった。一方で、累積無再発生存率は単発

群では 75.1%であったのに対し、多発群では 65.3%であり、多発群は有意に予後不良

であった （p=0.0347）。 
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図 3. Stage別の多発群と単発群の全生存率 

各 Stageにおいて両群間では全生存率に有意差を認めなかった。 

A: Stage I 

B: Stage II 

C: Stage III 

D: Stage IV 
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図 4． Stage別の多発群と単発群の無再発生存率 

Stage IV では無再発生存率において多発群は単発群に対し予後不良の傾向 (p = 

0.0830) を示した。Stage I-IIIでは有意差を認めなかった。 

A: Stage I 

B: Stage II 

C: Stage III 

D: Stage IV 
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表 4． 全生存率の単変量 ・ 多変量解析結果 

因子 単変量解析 多変量解析 
  p値 HR 95%CI p値 

年齢 (歳) ≥50 vs. <50 0.9573    

性別 女性 vs. 男性 0.3639    

CEA(ng/mL) ≥5.0 vs. <5.0 <0.0001 1.50 1.11-2.05 0.0089 

CA19-9(U/mL) ≥37.0 vs. <37.0 <0.0001 1.43 1.06-1.90 0.0167 

占拠部位 左側 vs. 右側 0.6778    

分化度 低分化・粘液癌 vs. 高・中分化 <0.0001 1.41 1.07-1.84 0.0123 

T因子 T3,4 vs. T1,2 <0.0001 1.74 1.18-2.66 0.0076 

N因子 N1-2 vs. N0 <0.0001 1.22 0.91-1.64 0.1932 

リンパ管侵襲 陽性 vs. 陰性 <0.0001 1.35 1.01-1.79 0.0400 

静脈侵襲 陽性 vs. 陰性 <0.0001 1.48 1.01-2.22 0.0511 

M因子 M1 vs. M0 <0.0001 3.36 2.51-4.48 <0.0001 

多発大腸癌 多発大腸癌 vs. 単発癌 0.4912    

略語: CI, confidence interval; HR, hazard ratio 
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表 5． 無再発生存率の単変量 ・ 多変量解析結果 

因子 単変量解析 多変量解析 
  p値 HR 95%CI p値 

年齢 (歳) ≥50 vs. <50 0.0043 0.84 0.66-1.07 0.1681 

性別 女性 vs. 男性 0.2633    

CEA(ng/mL) ≥5.0 vs. <5.0 <0.0001 1.17 0.90-1.52 0.2333 

CA19-9(U/mL) ≥37.0 vs. <37.0 <0.0001 1.60 1.23-2.07 0.0005 

占拠部位 左側 vs. 右側 0.0302 1.16 0.90-1.51 0.2523 

分化度 低分化・粘液癌 vs. 高・中分化 0.0948    

T因子 T3,4 vs. T1,2 <0.0001 2.21 1.53-3.29 <0.0001 

N因子 N1-2 vs. N0 <0.0001 1.87 1.44-2.44 <0.0001 

リンパ管侵襲 陽性 vs. 陰性 <0.0001 1.22 0.96-1.56 0.1096 

静脈侵襲 陽性 vs. 陰性 <0.0001 1.61 1.16-2.31 0.0038 

M因子 M1 vs. M0 <0.0001 2.48 1.88-3.25 <0.0001 

多発大腸癌 多発大腸癌 vs. 単発癌 0.0468 1.52 1.02-2.18 0.0392 

略語: CI, confidence interval; HR, hazard ratio 
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1-4 考察 

 

多発大腸癌の臨床病理学的因子と予後の解析については、複数の報告で検討さ

れているものの未だ一定の見解がない [12, 18]。本研究は日本人 1295症例のコホー

トにおいて多発群 92 症例の臨床病理学的因子及び予後を解析した結果、多発群の

累積無再発生存率は単発群よりも有意に不良であり、多発大腸癌は無再発生存率に

おける独立した予後不良因子であることが示されたが、全生存率においては予後因

子とはならなかった。臨床病理学的因子の解析では、多発群と単発群の各因子を比

較した結果、多発群において粘液癌の頻度が高かった。 

多発群と単発群の予後を比較した文献はこれまでに本研究を含め 14編ある (表 1)。

その中で、全生存率について単変量解析を行った 14編のうち両群間に有意差を示し

た文献は 5 編あり、そのうち 4 編は多発群の予後が不良であり、1 編は単発群の予後

が不良であったと報告している [13, 19, 24, 29, 30]。多変量解析を行っているものはそ

の中で 2 編であり、ともに多発大腸癌が独立した予後不良因子であったと報告してい

る [13, 30]。Malesci らは多変量解析で多発大腸癌が予後不良因子であったことを述

べているが、MSI-High (MSI-H) 症例に限って解析した場合は多発群と単発群の全

生存率に有意差はなかったとしている [30]。また、Hu らは 58 症例の多発群を含むコ

ホートにおける単変量解析で単発群の予後が不良であったことを指摘しているが、そ

の理由として多発大腸癌の鋸歯状腺腫合併症例では一例も死亡がなかったことを挙

げている [29]。これらの報告からは、MSI-H や鋸歯状腺腫の存在が多発大腸癌の予

後に影響を与えている可能性が示唆される。また、再発について解析している論文は

本研究を含め 2編のみであり、Lam らは 102症例の多発群を含むコホートにおける単
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変量解析で無病生存率は多発群と単発群で同等であったと報告している [27]。本研

究では、無再発生存率に対しての多変量解析において多発大腸癌が予後不良因子

であることを示した。その理由としては、多発大腸癌症例においては、それぞれの腫瘍

が再発する確率を合計すると単発癌症例より再発率が高くなる可能性があり、Nosho

らも多発大腸癌が予後不良因子である原因を同様に考察している [13]。また、Stage

の予後に対する影響を考慮して本研究では Stage別の解析も行ったが、Stage IVにお

いて多発群の無再発生存率の不良傾向を示すのみであった。また、ステージ別の解

析において多発群の症例数は各ステージで 13-33 症例と少なく、このことは limitation

となっている。他にも、BRAF や MSI のような予後に影響する遺伝子変異の頻度は研

究対象となる地域や人種で異なっており、このような差が既存の多発大腸癌の予後報

告における結論の相違に関与している可能性はある [34, 35]。一方で、本研究におい

て全生存率は多発群と単発群で有意差を認めなかった。再発巣の切除率について検

討すると、多発群では再発 30 症例中切除可能であった症例は 7 症例 (23%) であっ

たのに対し、単発群では再発 281症例中切除可能であった症例は 47症例 (17%) と

やや低かった。他の要因としては、今回のコホートが大学病院での症例に限定されて

いることに関係している可能性もある。長期的なフォローが他院で行われ、その後の死

亡イベントはカウントされずに打ち切りとなっている症例が全生存率に影響している可

能性は考えられる。このような背景が本研究において全生存率で両群間に有意差を

認めなかった要因の一つである可能性はあるが、明確な理由を示すことはできなかっ

た。また、本研究結果からは、多発大腸癌は単発癌と比較した場合再発率が高く、多

発大腸癌では単発癌よりもより化学療法の必要となる症例が多いことが示唆される。用

いられる分子標的薬の選択については、転移再発部位における標的分子のサブタイ
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プを確認する必要があり、その点に関しては次章で検討する。 

続いて、各臨床病理学的因子に関してであるが、本研究では多発群で粘液癌の頻

度が有意に高いことが示された。本研究結果と同様に既存の報告においても、多発大

腸癌では粘液癌の頻度が高いことが報告されている[12, 27, 29, 35]。MSI 経路による

発癌は粘液癌の頻度が高いことが知られており、また、多発大腸癌で MSI-H の頻度

が高いことも報告されている [8, 10, 21, 37]。これらの理由から本研究では粘液癌の頻

度が多発大腸癌で単発癌より有意に高かった可能性が考えられた。 

本研究においては、いくつかのlimitationがある。第一に、本研究が単施設の後方

視的研究での解析であるため選択バイアスが避けられない。第二に、追跡期間が短

いことは本研究の予後の解析結果に影響している可能性があげられる。第三に、本研

究では無病生存率は評価していない。既存の報告では無病生存率について述べて

いるものがあるが、本研究では多発大腸癌の再発を解析対象とし無再発生存率を評

価した。第四に、本研究では化学療法の施行の有無や種類に関しては時代変遷もあ

り解析対象としておらず、予後解析への影響は否定できない。本研究の対象患者数

は既存の報告と比較して大規模ではなく、今後の症例の蓄積が必要と考える。 
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1-5 小括 

 

無再発生存率は多発大腸癌患者で単発癌患者と比較し有意に低く、多発大腸癌

が無再発生存率の独立した予後不良因子の一つであったが、全生存率においては

予後因子とはならなかった。 

 



30 

 

第 2章  

同時性多発大腸癌の分子遺伝学的解析 

 

2-1背景 

 

大腸癌においては CIN による発癌が約 80%を占め、MSIによる発癌は 15%程度と

言われている [8]。多発大腸癌に関してはMSIによる発癌の頻度が高いことが文献で

は示唆されており、単発癌における MSI-H の頻度 12-17％に対し、多発大腸癌にお

ける頻度は少数例の報告で 30%-37% とされている [8, 13, 29, 38-40]。このように、

多発大腸癌ではMSI-Hの病変が多いことが示唆されているが、多発大腸癌の同一症

例内の病変間における分子遺伝学的解析の比較を詳細に行っている報告は少ない。

多発大腸癌は同一の環境的背景から発生する別個の腫瘍という特性を持っており、

各病変の分子サブタイプについて解析することは carcinogenesis の研究およびプレシ

ジョンメディシン時代の治療選択において重要であると考えられる。 

多発大腸癌において、近年では腸管粘膜の DNA メチル化の影響による発癌が

Field effectの一部として注目されている。Odinらが腫瘍から離れた粘膜におけるDNA

メチル化の変化を報告したものが最初の報告である [41] が、さらにNoshoらは LINE-

1 メチル化が正常腸管に生じることで多発大腸癌が発生することを少数例の報告で提

唱している [13, 42]。多発大腸癌の背景因子としては遺伝性である LS も挙げられ、同

一症例内の全病変で MSI-H となる可能性がある [8, 43]。一方で散発性の多発大腸

癌の場合、同一症例内の病変間で MSI の状態は異なる可能性が指摘されている。こ
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れまでに MSI を含めた複数の分子サブタイプに対し同一症例内の病変間で解析をし

た報告は 4編ある [13, 28, 44, 45]。症例数の最も多い報告は Baeらの 46症例であり、

最も少ない報告は Nosho らの 10症例である。この 4編の報告では、同一症例内の病

変間でMSI-Hが一致していた頻度は 9-30%としている。同様に KRAS変異は 11-40%、

BRAF変異は 0-14%の頻度で同一症例内の病変間において一致していたとしている。

しかしながら、これらの報告の症例数は多くはなく、統計学的に分子サブタイプの一致

度を検討しているものは Nosho らの報告のみである。 

KRASや BRAFの分子サブタイプは抗 EGFR抗体に対する分子標的療法の選択に

重要であるが、これまでに多発大腸癌において KRAS ・ BRAFの分子サブタイプを詳

細に報告したものは 1編のみである [46]。Giannini らは 26症例の KRAS ・ BRAF変

異状態を測定し 11 症例 (42%) で KRAS ・ BRAF の分子サブタイプが一致しないこ

とを報告している [46]。この報告は少数症例のコホートではあるが、同一症例内の病

変間における KRAS ・ BRAF 変異の相違を示しており分子標的薬の選択において注

意が必要であることを示唆している。 

以上のような背景から、本研究では多発大腸癌 59 症例の各病変の MSI、KRAS、

BRAF、p53、β-catenin の分子サブタイプを解析し、同一症例内の病変間において分

子サブタイプが一致しているかについて調べ、多発大腸癌の発癌経路の特徴を明ら

かにすることを目的とした｡ 

 

 

 

 



32 

 

2-2 対象 ・ 方法 

 

【対象と方法】 

2005年 1月から 2015年 12月の期間に東京大学腫瘍外科において手術を施行

し、ホルマリン固定検体が入手可能であった同時性多発大腸癌患者 59 症例 (130

検体) を対象とした。術前に化学療法や放射線治療が施行されている症例、炎症

性腸疾患合併大腸癌の症例及び家族性大腸腺腫症の症例は本研究から除外した。

ホルマリン固定検体は免疫染色用は 3 μm、DNA 採取用は 10 μm の厚さでパラ

フィン包埋切片を作成した。 

多発大腸癌の病変の序列に関しては既存の報告に従い、深達度の深い順とし、

深達度が同じ場合は最大腫瘍径の大きい順に第一癌・第二癌と序列を付与し、症

例毎の検討では第一癌のデータを用いて解析を行った [13, 24]。腫瘍の占拠部位

は盲腸、上行結腸、横行結腸を右側大腸と定義し、下行結腸、S 状結腸、直腸を左

側大腸と定義した。大腸癌の Stage 分類には、UICC の TNM 分類 第 8 版を用い

た [32]。 

 

【倫理】 

本研究は東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会の承認を受けて施

行した （審査番号 G3552-(5)）。 
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【免疫組織化学染色】 

免疫組織化学染色は酵素ポリマー法にて行った。ホルマリン固定後パラフィン包埋

された 3 μm の組織標本をスライドグラスにマウントした。キシレンおよびエチルアルコ

ールにて、脱パラフィンおよび脱キシレン処理を行った。抗原賦活化のため、0.01 Mク

エン酸緩衝液中にてマイクロウェーブ処理 (5 分) し、次いで内因性ペルオキシダー

ゼ不活化のため、1％ H2O2 入りメタノールにて室温 30 分間で処理した。更に一次抗

体の非特異的結合をブロッキングするために bovine serumにて室温 30分間処理した。

一次抗体として各倍率に希釈した抗ヒト抗体 (表 6) を 4℃にて一昼夜反応させた後、

ペルオキシダーゼと二次抗体を結合させた標識ポリマーを 30 分間室温にて反応、発

色時間は 10分とした (Dako envision kit, Dako)。ヘマトキシリンにて核染色を施行した

後観察した [47]。 

最深部を含む最大割面を顕微鏡下 (200 倍) で観察し、異なる 2 視野における染

色強度を判定に用いた。p53 については既報に基づき 50%以上の細胞の核が染色さ

れている場合陽性とした (図 5) [48, 49]。APCについてはその機能が喪失した場合 β-

catenin の分解が抑制され β-catenin が核内に移行・蓄積することが知られており、β-

catenin の免疫染色結果を用いて判定することとした [47]。β-catenin 染色評価につい

ては既報に基づき細胞膜を１点 ・ 細胞質 ・ 核を２点とする計 5 点で評価し 3 点以

上を陽性とした (図 6) [13, 51]。MLH1, PMS2, MSH2, MSH6については腫瘍細胞の

核が染色されず、間質細胞の核が染色されているものを lossの判定とした (図 7) [52]。

上記の評価については、客観性を担保するため、臨床病理学的因子に関する情報を

伏せて実施した。免疫染色の判定は二名の異なる外科医が独立して評価を行った 

(κ=0.69、p=0.0383) [53]。 
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表 6.  免疫染色に使用した一次抗体 

抗体名 製造元 クローン名 希釈濃度 

抗ヒト p53マウスモノクローナル抗体 Dako CloneDO7 1:100 

抗ヒト β-cateninマウスモノクローナル抗体 BD Clone14 1:500 

抗ヒトMLH1マウスモノクローナル抗体 Dako CloneES05 1:50 

抗ヒト PMS2 ラビットモノクローナル抗体 Dako CloneEP51 1:50 

抗ヒトMSH2マウスモノクローナル抗体 EMD CloneFE11 1:50 

抗ヒトMSH6マウスモノクローナル抗体 BD Clone44 1:50 
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図 5. p53抗体の免疫染色結果例 

Aは腫瘍細胞の核が濃染され陽性の判定、Bは核が染色されず陰性の判定。 

― 200μm 

 

 

 

 
 

図 6. β-catenin抗体の免疫染色結果例 

A は腫瘍細胞の核と細胞質が濃染されており陽性の判定、B は細胞膜の染色がみら

れるが、核は染色されず細胞質の染色も弱いため陰性の判定。 

― 200μm 
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図 7. ミスマッチ修復関連抗体の免疫染色結果例 

A, B ともに間質の細胞核は染色されているが腫瘍細胞の核は染色されておらず陰性

の判定。C,Dは腫瘍細胞の核が染色されており、陽性の判定。 

― 200μm 

A: MLH1 

B: PMS2 

C: MSH2 

D: MSH6 
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【組織からの DNA抽出】 

大腸癌組織および対応する正常粘膜からの DNA の抽出は、QIAamp DNA FFPE 

Tissue (QIAGEN) を用い、製造元のマニュアルに従って施行し DNA濃度は 1 ng/μl

に調整して使用した。 

【KRAS、BRAF変異の測定】 

KRASはコドン 12及び 13の変異を、BRAFはコドン 600の変異をサンガーシークエ

ンス法を用いて測定した [54]。プライマーはカスタマイズ作製されたプライマーを用い

た (表 7) 。PCR反応は Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems) を用いて

10 秒間 98℃、15 秒間 55℃、15 秒間 68℃を 35 サイクル行った。PCR 生成物は ABI 

PRISM 3100 Genetic Analyzer (Appiled Biosystems) 上で capillary電気泳動・シーク

エンスを行い、そのデータを GENESCAN (Applied Biosystems) と Sequence Scanner 

Software 2 (Applied Biosystems) を用いて解析した。BRAFのシークエンスについては

外部業者 (Eurofins Genomics) に委託した。 

KRAS、BRAF の変異判定については、近年では次世代シークエンサーやパイロシ

ークエンス、リアルタイム PCR も行われている。本研究では、変異の知られている大腸

癌細胞株の実験結果を参考に判定した [55]。解析例を図 8に示す。SW480は KRAS 

G12Vの両アレル変異を持つこと、HT29は KRAS に変異を持たないことが報告されて

いる [56]。HT29 から抽出した DNA 検体に、SW480 の DNA 検体の比率を変えて混

ぜ、シークエンスを行い変異判定の参考とした。同様に HT29は BRAF V600Eの片側

アレル変異を認めるが、SW480 では野生型であることが知られている [56]。これらを

KRAS の実験と同様の比率で混ぜた。また、Nucleo Spin Tissue (TAKARA Bio) を用
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いて細胞株からの DNA 抽出を施行した。KRAS、BRAF については、変異含有量の

25%以上を変異判定の基準として行った。 
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表 7. KRAS、BRAFシークエンス用プライマー 

分子  配列 

KRAS Forward 5’-TGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGC-3’ 

nt 25245234-25245379 Reverse 5’-GGTCCTGCACCAGTAATATGC-3’ 

BRAF Forward 5’-ATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACA-3’ 

nt 140753215-140753361 Reverse 5’-AACTCAGCAGCATCTCAGGG-3’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913363;vf=23766032
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs55939351;vf=10858443
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913362;vf=23766031
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs397516896;vf=59393739
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913338;vf=23766015
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913337;vf=23766014
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs794729219;vf=148320507
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913225;vf=23765915
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=CM080112;v=CM060882;v=rs121913341;vf=155516252;vf=155516251;vf=23766017
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913361;vf=23766030
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=CM060877;v=rs397507483;vf=155516250;vf=59389272
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913368;v=CM092080;v=rs121913369;vf=23766036;vf=155516249;vf=23766037
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913368;v=rs121913366;vf=23766036;vf=23766035
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=CM122892;vf=155516248
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=CM086780;v=rs121913375;v=rs727502902;vf=155516247;vf=23766043;vf=110820636
http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000157764;r=7:140719327-140924764;t=ENST00000288602;v=rs121913374;v=rs727502902;vf=23766042;vf=110820636
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図 8. KRAS,BRAFの細胞株と症例におけるシークエンス結果例 

SW480は KRAS G12Vの両アレル変異を認めており、HT29は KRASに変異を認めな

い。HT29から抽出したDNA検体に、SW480のDNA検体を比率を変えて混ぜ、PCR

及びシークエンスを行い変異判定の参考とした。同様に HT29 は BRAF V600E の変

異を認めるが、SW480 では野生型であり、これらを KRAS と同様の比率で混ぜた。

KRAS、BRAFの判定については、変異含有量の 25%以上を変異判定の基準とした。 
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【MSIの測定】 

MSIの検討には 5つのマーカー (NCIパネル: BAT25, BAT26, D2S123, D5S346, 

D17S250) を用い、MSI マーカーに対するプライマーはカスタマイズ作製された蛍光

ラベル標識プライマーを用いた (表 8) [21, 57, 58]。PCR反応は 95℃10分間のホット

スタートの後、30 秒間 95℃、60 秒間 59℃、30 秒間 72℃を 35 サイクル、そして 30 分

間 70℃の順で行った。プライマーは蛍光色素 FAM 、VIC、あるいは NED で蛍光ラ

ベルされたものを用い、PCR 生成物は ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer 上で電気

泳動し、そのデータを GENESCAN (Applied Biosystemes) 、Peak scanner (Thermo 

Fisher Scientific) を用いて解析した [59]。判定については、2個以上のマーカーが不

安定性を示した場合 MSI-High (MSI-H) 、1 個のマーカーのみが不安定性を示した

場合 MSI-Low (MSI-L), いずれのマーカーにも不安定性がない場合 Microsatellite 

stable (MSS) と分類した [8]。解析例を図 9に示す。 
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表 8. MSI測定用プライマー 

MSIマーカー  蛍光ラベル 配列 

BAT25 Forward NED 5’-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3’ 

nt 54731985-54732108 Reverse  5’-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3’ 

BAT26 Forward FAM 5’-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3’ 

nt 47414348-47414469 Reverse  5’-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3’ 

D2S123 Forward VIC 5’-GCCAGAGAAATTAGACACAGTG-3’ 

nt 51061350-51061450 Reverse  5’-CTGACTTGGATACCATCTATCTA-3’ 

D5S346 Forward FAM 5’-TACTCACTCTAGTGATAAATCGG-3’ 

nt 112877953-112878052 Reverse  5’-TTCAGGGAATTGAGAGTTACAG-3’ 

D17S250 Forward NED 5’-AATAGACAATAAAAATATGTGTGTG-3’ 

nt 38995849-38995980 Reverse  5’-TATATATTTAAACCATTTGAAAGTG-3’ 
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図 9. MSIのシークエンス結果例 

上記の症例では B26 (BAT26), B25 (BAT25), D2 (D2S123), D5 (D5S346), D17 

(D17S250) の全マーカーで正常粘膜とは異なる領域に増幅が認められるため MSI-H

と判定される。 
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【MLH1 メチル化の測定】 

MLH1 メチル化の測定はMethylation Specific PCR法で行った [60]。バイサルファ

イト処理はMethylEasy Xceed Rapid DNA Bisulphite Modification kit (Takara Bio)を

用い、製造元のプロトコールに従って行った。バイサルファイト処理産物に対し

Episcope MSP kit (TAKARA Bio) を用いて PCR を行った。プライマーは既存の

報告で使用されているものを用い (表 9) [61]、95℃30秒間のホットスタートの後、5

秒間 98℃、30秒間 55℃、60秒間 72℃の順に 40サイクル行った。PCR 産物を 2%ア

ガロースゲルで電気泳動し、MLH1 のメチル化の評価を行った。大腸癌細胞株である

HT29 は MLH1 のメチル化を認める細胞株であり、SW480 は MLH1 の非メチル化の

細胞株であることから、これらをコントロールとして用いた [62]。解析例を図 10 に示す。 
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表 9. MLH1 メチル化測定用プライマー 

MLH1 メチル化  配列 

MLH1 メチル化  Forward 5’- ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC -3’ 

Amplicon size:115bp Reverse 5’- CCTCATCGTAACTACCCGCG -3’ 

MLH1非メチル化 Forward 5’- TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT -3’ 

Amplicon size:124bp Reverse 5’- ACCACCTCATCATAACTACCCACA -3’ 
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図 10. MLH1 メチル化測定結果例 

大腸癌細胞株である HT29 はメチル化を認める細胞株であり、SW480 は MLH1 非メ

チル化の細胞株であることから、これらをコントロールとして用いた。Case1-1,1-2 は

SW480 と同様に MLH1 メチル化のバンドを認めず、MLH1非メチル化病変である。 

略語: U, Unmethylation, 非メチル化; M, Methylation, メチル化 
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【統計学的解析】 

全ての統計学的解析には JMP pro version 14 software packages (SAS Institute) を

使用した。連続変数の比較にはMann-Whitney U検定を用いた。カテゴリー変数の比

較には Pearson’s chi-squared 検定または Fisher の正確検定を用いた。CEA 値に関し

ては 5.0 ng/mLを、CA19-9値については 37.0 ng/mLを、腫瘍径に関しては 50 mmを

カットオフ値として 2 群に層別化した。一致度に関しては k 統計量を用いて評価した 

[53]。分子サブタイプと占拠部位の関連については、Cochran-Armitage傾向検定を用

いて解析した。p値が 0.05未満を統計学的に有意とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

 

2-3 実験結果 

 

【多発大腸癌におけるMSI・KRAS・BRAF・p53 ・ β-cateninの解析結果】 

まず、多発大腸癌 59 症例における MSI、KRAS、BRAF、p53 (免疫染色) 、β-

catenin (免疫染色) の解析結果を表 10に示す。症例毎の解析では、MSI-H病変を含

む症例は 15.3% 、KRAS 変異は 59.3%、BRAF 変異は 20.3%、p53 免疫染色陽性は

47.5%、β-catenin の免疫染色陽性は 71.2%に認めた。また、本研究では MSI-low の

病変は認めなかった。 

多発大腸癌における MSI-H の頻度については複数の報告があり海外では 30%-

37%とされている [13, 29, 39, 40]。日本での多発大腸癌におけるMSI-Hの頻度の報

告は少なく、少数例の報告で 14-21%とされており、本研究結果も同等であった [63, 

64]。また、今回の多発大腸癌の MSI-H 頻度は日本における単発癌の MSI-H 頻度 

(4-8% [65-67] ) より高かった。多発大腸癌における BRAF変異の頻度については、日

本での報告はないため海外の報告との比較になるが、4-35%と報告されており、BRAF

変異についても本研究結果は既存の報告と同等であった [13, 28, 68]。 

次いで、各症例の病変毎の分子遺伝学的解析を行った。最大深達度である第一癌

と、それ以外の癌の分子変異の頻度の比較した結果を表 10 に示す。第一癌と他の癌

では、MSI-H、KRAS 変異、BRAF 変異、p53 陽性、β-catenin 陽性の頻度に有意差を

認めないことが示された。 
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表 10. 多発大腸癌の分子遺伝学的解析結果 

  全症例* 全病変    

    第一癌** 第二癌以降*** p値 
  59症例 (%) 130病変(%) 59病変(%)  71病変(%)   

MSI MSS 50 (84.7) 118 (90.8) 52 (88.1) 66 (92.9) 0.3453 
 MSI-H 9 (15.3) 12  (9.2) 7 (11.9) 5  (7.1)  

       

KRAS 野生型 24 (40.7) 85 (65.4) 42 (71.2) 43 (60.6) 0.2033 

 変異型 35 (59.3) 45 (34.6) 17 (28.8) 28 (39.4)  

       

BRAF 野生型 47 (79.7) 114 (87.7) 52 (88.1) 62 (87.3) 0.8884 

 変異型 12 (20.3) 16 (12.3) 7 (11.9) 9 (12.7)  

       

 p53  陰性 31 (52.5) 70 (53.9) 31 (52.5) 39 (54.9) 0.7858 

 (免疫染色) 陽性 28 (47.5) 60 (46.1) 28 (47.5) 32 (45.1)  

       

β-catenin 陰性 17 (28.8) 36 (27.7) 17 (28.8) 19 (26.8) 0.7947 

 (免疫染色) 陽性 42 (71.2) 94 (72.3) 42 (71.2) 52 (73.2)  
*, 変異を 1病変以上で認めた場合は変異症例として扱う 
**, 各症例における最大深達度の病変 
***, 第一癌以外の全ての病変 

略語: MSI, microsatellite instability; MSI-H, microsatellite instability-high; 

MSS, microsatellite stable 
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【MSI-H病変とMSS病変の他因子との関連性】 

ここまでの解析結果からMSI-Hの頻度が多発大腸癌で高い可能性が示唆されたた

め、多発大腸癌における MSI-H 病変の臨床病理学的・分子遺伝学的特徴を解析す

ることとした。多発大腸癌 130 病変を MSI-H 病変と MSS 病変に分類し、臨床病理学

的因子・分子遺伝学的因子との関連性を調べた結果を表 11に示す。 

結果として、MSI-H病変はMSS病変と比較すると、右側大腸 (p=0.0190)、低分化・

粘液癌 (p=0.0244)、BRAF 変異 (p=0.0060) が有意に多い結果であり、KRAS 変異, 

p53 陽性, β-catenin 陽性については有意差を認めなかった。MSI-H 病変が右側大

腸・粘液癌・BRAF 変異に多いことは単発癌で知られていることであり、多発大腸癌に

おいても同様であることが示された [8]。 
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表 11. MSI-H病変とMSS病変の比較  
 MSI-H病変 MSS病変 p値 

130病変 N=12 (%) N=118 (%)  

腫瘍部位      

右 7 (58.3) 29 (24.6) 0.0190* 

左 5 (41.7)  89 (75.4)  

深達度      

 T1-2 4 (33.3) 63 (53.4) 0.1823 

 T3-4 8 (66.7) 55 (46.6)  

病理組織      

 高-中分化 8 (66.7) 108 (91.5) 0.0244* 

 低分化・粘液癌 4 (33.3) 10 (8.5)  

BRAF      

 野生型 7 (58.3) 107 (90.7) 0.0060* 

 変異型 5 (41.7)  11 (9.3)  

KRAS      

 野生型 9 (75.0) 76 (64.4) 0.4516 

 変異型 3 (25.0)  42 (35.6)  

p53      

 陰性 8 (66.7) 62 (52.5) 0.3443 

 陽性 4 (33.3)  56 (47.5)  

β-catenin      

 陰性 5 (41.7) 31 (26.3) 0.2735 

 陽性 7 (58.3) 87 (73.7)  

略語: MSI-H, microsatellite instability high; MSS, microsatellite stable 
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【病変の占拠部位とMSI, KRAS, BRAFの関係性】 

次に、病変の占拠部位と MSI、KRAS、BRAF の変異状態の相関について解析した。

大腸における占拠部位別の MSI-H 病変数を図 11A に示す。結果として、直腸から盲

腸へと右側にいくに従い MSI-H 病変の頻度が有意に高くなることがわかった 

(p=0.0034)。図 11B においては病変の占拠部位が右側にいくに従い BRAF 変異病変

の頻度が有意に高くなることが示された (p=0.0068)。KRAS については図 11C に示し

たが、占拠部位による有意差は認めなかった (p=0.0635)。 

MSI-H, BRAF変異が右側で多く、KRAS変異は占拠部位による差がないことは単発

癌でも報告されており、本研究の多発大腸癌でも単発癌の既報と同様の結果であるこ

とが示された [8, 69]。 
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A. 占拠部位別のMSI-Hの頻度 

 

B. 占拠部位別の BRAF変異の頻度 
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C. 占拠部位別の KRAS変異の頻度 

 

図 11 占拠部位における各分子マーカーの変異頻度 

直腸から右側にいくにつれMSI-H病変の頻度が有意に高くなり (p=0.0034)、右側に

いくにつれ BRAF変異頻度が有意に高くなっている (p=0.0068)。 

略語: MSI-H, microsatellite instability-high 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

【症例内での各分子の一致度】 

ここまでの病変毎の解析結果では、多発大腸癌の病変は単発癌に類似した臨床病

理学的・分子遺伝学的特徴を呈していることが示された。次に、多発大腸癌の発癌経

路が病変間で共通であるかを調べることを目的として、同一症例内の病変間で同じ分

子サブタイプを認めるかについて検討した。多発大腸癌 59例を対象とし、症例毎に第

一癌と第二癌の MSI-H、KRAS 変異、BRAF 変異、p53 陽性、β-catenin 陽性につい

て解析した。第一・第二癌における各分子サブタイプ及び一致度を表 12に示す。 

結果として、MSI-H、KRAS 変異、BRAF 変異、p53 陽性、β-catenin 陽性の中で第

一癌と第二癌の間に有意に相関が認められたものは MSI-H、BRAF 変異、β-catenin

陽性であったが、各々の一致度の k 値は低かった (MSI-H, k 値 = 0.3035, p 値 = 

0.0146; BRAF変異, k値 = 0.4230, p値 = 0.0010; β-catenin陽性, k値 = 0.3692, p

値 = 0.0085)。また、KRAS 変異と p53 陽性では第一癌と第二癌の間に相関は認めら

れなかった。以上の結果から、同じ症例内では第一癌と第二癌に共通の分子変異が

生じている可能性は低いことが示唆された。 

尚、3 重癌以上の 9 症例の詳細について表 13 に示す。全ての病変が MSI-H や

BRAF 変異型、p53 陽性である症例はなく、KRAS 変異型であった症例を 2 例、β-

catenin陽性であった症例を 5例認めた。 
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表 12. 症例における分子遺伝学的解析結果の一致度 (第一・第二癌)    

  59症例  一致度 

  第二癌 一致率 k値 p値 

  MSS (%) MSI-H (%)    

第一癌 
MSS  50 (84.8) 2 (3.4) 0.88 0.3035 0.0146 

MSI-H 5  (8.5) 2 (3.4)    

       

  第二癌    

  KRAS-野生型(%) KRAS-変異型(%)    

第一癌 
KRAS-野生型 28 (47.5) 14 (23.7) 0.61 0.1262 0.3234 

KRAS-変異型 9 (15.3) 8 (13.6)    

       

  第二癌    

  BRAF-野生型(%) BRAF-変異型(%)    

第一癌 
BRAF-野生型 47 (79.7) 5 (8.5) 0.86 0.4230 0.0010 

BRAF-変異型 3  (5.1) 4 (6.8)    

       

  第二癌    

  p53-陰性(%) p53-陽性(%)    

第一癌 
p53-陰性 15 (25.4) 16 (27.1) 0.46 0.0876 0.5012 

p53-陽性 16 (27.2) 12 (20.3)    

       

  第二癌    

  β-catenin-陰性(%) β-catenin-陽性(%)    

第一癌 
β-catenin-陰性 9 (15.3) 8 (13.6) 0.75 0.3692 0.0085 

β-catenin-陽性 7 (11.9) 35 (59.3)    
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表 13. 3重癌以上の症例の解析結果 

9症例        

症例 No. 病変番号 位置 MSI KRAS BRAF p53  β-catenin  

症例 4 1 S      
 2 C      

 3 D      

症例 6 1 T      

 2 A      

 3 S      

症例 7 1 C      

 2 D      

 3 A      

症例 17 1 S      
 2 S      

 3 T      

症例 19 1 R      

 2 R      

 3 R      

 4 R      

症例 20 1 S      

 2 R      

 3 R      

症例 35 1 D      

 2 A      

 3 C      

症例 47 1 R      

 2 T      

 3 S      

症例 52 1 C      

 2 S      

 3 T      

 4 T      

 5 D      

     網掛けはMSI-H, KRAS変異型, BRAF変異型, p53陽性,β-catenin陽性病変 

略語: C, 盲腸; A, 上行結腸; T, 横行結腸; D, 下行結腸; S, S状結腸; R, 直腸; 

MSI, microsatellite instability 
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【KRAS及び BRAF変異を認める症例の頻度】 

これまでの解析において、多発大腸癌における KRAS と BRAFの分子サブタイプに

関して述べてきた。特に再発時の分子標的薬選択の上で問題となるのは、同一症例

内の病変間において分子サブタイプが一致していない場合であり、その頻度を図 12

に示す。同一症例で KRAS 野生型と KRAS 変異型病変が混在している症例は 42.4%

に、BRAF 野生型と BRAF 変異型病変が混在している症例は 10.2%に認め、KRAS あ

るいは BRAFのどちらかが変異を示す病変と KRAS・BRAFともに野生型を示す病変が

混在する症例は、全体の 50.8%であることが示された。 
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図 12. 多発大腸癌症例における病変間 KARS・BRAFの変異の組み合わせ別頻度 

同一症例で KRAS野生型と KRAS変異型病変が混在している症例は 42.4%に、BRAF

野生型と BRAF 変異型病変が混在している症例は 10.2%に認め、KRAS あるいは

BRAFのどちらかが変異を示す病変とKRAS・BRAFともに野生型を示す病変が混在す

る症例は、全体の 50.8%であることが示された。 
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【MSI-H病変の分子遺伝学的解析】 

MSI-H 病変を認める場合、序章でも述べたがその原因としては ① LS ② LLS 

③ MLH1 メチル化の 3 つの可能性が考えられる。そこで MLH1 メチル化の検査及び

ミスマッチ修復遺伝子の免疫染色検査を用いて MSI-H の原因について詳細に検討

することとした。MSI-H 病変を含む多発大腸癌 9 症例について、各病変のミスマッチ

修復遺伝子 (MLH1、PMS2、MSH2、MSH6) の免疫染色及び MLH1 のメチル化を

判定し、推測される病態について表 14 に、各症例の病変の占拠部位を図 13 に示し

た。尚、LSと LLSの鑑別は生殖細胞系列の遺伝学的検査を施行する必要があり本研

究では行っていない [70]。 

MSI-H病変である 12病変のうち 8病変は MLH1 メチル化を伴っていた。病変が全

てMLH1非メチル化のMSI-H病変である症例は症例１のみで、症例 1-3はMLH1非

メチル化の MSI-H 病変を含んだ症例であった。MLH1 非メチル化の MSI-H 症例はミ

スマッチ修復遺伝子の変異を有する可能性が高いとされているため [10]、症例 1-3は

LS または LLS が疑われる症例となる。症例 4 は、第一癌は MSS であり、第二・第三

癌は MLH1 メチル化を伴う MSI-H 病変 （MLH1/PMS2 の loss） であることから通常

の MSS 経路の病変と MLH1 メチル化病変が併存していると考えられる。症例 5-9 に

ついては、MSS 病変と MLH1 メチル化を伴う MSI-H病変 （MLH1/PMS2 の loss） を

認められることから、MSS 経路の病変と MLH1 メチル化病変が併存している症例と考

えられる。 

以上の解析結果を踏まえ、本研究の同時性多発大腸癌 59 症例の分類を図 14 に

示す。全 59 症例のうち、MSI-H を含む症例は 9 症例、その中で MLH1 メチル化を含

む症例は 7症例であった。 
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表 14. MSI-H症例での分子遺伝学的解析結果 

症例 性別 年齢 家族歴 位置 MSI メチル化 MMR KRAS BRAF β-catenin p53 Suspicious condition 

1 男 55 - C MSI-H - MSH2/MSH6 - - + - LS, LLS 

    S MSI-H - MSH2/MSH6 G12D - + + LS, LLS 

2 男 68 - S MSI-H Methyl MLH1/PMS2 G12V - + - Methyl 

    R MSI-H - PMS2 - - + + LS, LLS 

3 男 53 - S MSS   - + + +  

    R MSI-H - MSH2/MSH6 - - - - LS,LLS 

4 女 85 - S MSS   - - + +  

    C MSI-H Methyl MLH1/PMS2 - V600E - - Methyl 

    D MSI-H Methyl MLH1/PMS2 G12V - + + Methyl 

5 男 70  C MSI-H Methyl MLH1/PMS2 - V600E - - Methyl 

    S MSS   - - - -  

6 女 80 - T MSI-H Methyl MLH1/PMS2 - V600E + - Methyl 

    A MSS   - V600E + +  

    S MSS   G12V  + -  

7 男 55 - C MSI-H Methyl MLH1/PMS2 - V600E + - Methyl 

    D MSS   - - + -  

    A MSS   G13D - - +  

8 女 78 + A MSI-H Methyl MLH1/PMS2 - - - - Methyl 

    S MSS   - - - -  

9 女 76 - A MSI-H Methyl MLH1/PMS2 - V600E - + Methyl 

    S MSS   G12A - + -  

略語: C,盲腸; A, 上行結腸; T, 横行結腸; D, 下行結腸; S, S状結腸; R, 直腸; 

LS, Lynch syndrome; LLS, Lynch like syndrome; Methyl, MLH1 methylation; 

MSI, microsatellite instability; MSI-H, microsatellite instability-high; MSS, microsatellite stable 



62 

 

 

 

 

図 13. MSI-H病変の各症例における位置関係 

非メチル化のMSI-H病変を認めるのは症例 1-3である。MSI-H病変は右側に多い

傾向を認め、66.7% (8/12症例) においてMLH1 メチル化を伴っている。 

略語: Methyl, MLH1 methylation; 

MSI-H, microsatellite instability-high; MSS, microsatellite stable 
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図 14. 本研究における同時性多発大腸癌の分類 

全 59症例のうち、MSI-Hを含む症例は 9症例、その中でMLH1 メチル化を伴う症例

は 7症例であった。 

略語: LS, Lynch syndrome; LLS, Lynch like syndrome; 

Methyl, MLH1 methylation; 

MSI-H, microsatellite instability-high; MSS, microsatellite stable 
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2-4 考察 

 

本研究では、多発大腸癌59症例の手術検体から採取した組織を用いて各病変の

MSI-H、KRAS変異、BRAF変異、p53陽性、β-catenin陽性の頻度を測定し同一症例内

の第一・第二癌の比較を行うことで発癌経路の特徴を検討した。その結果、同一症例

内の病変間におけるKRAS、p53の相関は認めずMSI、BRAF、β-cateninの弱い相関は

認めるものの一致度が低いことが示された。また、多発大腸癌のMSI-H病変において

はMLH1のメチル化が原因となっている病変が多いことが示された｡以上の結果から、

多発大腸癌の発癌経路は同一症例内の病変間では異なることが多く、MSI-H病変を

含む症例の背景因子としてMLH1のメチル化病変が多い可能性が示唆された。 

まず、同一症例内の病変間における分子サブタイプの一致度が低いことについて

述べる。本検討では同一症例内の病変間においてMSI経路による発癌が必ずしも共

通には生じていなかった。LSのような背景因子がある場合には同一症例内の病変間

では78%ですべての病変がMSI-Hとなることが報告されているが、本研究においては

すべての病変が非メチル化のMSI-Hであった症例は9症例中1症例にとどまった [43]。

β-cateninやp53、KRASはCIN経路の多段階発癌を代表する分子であるが、その分子

サブタイプの一致度が低いことは同様に同一症例内の病変間で発癌経路が共通して

いないことを示唆している。以上より、MSI経路とCIN経路における複数の分子サブタ

イプの一致度が低いことから、同時期に同一症例内に多発する大腸癌であってもそれ

ぞれの病変は異なる発癌経路で発生している可能性が高いことが示された。また、本

研究では同一症例内の病変間でKRAS ・ BRAFの分子サブタイプが異なる症例は多

発大腸癌の半数近くに上ることが示された。多発大腸癌のKRAS ・ BRAFの分子サブ
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タイプの一致について報告した論文は背景で述べた症例数の少ない一編のみであり、

本研究の結果は重要である [46]。 

大腸癌におけるプレシジョンメディシンに関係する分子標的薬としては、KRASや

BRAF野生型大腸癌に対する抗EGFR抗体や、MSI-H大腸癌に対する免疫チェックポ

イント阻害剤が知られている [71, 72]。多発大腸癌において、KRAS、BRAFあるいは

MSIが同一症例内の病変間で異なる分子サブタイプを示す場合、切除不能進行再発

大腸癌に対する薬物療法の選択には再発巣の分子サブタイプの評価が望ましいと考

えられる。腹腔内の再発巣の切除が困難な場合は、CTガイド下生検による再発巣の

組織採取は選択肢の一つとなる [73]。また、将来的には、腫瘍組織由来の血中cell 

free DNAから分子サブタイプを調べるリキッドバイオプシーも臨床応用される可能性が

ある [74]。これらの点から、同一症例内の病変間の分子サブタイプが各々異なること

が本研究で示されたことは分子標的薬の選択という観点から臨床的に重要であると考

えられた。 

次に、MSI-Hの機序について述べる。MSI-H病変についてはMLH1のメチル化状

態を調べることにより、MSI-Hの原因がMLH1メチル化か、非メチル化に大別できる 

[8]。MLH1非メチル化病変はさらにLSとLLSに分かれるが、これを正確に鑑別するに

は生殖細胞系列の遺伝学的検査を行う必要があり、本研究ではMLH1メチル化と非メ

チル化の鑑別にとどめた。本研究ではMSI-Hの12病変中8病変、MSI-Hを含む9症例

中7症例についてはMSI-Hの原因はMLH1のメチル化であることが示された (表14)。

そのうち6症例はMSI-HとMSSの病変を同一症例内に認める症例であった。MSI経路

の中でもMLH1のメチル化による発癌と、MSS経路が同一症例内に共存しているという

点はcarcinogenesisを考えるうえで興味深い。また、全病変がMSI-Hを示している症例
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は2症例のみであった。症例2はMLH1のメチル化と非メチル化の病変が共存しており、

この症例についても2つの病変がMSI-Hでありながら病変間の発癌経路は異なってい

ることが示唆された (図13)。症例1については2病変共にMLH1の非メチル化を示して

いることからLSあるいはLLSを疑う症例であり、さらに2病変共にミスマッチ修復遺伝子

の免疫染色においてMSH2/MSH6のlossを認めた。これらの状況から、MSH2に2病変

共に偶然somatic double mutationをきたした可能性もあるが、MSH2に生殖細胞系列

の変異を有するLSの可能性が高い症例と考えられる (図13)。以上より、多発大腸癌

の発癌においても、MSI-Hの原因としてMLH1のメチル化の頻度が高いという可能性

が示唆された。 

最後に、本研究におけるlimitationについて述べる。第一に、ミスマッチ修復遺伝子

の生殖細胞系列での遺伝学的検査をしておらず、LSの確定診断、LS・LLSの鑑別は

行っていない点である。本研究のみならず、日本においてはLSの実数把握がされて

いないなどの問題があるが、特に生殖細胞系列の遺伝学的検査については倫理面や

個人情報保護の観点から今後も極めて慎重に行っていく必要がある。第二に本研究

ではRASの評価はKRAS コドン12, 13のみに対し施行しており、All RAS検査を施行し

ていない。また、網羅的に次世代シークエンサーを使用すればより詳細な検討も可能

になると考えられる。本研究ではコストの観点からも文献的にAll RASの90.2%を占める

と報告されているKRASコドン12, 13の変異に焦点をあて [75, 76]、KRASコドン12,13以

外のRASについては対象外とした。第三に、DNA抽出においては、用手的にFFPE検

体から削り出しを行っているため間質細胞の混入を完全に否定することは困難である。

その点については顕微鏡下で腫瘍細胞を確認しながら施行することで、混入を最小

限度にとどめたが、腫瘍含有量に影響を与えている可能性は否定できず、limitationと
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考える。第四に、単発癌の分子サブタイプを評価できていないことが挙げられる。本研

究の主眼は多発大腸癌の同一症例内の病変間における分子サブタイプの解析であり、

単発癌との比較については過去の文献を参考とすることで対応した。第五に本研究で

は多発大腸癌症例の病変間の heterogeneityを解析の対象とし、腫瘍内の

heterogeneityについては調べていない。Watanabeらの大腸癌における腫瘍内KRAS変

異についてのheterogeneityに関する文献によると、原発病変と転移病変との間に

heterogeneityを認める場合は、原発病変内で腫瘍内heterogeneityを認めることが報告

されている [77]。腫瘍内heterogeneityを認める場合は原発巣と転移巣での分子サブ

タイプが異なる可能性があり、そのことは分子標的薬の選択において重要である。今

後は多発大腸癌においても腫瘍内heterogeneityの解析が望まれる。 

本研究では、同一症例内では病変間の多くの遺伝子変異の一致度が低いこと、

MSI-Hを含む症例はMLH1のメチル化が関与した散発性MSI-Hと考えられる病変が大

半を占めていることが示された。このことから、多発大腸癌において同一症例内では各

病変は独立した経路で発生している可能性が示唆される。その中にはLSのような特殊

な症例が含まれる可能性も否定はできないが、多くは別個に発生してきた病変で形成

されるものであると考えられる。 
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2-5 小括 

 

多発大腸癌において、同一症例内の病変間では多くの分子サブタイプの一致度は

低く、多発大腸癌のMSI-H病変では、MLH1メチル化による発癌が多いことが示された。 
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結論 

 

本研究では同時性多発大腸癌の臨床病理学的・分子学的解析をテーマとして、臨

床情報および手術検体を使用して解析を行い、以下の結果を得た。 

 

1. 無再発生存率は多発大腸癌患者で単発癌患者と比較し有意に低く、多発大腸癌

が独立した予後不良因子の一つであったが、全生存率では予後因子とはならなか

った。 

 

2. 多発大腸癌の同一症例内の病変間の分子サブタイプの一致度は低い。また、多

発大腸癌の MSI-H病変では MLH1 メチル化の関与した散発性 MSI-H病変が

多いことが示された。 

 

以上より、多発大腸癌においても同一症例内で各病変は独立した分子遺伝学的経

路で発生してきており、多くは別個に発生してきた腫瘍である可能性が高いことが示

唆された。多発大腸癌患者の再発率は高く、個々の病変の分子サブタイプが異なる

可能性があることを踏まえて、分子標的薬の選択の際には再発巣の分子サブタイプを

調べることが望ましいと考えられた。 
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