
  
 

 

 

大腸癌における RAR-related orphan receptor 

α1(RORA1) 遺伝子プロモーターのメチル化解析 

 

 

 

 

 

 

 

日本大学医学部外科学系消化器外科学分野 

 

加納	
 久雄 

２０１６年 

指導教員	
 高山	
 忠利 

 



  
 

 

 

大腸癌における RAR-related orphan receptor 

α1(RORA1) 遺伝子プロモーターのメチル化解析 

 

 

 

 

 

 

 

日本大学医学部外科学系消化器外科学分野 

 

加納	
 久雄 

２０１６年 

指導教員	
 高山	
 忠利 

 



  
 

目次 

 

 

ア）概要・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１ 

 

イ）緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２ 

 

ウ）対象と方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・４ 

 

エ）結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・８ 

 

オ）考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１２ 

 

カ）まとめ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１７ 



 

  
 

1 

 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 【概要】 

 

癌抑制遺伝子である RAR-related orphan receptor α (RORA) は、大腸癌において発現が

抑制され、RORA1蛋白質の発現低下は予後不良と相関するという報告があるが、その発現

低下に遺伝子プロモーター領域のメチル化が関与するかどうかは不明である。本研究では、

大腸癌細胞株、および 43例の大腸癌切除標本の癌部と同一患者由来の大腸正常粘膜（非癌

部）を用いて、RORA遺伝子産物のアイソフォームのうち RORA isoform 1 (RORA1)と

RORA isoform 4 (RORA4)の２種類の遺伝子プロモーター領域のメチル化を Sequenom 

MasARRAY systemにより定量的に解析した。また、RORAの遺伝子発現は定量的 PCRを

用いて測定し、メチル化の有無との関連を評価した。その結果、3種類の大腸癌細胞株(Caco2, 

HT29, HCT116)、および大腸癌症例の約 44 %において非癌部と比較して癌部において

RORA1プロモーターのメチル化割合が有意に高かった。一方では、RORA4プロモーター

のメチル化異常は検出されなかった。RORA1 mRNAの発現量を検討したところ、大腸癌

細胞株および大腸癌症例のほとんどの癌部において低下しており、非癌部と比べて癌部に有

意にメチル化割合が高い症例においては、メチル化割合と発現が有意に逆相関した。さらに、

これらの症例の癌部における RORA1プロモーターのメチル化割合は、病期Ⅲの症例と比べ

て、病期Ⅱの症例に有意に高いことが明らかとなった。興味深いことに、大腸癌症例におけ

る RORA1プロモーターの高メチル化は、病期ⅢおよびⅣの症例と比べて、病期Ⅰおよび病

期Ⅱの症例に有意に多いことが明らかとなった。これらの結果より、RORA1プロモーター

が高メチル化を示す大腸癌は、比較的に進行の低い段階に多いと考えられ、そのmRNAの

発現低下とは別の臨床的意義をもつ可能性が示唆された。 

 

 

 



 

  
 

2 

【緒言】 

 

大腸癌におけるメチル化異常 

大腸癌の発症と進展に関わる診断的または予後予測のためのバイオマーカーを同定する

ことは、大腸癌の治療成績の向上において重要である。大腸癌は、数十年の経過で進展する

多段階発癌であり、その発癌過程においては多数の癌関連遺伝子の遺伝子変化およびエピジ

ェネティック変化の蓄積が起きていることが知られている(1, 2)。最もよく知られているエ

ピジェネティック変化の一つは、遺伝子の発現を制御するプロモーター領域や転写開始部位

に位置する CpGアイランドの異常な高メチル化であり、これらは遺伝子の転写活性に抑制

的に作用する。大腸癌においてはMLH1(3), CDKN2A/p16(4), p14ARF(5), MGMT(6)および

HLTF(7)などのさまざまな癌抑制遺伝子が異常なメチル化を受けていることが報告されて

いる(8)。 

 

大腸癌関連遺伝子における新規メチル化異常の同定 

共同研究者らは以前に、Restriction landmark genomic scanning (RLGS) 法を用いてマ

ウスの皮膚腫瘍由来のゲノムにおける腫瘍特異的メチル化領域を検索した。その結果、同定

されたメチル化領域のうちの 14カ所は、マウスとヒトとの種間において高く保存されてい

ることを見いだした(9-12)。本研究では、この腫瘍特異的メチル化領域の中に存在する遺伝

子のうち、これまでに大腸癌において、蛋白質の発現低下と予後不良との相関関係があった

との報告がある retinoic acid receptor-related orphan receptor α (RORA)遺伝子に着目し

た(13)。 

RAR-related orphan receptor (ROR) は、レチノイン酸受容体との高い相同性をもつこと

からクローニングにされたステロイドホルモン受容体スーパーファミリーに属し、ROR α

（RORA）, ROR βおよび ROR γは種の進化を通じて保存された重要な転写因子と考えら

れている。我々の着目した RORAにおいては、4つのアイソフォーム（RORA1, 2, 3およ
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び 4）が知られており、それぞれの N末端領域が異なる構造を持つことによって、相異なる

転写活性化能を示すとされている。（図１）	
 このうち RORA1および RORA4がヒトでは

広く多くの組織に発現することが知られており、RORA2および RORA3については、精巣

などに限局した組織内発現を示すことが報告されている(14-17)。また、これまでに RORA

のリガンドとしていくつかの候補分子が示されているが、cholesterol sulfateが本質的なリ

ガンドと考えられている(18, 19)。 

以前の報告では、大腸癌症例における RORA mRNAおよび蛋白質のいずれの発現も、同

一患者の隣接する正常粘膜（非癌部）と比較すると癌部において低下していることが示され

ている(13)。大腸癌における RORAの機能的役割として、古典的Wnt/β-cateninシグナル

に対して抑制的に働くことによって大腸癌の細胞増殖を阻害している可能性が考えられて

おり、さらにこの効果はプロテインキナーゼ Cαによるリン酸化に依存すると報告されてい

る(20)。また、RORAが癌抑制遺伝子 p53の安定性と転写活性化能を亢進することによっ

て細胞のアポトーシス誘導を増強するという報告や、RORAは NF-κBを阻害する機能を持

つ IκBの転写を亢進するとの報告がある(21, 22)。RORA自体の転写制御については、

hypoxia-inducible factor 1 (HIF1)により転写調節されることが報告されており、いくつか

のヒト疾病に関与することが示されている(23, 24)。これまでの多くの報告では、RORAは

癌抑制遺伝子としての機能的役割を担う可能性を示唆しているが、診断や治療選択を行うた

めのバイオマーカーとして臨床応用が可能かどうかについては、不明な点が多い。 

本研究では、まず大腸癌切除標本の癌部および同一患者の非癌部における RORA遺伝子

のプロモーター領域のメチル化の状態をそれぞれ定量して比較した。さらに、そのメチル化

と遺伝子発現、および大腸癌の病期との関連の有無を検証し、RORA遺伝子が大腸癌の新

規のバイオマーカーとして臨床的意義をもつかどうかの検討を行った。 
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【対象と方法】 

 

１．切除標本および細胞株 

日本大学医学部において手術された 43例の大腸癌症例の切除標本から大腸癌（癌部）お

よび隣接する正常大腸粘膜（非癌部）の検体を得た。本研究は、当該施設内の倫理委員会の

承認を得たのち、すべての患者に同意を得て行った。すべての腫瘍は病理学的に大腸癌と診

断され、TNM分類に準じて病期診断を行った: Stage I 2例、Stage II 17例、Stage III 16

例、Stage IV 8例。解析に用いた 43症例の年齢、病期、mRNA発現量、メチル化割合を補

足資料に示す。 

細胞株は、大腸癌細胞株 4種類：Caco2, colo205，HT29，HCT116および乳癌細胞株 1

種類：MCF7を用いた。細胞株は RIKEN BioResource Center (Tsukuba, Japan)より入手

した。細胞培養液は、大腸癌細胞株では RPMI1640 (Gibco) にウシ胎児血清(FBS)を 10％

添加したものを用い、乳癌細胞株では DMEM に FBS を 5％添加して使用した。細胞培養

は 37℃、5％CO2の条件下で培養した。 

 

２．バイサルファイト処理およびメチル化解析 

	
 ゲノム DNAの抽出は QIAamp DNA Mini Kit(Qiagen, Valencia, CA)を用いて推奨され

る使用法に準拠して行った。抽出したゲノム DNAは NanoDropを用いて濃度測定を行い、

A260/A280比が、1.8-1.9であることを確認した。 

	
 す べ て の プ ラ イ マ ー は Methprimer  (http://www.urogene.org/methprimer/ 

index1.html)またはMethyl Primer Express Software v1.0 (Applied Biosystems, Foster 

City, CA) を用いて設計し、Operon Biotechnology (Tokyo, Japan)社のものを使用した。バ

イサルファイト処理は、EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Orange, CA)を用いて

行った。これを HotStar Taq Polymerase (Qiagen) を用いて増幅した。反応条件は、変性

反応は 94°C 15分間ののちに、 94°Cで 20秒間、アニーリング反応 56°Cで 30秒間、伸長
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反応は 72°C で 1 分間として 45 サイクル繰り返した。最終伸長反応は、72°C で 3 分間行

った。PCR産物は Shrimp Alkaline Phosphotase (Sequenom)処理で脱リン酸化したのちに

Masscleave kit (Sequenom)を用いて in vitro 転写反応によりRNAを作成、さらにRNaseA

処理による切断を行った。メチル化された CpG配列由来のシトシンはデオキシリボ核酸で

あるため切断されない、したがって CpGのメチル化の状態により断片に差が生じることか

ら、この質量差を飛行時間型質量解析装置により定量解析した。RNase A による切断後の

サンプルは、clean resin (Sequenom)を用いて脱塩したのちMassARRAY nanodispenser 

(Sumsung)で 384-pad SpectroCHIP(Sequenom)へスポットして Mass ARRAY Compact 

System (Sequenom, San Diego, CA)を用いて計測した。結果は、EpiTyper software v1.0 

(Sequenom)によって、切断された PCR断片を、CpG配列を含む一つの集まり（CpG site）

として解析した(9,25)。これまでに RORA遺伝子には 4種類の isoformが知られているが、

このうち RORA1と RORA4は、広く多くの組織内に転写産物が同定されているが、RORA2

と RORA3 については精巣など限局した発現とされている(14-17)。そのため、本研究では

RORA1および RORA4の 2種類のアイソフォームにおけるプロモーター領域のメチル化の

状態について検討を行った。	
 PCR による増幅に用いた reverse primer は、 in vitro 

transcription 反 応 の た め の T7 promoter 配 列 を 含 む タ グ を 付 加 し た

(5′-cagtaatacgactcactatagggagaaggct-3′)。また、forward primerには融解温度(Tm)を調整

す る 目 的 に 10 塩 基  (5′-aggaagagag-3′) の タ グ を 付 加 し た ：  Rora-1F: 

aggaagagagTTGTAGAAAAATTAAAGTTAGGGGG, Rora-1R: 

cagtaatacgactcactatagggagaaggctCAAACAAAACTATTCCAACACCAACA, Tm 56°C; 

Rora-4F: aggaagagagTGTTGGTGTTGGAATAGTTTTGT and Rora-4R: 

cagtaatacgactcactatagggagaaggctTTTTTTAATACCATAAAATTACTCTAA, Tm 56°C 

(Operon)。 

バイサルファイトシークエンシングによる塩基配列は、バイサルファイト処理をしたゲノ

ム DNAを BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit を用いて修飾したのち Applied 
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Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems)により決定した。 

 

３．定量的 RT-PCR (reverse transcribed-polymerase chain reaction ) 

	
 mRNA 発現は定量的 RT-PCR 法を用いて測定した。全 RNA を  TRIzol Reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて抽出したのち、RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて精

製した。RNA濃度と品質は、RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) 

を用いて Agilent 2100 Bioanalyzer により解析した。各サンプルは NanoDropを用いて濃

度測定を行い、A260/A280比が、2.0以上であることを確認した。一本鎖 cDNA は、PrimeScript 

RT reagent Kit (Takara Bio, Tokyo, Japan)を用いて全 RNAから逆転写により生成した。

cDNA は SYBR Premix Ex Taq (Takara)を用いて標識したのち Thermal Cycler Dice 

Real-Time System (Takara Bio)により増幅して検出を行った。RORA1 の検出に用いたプ

ラ イ マ ー 配 列 お よ び ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 以 下 を 用 い た ：  HA057856-F: 

5′-CAGAGCTATTCCAGCACCAGCA-3′ and HA057856-R: 

5′-GGATTCCTGATGATTTGTCTCCAC-3′ (Takara Bio), Tm 63°C.	
 DNA量の標準化の

ための内部コントロールとして用いた glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)のプライマー配列およびアニーリング温度は以下を用いた：  GAPDH-F: 

5′-GCACCGTCAAGGCTGAGAA-3′ and GAPDH-R: 5′-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3′, 

60°C。すべてのサンプルの計測値は 3回行った平均を用いた。 

 

４．統計学的分析 

	
 Sequenom MassARRAY 法により得られた各症例の大腸癌および非癌部のメチル化割合

の平均値の差、各病期におけるメチル化割合の平均値の差が統計的に有意かどうか t検定を

行い、p値< 0.05を統計的に有意差ありと判定した。 

	
 症例の年齢とメチル化割合との連関性、および mRNA 発現とメチル化割合との相関は

Pearsonの相関係数を算出し、t検定を行い、p値< 0.05を統計的に有意差ありと判定した。 
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 大腸癌の病期（I および II期、または III および IV期）と、大腸癌における RORA1プ

ロモーターの高メチル化(+)群（メチル化割合 38％以上）、または高メチル化（-）群との連

関性は、Pearsonχ2検定を行い、p値< 0.05を統計的に有意差ありと判定した。 
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【結果】 

 

１．大腸癌の RORA1 プロモーターはメチル化を受ける 

	
 大腸癌における RORA 遺伝子プロモーター領域のメチル化の有無を検討する目的に、

我々は 43例の新鮮凍結された大腸癌切除標本の癌部、および同一患者の正常大腸粘膜（以

下、非癌部と記す）、4 種類の大腸が癌細胞株、1 種類の乳癌細胞株を用いて Sequenom 

MassARRAY法による解析を行った。その結果、RORA1プロモーター上の CpGアイラン

ドは、切除標本から得られた非癌部と比較すると、癌部において高頻度にメチル化されてい

ることが観察された。さらに、大腸癌細胞株においてもメチル化が観察された。（図２）	
 す

べてのサンプルについて、癌部と非癌部における RORA1および RORA4のメチル化の状態

をそれぞれ比較したところ、RORA1プロモーターでは、癌部で高頻度にメチル化されてい

るのに対して、RORA4プロモーターのメチル化異常は明らかではなかった。(図３および図

４) 

	
 これらの結果より、RORA1プロモーターのメチル化は、非癌部と比較して大腸癌に高頻

度に起こるエピジェネティック変化である可能性が示唆されるため、RORA1のメチル化お

よび遺伝子発現についてさらなる解析を行った。 

 

2．大腸癌と非癌部との RORA1 プロモーターのメチル化割合の比較 

	
 大腸癌および非癌部の両方の検体を Sequenom MassARRY 法で測定した結果から、

RORA1プロモーターのメチル化割合にもとづいて、高メチル化のしきい値を決定するため、

非癌部におけるメチル化割合の平均値+2SDを算出した。その結果 38％であったことから、

メチル化割合 38％以上を高メチル化(+)群、38%未満を高メチル化(-)群と定義した。（図５）	
 

4種類の大腸癌細胞株のうち 3種類（Caco2, HT29, および HCT116）において、乳癌細胞

株である MCF7 と比較すると顕著な RORA1 プロモーターのメチル化が検出された。さら

に、各症例における癌部と非癌部とのメチル化割合の差が統計的に有意かどうか（p< 0.0５）
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にもとづいて、非癌部に有意に高い群（非癌部＞癌部）、有意差が認められない群（非癌部

＝癌部）、または癌部に有意に高い群（非癌部＜癌部）の 3 群に分類し、それぞれの全体の

症例数に占める割合を算出したところ、非癌部＞癌部は 4.9%（2例）、非癌部＝癌部は 51.2%

（21 例）、非癌部＜癌部は 43.9%（18 例）であった。（図６）	
 また、非癌部と癌部との

メチル化割合の平均値の差が統計的に有意かどうかを確かめるために、有意水準 5%で両側検定

の t検定を行ったところ、t (83)= 4.138, p< 0.001であり、有意差が示された。これらの結果よ

り、非癌部と比較して癌部においてメチル化割合が高いことが明らかとなった。（図７） 

	
 また、バイサルファイトシークエンシング法を用いてメチル化の有無を検出したところ、

メチル化シトシンが確認された。（図８）症例 11では、非癌部においてメチル化シトシンが

観察されており、これはMassARRAY EpiTYPERにおいても約 56%のメチル化割合を示し

ており、両者の異なるメチル化の検出法の結果には、矛盾はみられなかった。 

	
 加齢変化や炎症性変化による大腸粘膜のメチル化の増加はよく知られており（26, 27）、

本研究に使用した検体に炎症性腸疾患の合併例は含まれていないが、加齢による本研究結果

への影響が懸念された。そこで、非癌部、または大腸癌の RORA1プロモーターのメチル化

割合、大腸癌/非癌部のメチル化割合の比、それぞれについて各症例の年齢との相関関係の

有無を検討したところ、年齢と大腸癌におけるメチル化割合とが、有意に相関した（p = 

0.033）。年齢と非癌部におけるメチル化割合、または癌部と非癌部のメチル化割合の比（癌

部/非癌部）とは相関しなかった。（図９）本研究に用いた症例において、大腸癌における

RORA1 プロモーターのメチル化が、加齢とともに増加する傾向を示したことは興味深い。

しかしながら、年齢と非癌部のメチル化割合との相関は認めなかったことから、非癌部と比

較して大腸癌において RORA1プロモーターのメチル化が有意に多いという結果に、症例の

年齢が与える影響は小さいと考えられた。 

 

３．大腸癌の一部では RORA1 の発現低下とメチル化とは逆相関する 

RORA1プロモーターのメチル化が、RORA1 mRNAの発現に及ぼす影響を検討する目的
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に、各種細胞株、および切除標本の癌部および非癌部より RNAを抽出し、定量的 RT-PCR

法を用いて RORA1 ｍRNAの発現レベルを解析したのち、メチル化割合との関連を検討し

た。その結果、RORA1 の発現は、MCF7 乳癌細胞株と比較すると、大腸癌細胞株(Caco2, 

colo205, HT29, HCT116)において低下していることが判明した。(図１０A)	
 さらに、

colo205 細胞株においては MassARRAY EpiTYPER では高メチル化(+)群に含まれなかっ

たにも関わらず、RORA1 mRNA の発現は低下していることが判明した。また、大腸癌症

例の約 44％において癌部に有意にメチル化割合が高かったが、RORA1 mRNAの発現は、測

定された概ね全ての症例において癌部で発現低下する傾向があった。（図１０B）	
 次に、癌部

と非癌部とのメチル化割合の有意差にもとづいて分類した、非癌部＞癌部、非癌部＝癌部、

非癌部＜癌部のそれぞれの群において、RORA1プロモーターのメチル化割合の比と、RNA

を抽出し得た各症例の RORA1 mRNAの発現量との相関関係の有無を検討した。その結果、

非癌部と比較して癌部において有意にメチル化割合が高かった群（非癌部＜癌部）において、

RORA1 プロモーターのメチル化割合の比と癌部における RORA1 mRNA の発現、または

癌部と非癌部の発現量の比（癌部/非癌部）のいずれも有意に逆相関した。（p= 0.044, p= 

0.041、図１１）したがって、癌部で有意に高メチル化を示す症例においては、RORA1 の

発現低下はメチル化に依存している可能性が示唆された。また、メチル化異常が検出されな

かった RORA4について発現を調べたところ、癌部に高発現の傾向がみられ、RORA1と異

なる発現制御を受けている可能性が示唆された。（図１２） 

 

４．RORA1 プロモーターは進行度の低い大腸癌でメチル化が高い 

RORA1プロモーターが癌部で有意にメチル化を受けている症例において、RORA1の発現低

下はメチル化割合の増加に依存する可能性が示唆されたことから、これらの症例における大腸

癌の進展が、RORA1プロモーターのメチル化に影響を受けるかどうかを調べる目的で、癌部

でメチル化割合の差が優位であった群（非癌部＜癌部）におけるRORA1のメチル化割合と病

期との関連を検討した。その結果、癌部におけるメチル化割合が高いものは、病期Ⅲと比べて
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病期Ⅱにおいて有意であることが判明した。（図１３）さらに、大腸癌43症例をTNM分類に

準じた病期診断により病期Ⅰおよび病期Ⅱ（19例）、病期Ⅲおよび病期Ⅳ（24例）の2群に分

類し、RORA1プロモーターの高メチル化(+)群（メチル化割合38％以上）または高メチル化（-）

群との連関性を検定したところ、有意であった（p = 0.014, 表１）。これらの結果から、RORA1

プロモーターの高メチル化は、大腸癌の病期Ⅲおよび病期Ⅳと比べて、病期I および病期Ⅱに

多いことが示された。これらの結果より、RORA1プロモーターのメチル化割合の高い大腸癌

は、比較的に進行が低い段階のものが多いという可能性が示唆された。 
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【考察】 

 

	
 我々は、マウスモデルから得られた腫瘍特異的メチル化領域の中で、ヒトでも保存されて

いる RORA 遺伝子プロモーターの CpG 領域のメチル化を MassARRAY EpiTYPER 解析

を用いて定量した。これまでの報告によると、RORA は乳癌、前立腺癌において発現低下

する癌抑制遺伝子として機能的役割をもつことが示唆されており(28, 29)、その遺伝子座は

FRA15Aと呼ばれる染色体 15q22.2の脆弱部位の中央に位置する(30)。染色体の共通脆弱部

位は、姉妹染色体を含むゲノムの相同組み換え領域、転座、欠失、染色体内の遺伝子増幅、

腫瘍関連ウイルス遺伝子の挿入などが好発する高度な染色体不安定性を示す部位として知

られている。それゆえ、いくつかの進行癌でしばしば発現低下がみられる RORA は、これ

らの染色体異常により機能喪失する癌抑制遺伝子のひとつであることが推察される。癌抑制

遺伝子の不活化の機序として、ヘテロ接合性の消失（LOH）に加えて残りの正常アリルの

遺伝子プロモーターのメチル化、あるいは遺伝子変異というクヌドソンの two-hit モデルに

基づいた機序が広く知られているが(31)、RORA1の不活性化についての詳細は不明である。

そのため、本研究において、大腸癌における RORA1プロモーターのメチル化が、RORA１

の発現低下と関連するかどうかを検討したところ、RORA1プロモーターのメチル化が癌部

で有意に高い大腸癌症例においては、メチル化割合とmRNA発現は逆相関しており、一部

の大腸癌では RORA1の発現はメチル化によって制御されている可能性が示唆された。 

	
 本研究では、RORA1の発現は、乳癌細胞株であるMCF7細胞と比較して、より大腸癌細

胞株において低発現であったが、Zhu らは、MCF7 細胞株を含む乳癌細胞株においても

RORAの発現低下をみとめることを報告しており、両者の結果には相違が見られた(30)。し

かしながら、Zhuらは、RORAの発現の検出には、4種類の isoformに共通する配列を増幅

するようにプライマーを設計しており、一方では、我々は RORA1および RORA4のそれぞ

れに特異的なプライマーを用いて検出したことから、互いの研究グループの結果の相違は、

異なる配列のプライマーを用いたことに起因している可能性が考えられた。また、Kottorou
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らの 81 例の大腸癌症例、および 53 例の大腸正常粘膜サンプルを用いた解析によると、

RORA mRNAは、大腸癌と大腸正常粘膜と比較すると、大腸癌において発現低下している

ことが報告されており、このことは本研究結果と矛盾しなかった(13)。	
 彼らは、mRNA

の発現低下を引き起こす制御機構については言及していないため、本研究において RORA1 

mRNA の発現低下に、遺伝子プロモーター領域のメチル化が関与する可能性を見出したこ

とは新しい知見である。Kottorou らは、RORA 蛋白質の発現についても検討しており、同

様に大腸癌において蛋白質の発現低下があることを示したばかりでなく、RORA 蛋白質の

発現低下と大腸癌の無増悪生存期間の低下とが有意に相関することを報告している。興味深

いことに、彼らの報告によると、大腸正常粘膜においては RORA mRNAの発現と蛋白質の

発現とは相関するが、大腸癌においては相関を認めなかったとしている(13)。	
 大腸癌にお

けるmRNAの発現と蛋白質発現の解離には、蛋白質分解の亢進などの翻訳後修飾の関与が

推察されるが、彼らは RORA遺伝子の 4つのアイソフォームに共通領域のプライマーを用

いて、RORA1-4 のすべてのアイソフォームの mRNA を同時に検出、評価しており、また

RORA蛋白質を検出する抗 RORA抗体もすべてのアイソフォームを検出しうる抗体を用い

ている。本研究において、RORA4 mRNA の発現は、癌部に高い傾向であったという結果

を考慮すると、彼らの大腸癌におけるmRNAの発現と蛋白質発現とが解離している結果は、

プライマーや抗体の影響も否定できないと思われる。 

	
 RORA1と RORA4は、いずれも単量体で RORA response element（RORE）と呼ばれ

る DNA上のモチーフに結合して、転写活性を亢進する機能を持つ。したがって、両者は同

じ下流遺伝子の転写に機能的役割を持つことが推察されるが、これまでに両者の蛋白質機能

を比較し、その相違を明確に示した報告はみられない。RORA のアイソフォームは、N 末

端側の（A/B domain）の構造の違いによって DNA への結合能が異なることが知られてお

り（15, 16）、ルシフェラーゼレポーターアッセイの結果では、RORA1は、RORA4の数倍

以上の転写活性化能を持つことが示されている(32)。しかしながら、両者の機能的役割がど

のように分担されているのか詳細は不明である。マウスの肝細胞においては、RORA アイ
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ソフォームの中で、RORA4のみが高い発現を示すことが報告されており、興味深いことに、

ヒト肝芽腫由来の HepG2細胞株においては、低酸素処理により RORA4が特異的に発現誘

導されることが報告されている。さらに、RORA4のプロモーター領域にhypoxia-responsive 

element (HRE)のコンセンサス配列が存在しており、低酸素条件における RORA4の発現誘

導は hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α)に依存することが分かっている(23)。	
 HIF-1α

は、急激な増殖・増大にともなって低酸状態に陥った腫瘍組織において活性化され、VEGF

を含むさまざまな血管新生に関与する遺伝子群の転写を活性化する転写因子として知られ

ているが、大腸癌においても、病期の進行とともに HIF-1αが高発現することが報告されて

いる(33）。	
 本研究において、RORA1は大腸癌で発現低下したが、RORA4の発現変化は、

癌部において高い傾向がみられた。これらのことから、大腸癌において RORA1の発現低下

は、癌抑制遺伝子の機能の喪失を引き起こすと考えられているが、一方では RORA4の発現

は、RORA1の発現低下により、相対的に発現が上昇、または低酸素状態の腫瘍において発

現誘導を受けることで、RORA4 の機能が大腸癌では優位の状態であることが推察される。

Tuongらは、マウスの脂肪組織では、RORA1の発現と比較すると RORA4が非常に有意な

発現を示していたことから、RORA4を脂肪特異的に発現誘導するトランスジェニックマウ

スモデルを作成し、このマウスでは、脂肪肝を含む著明な脂肪の蓄積と耐糖能の低下が認め

られたと報告している(34)。	
 興味深いことに、Xiaoらは、大腸癌組織では、脂肪細胞の増

加と増大があることから、大腸癌と脂肪細胞由来の増殖因子の異常の関連について報告し、

これは RORA 遺伝子の発現低下による脂質代謝異常に起因する可能性について言及してい

る(35)。	
 しかしながら、彼らは RORA4特異的には発現を調べていないことから、Tuong

のマウスモデルの結果を考え合わせると、RORA1 の発現低下だけでなく、RORA4 の脂質

代謝における機能的役割もまた、大腸癌の進展に大きく関与している可能性が考えられた。 

大腸癌の発生は、ジェネティックおよびエピジェネティックな多段階の変化の蓄積による正

常大腸粘膜の悪性転化であると知られている(36)。	
 本研究の結果では、RORA1プロモータ

ーの高メチル化は、大腸癌の病期I および病期Ⅱ に有意に多く、病期の進行とともにメチル
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化は低くなる可能性が考えられ、進行度の低い段階においてRORA1プロモーターのメチル化

が高いことは、その発現とは相異なる臨床的意義を持つ可能性が示唆された。 

これまでの大腸癌における遺伝子メチル化解析において、腫瘍特異的に遺伝子プロモーター

のメチル化の蓄積を認める一群が報告されたことから、CpG island methylator phenotype (CIMP)

の概念が広く知られているが、これは前癌病変である大腸鋸歯状腺腫の段階から認められるこ

とがある。したがって、CIMPは発癌の初期の段階から関与することが示唆されるが、このこ

とは、本研究の結果と関連しているのかもしれない（37, 38）。興味深いことに、最近のゲノ

ム網羅的な一塩基多型連鎖アレイ解析を用いた研究が、染色体15q22のRORA遺伝子座位の近

傍に新規の大腸癌感受性遺伝子座を同定した(39)。 さらに、自閉症スペクトラム障害に関す

る以前の連鎖解析の報告によると、染色体15qはエピジェネティック変化のホットスポットも

しくはこの疾患に寄与するゲノムインプリンティングの感受性部位とされている(40)。したが

って、大腸癌におけるinsulin-like growth factor 2（IGF2）のインプリンティングの消失で知

られるように、染色体15qに位置するRORA遺伝子の発現レベルは、遺伝子プロモーターのメ

チル化に加えて、いくつかの調節機構による影響を受けている可能性が示唆される(41, 42)。	
 

その上、RORA蛋白質は、大腸癌においてしばしば高発現するメチル基転移酵素のひとつであ

るenhancer of zeste homolog 2 (EZH2) methyltransferase によって不安定化されることが

最近の報告で明らかとなった(43-45)。これらのRORA遺伝子の発現制御に関わる複雑な調節

機構と、本研究結果とを考え合わせると、大腸癌の病期I および病期Ⅱの段階におけるRORA1

の発現は、プロモーター領域のメチル化に依存して抑制されている可能性があるが、大腸癌の

進行にともなって染色体15qに蓄積するジェネティックおよびエピジェネティックな異常に

より、RORA1の発現低下は、もはやメチル化に依存しない状態に変化することが推察された。

つまり、大腸癌の病期Ⅲ および病期ⅣにおけるRORA1の低発現は、もはやプロモーターのメ

チル化ではなく、ヒストン修飾などの発現制御機構に依存している可能性が推察される。（図

１４）	
 このことから、ヒストンH3のLysine 9のアセチル化、およびLysine 4のメチル化、

そしてRORAプロモーター領域のLysine 9のメチル化の状態を調べることが、大腸癌における
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RORA1の負の発現調節機構が明らかにできるかもしれない。 

	
 進行大腸癌の術後化学療法などの治療選択の指標となるバイオマーカーの同定は、臨床に

おいて重要である。多岐にわたる大腸癌の発癌経路の中で、本研究において RORA1プロモ

ーターのメチル化は、病期Ⅰおよび病期Ⅱに多く、とくに、癌部で有意にメチル化割合が高

かった群においては、病期Ⅲと比べると病期Ⅱにおいて有意であった。これは逆に言うと、

病期Ⅱにおいてメチル化割合が低い症例は、進行度が高い大腸癌なのかもしれない。つまり、

RORA1プロモーターのメチル化の計測は、大腸癌の中でも、high-risk stageⅡ群と呼ばれ

る術後化学療法の相対的適応とすべき予後不良症例を予め抽出しうるバイオマーカーとし

ての臨床的意義があるかもしれない。RORA1プロモーターの高メチル化が、大腸癌の予後

予測因子となりうるかどうかを検証するためには、高メチル化の有無により分類された患者

群における生存率の解析が、今後の課題と考えられた。 
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【まとめ】 

 

	
 我々は、大腸癌治療に応用できる新しいバイオマーカーを同定することを目的に、まず共

同研究者らが同定したマウスモデルの腫瘍特異的メチル化領域に存在する遺伝子のうち、こ

れまでにいくつかの癌種において発現低下することが知られている RAR-related orphan 

receptor α (RORA) 遺伝子に注目した。本研究において、大腸癌切除検体における RORA

遺伝子の 2 種類のアイソフォームのプロモーター領域についてメチル化の状態を解析した

結果、RORA1プロモーターは、非癌部と比べて大腸癌において有意にメチル化が高いばか

りでなく、癌部のメチル化が有意に高いものでは、RORA1 プロモーターのメチル化は、

mRNA の発現低下の制御機構のひとつと考えられた。さらに、大腸癌の進行度の低い段階

において、メチル化が有意に高いことから、RORA1プロモーターのメチル化の計測は、大

腸癌の病期Ⅱの中でも術後化学療法を必要とするハイリスク症例を検出するためのバイオ

マーカーとして、臨床的意義を持つかもしれない。 
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【図表と図説】  

 

図１  

 

 

 

 

 

 

 

 

RORA 遺伝子の構造  

	
 RORA遺伝子の４つのアイソフォーム(RORA1, RORA2, RORA3, RORA4) の exon と 

intron の構造を示す。3’末端側の９つの exon は、すべてのアイソフォームにおいて共通

の配列である。黒塗りの部分は cording sequence を示す。  
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RORA１遺伝子プロモーター領域の DNA 高メチル化 

	
 Sequenom MassARRAY解析の EpiTYPER program から得られた大腸癌切除検体、非癌部および各種の

癌細胞株における RORA1遺伝子プロモーター領域のメチル化の割合（％）の結果をエピグラムで示す。それ

ぞれの CpGアイランドを（○）で示し、そのメチル化の割合は 0％（赤色）～100％（黄色）まで 10％ごとに

色分けして示されている。メチル化および非メチル化断片のうち、質量分析装置で検出されなかったものは白

色の○(Not analyzed)で示す。CpGアイランドの数、標的の塩基配列長、サンプル名の Tは大腸癌の切除検体

を示し、Nは同一患者から得た正常な大腸粘膜検体を示す。 
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大腸癌と非癌部との RORA1 プロモーターのメチル化の比較 

	
 本研究でメチル化解析に使用したすべての大腸癌切除検体(CRC)の、非癌部および癌部における

RORA1遺伝子プロモーター領域のメチル化の割合（％）の結果をエピグラムで示す。症例 11~20は、図２に

示した症例と重複している。 
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大腸癌と非癌部との RORA4 プロモーターのメチル化の比較 

	
 本研究でメチル化解析に使用したすべての大腸癌切除検体(CRC)の非癌部と癌部、および各種の癌細

胞株における RORA4遺伝子プロモーター領域のメチル化の割合（％）の結果をエピグラムで示す。 
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大腸癌における RORA1 プロモーターのメチル化割合 

	
 Y軸の数値はバイサルファイト処理された CpGアイランドを含む全ての標的領域のメチル

化割合の平均値を示す。エラーバーは平均値の標準偏差を示す。黒の点線は非癌部のメチル化

割合の平均値＋2SD(38%)を示し、38%以上を高メチル化(+)と定義した。 
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RORA1 プロモーターのメチル化割合の有意差による分類 

	
 各症例における、癌部と非癌部とのメチル化割合の差が統計的に有意かどうか（p< 0.0５）に

もとづいて、非癌部に有意に高い群（非癌部＞癌部）、有意差が認められない群（非癌部＝癌部）、

癌部に有意に高い群（非癌部＜癌部）の 3群に分類し、それぞれの症例の癌部と非癌部とのメ

チル化割合の比（癌部/非癌部）をグラフで示した。横軸は症例番号を示す。 
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大腸癌と非癌部との RORA1 プロモーターのメチル化割合の比較 

Sequenom MassARRY法で測定した大腸癌 43症例における、非癌部と癌部とのメチル化割合の平

均値の差が統計的に有意かどうかを確かめるために、有意水準 5%で両側検定の t検定を行ったとこ

ろ、t (83)= 4.138, p< 0.001と有意差をみとめた。 
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バイサルファイトシークエンスによる RORA1 プロモータのメチル化の検出 

	
 バイサルファイトシークエンシング法を用いたメチル化 CpGの検出を示す。青矢印はメチ

ル化シトシン残基を示し、赤矢印はバイサルファイト処理によって非メチル化シトシン残基か

ら転換したウラシル残基を示す。Tは大腸癌の切除検体を示し、Nは同一患者から得た正常大腸粘膜（非

癌部）検体である。 



 

  
 

28 

!"
!#

$%
&
%'

()
*+
,-
./

0

図９  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

年齢と RORA1 プロモーターのメチル化割合の相関 

	
 左上図：大腸正常粘膜（非癌部）における、年齢と RORA1遺伝子プロモーターのメチル化

割合との相関関係（p = 0.112）。右上図：大腸癌における、年齢と RORA1遺伝子プロモータ

ーのメチル化割合との相関関係（p = 0.033）。左下図：年齢と大腸癌/非癌部のメチル化割合の

比率との相関関係（p = 0.110）。 
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RORA1 mRNA の発現解析 

	
 RORA1 mRNAの発現を定量的 RT-PCRにより解析した結果を示す。発現レベルはGAPDH

を内部コントロールとして標準化した。(A) 各種癌細胞株における発現レベルは 3回の実験の

平均値を用い、エラーバーは標準偏差を示す。下段にメチル化割合の高メチル化(+)のしきい値

にもとづいた分類を示す（B）大腸癌切除検体における、癌部と非癌部の RORA1mRNAの発

現を示す。 
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RORA1 mRNA の発現とメチル化割合との相関 

非癌部と比べて癌部において有意にメチル化割合が高かった群（非癌部＜癌部）の RNA を抽

出し得た 14 症例において、RORA1 プロモーターのメチル化の割合の比（癌部/非癌部）と、

癌部における RORA1 mRNAの発現（A）、またはmRNAの発現量の比（癌部/非癌部）(B)の

いずれも有意に逆相関した。（p= 0.044, p= 0.041） 
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RORA4 mRNA の発現解析 

	
 大腸癌切除検体における、非癌部および癌部の RORA4 mRNAの発現を定量的 RT-PCRに

より解析した結果を示す。発現レベルは GAPDHを内部コントロールとして標準化した。 
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図１３  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

大腸癌の病期と癌部の RORA1 プロモーターのメチル化割合の関連 

	
 癌部と非癌部のメチル化割合に有意差のあった（非癌部＜癌部）群 18 例について、各症例の病

期 Ⅱ、病期Ⅲおよび病期Ⅳの癌部におけるメチル化割合を示す。各病期における癌部のメチル化

割合の平均値の差が統計的に有意かどうかを確かめるために、有意水準 5%で両側検定の t検定を行

ったところ、病期 Ⅱと病期Ⅲとでは、t (10)= 2.42, p =0.036 と有意差をみとめた。 
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正常~進行大腸癌における RORA1 プロモーターのメチル化と発現との関係 
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① 	
 原著論文 

1. 根津	
 健、柴田昌彦、加納久雄：胃癌・大腸癌患者における OK-432刺激 

による末梢血単核球の IL-12産生能の検討。Biotherapy 12巻 5号：741-743、1998 

2. 柴田昌彦、根津	
 健、加納久雄：癌の進行に伴う細胞性免疫能の変動	
 特 

に Th1/TH2バランスと Th1サイトカインの阻害因子について。Biotherapy 12巻 5号：

715-717、1998 

3. 加納久雄、柴田昌彦、根津	
 健：末梢血リンパ球と癌局所の Th1/Th2バ 

ランスの比較。Biotherapy 12巻 5号：900-902、1998 

4. 大井田尚継、三宅	
 洋、森	
 健一郎、根津	
 健、加納久雄、永田靖彦、三 

松謙司、矢島幸浩、藤崎	
 滋、秦	
 怜志、天野定雄、福澤正洋、菅 優： 

膵頭十二指腸切除後今永法再建における膵腸吻合不全の検討	
 膵管径及び残膵繊維性

硬化の有無から。日大医学雑誌、58巻 2号、138-142、1999 

5. 天野定雄、久保井洋一、柏尾光彦、青木信彦、斉藤良人、加納久雄、阿部 

英雄、朴	
 英智、大井田尚継、三宅	
 洋、秦	
 怜志、中山壽之、福澤正洋、 

奥畑好孝、田中良明、杉谷雅彦、根本則道：乳癌の sentinel node surgeryにおける放

射能の影響について。日大医学雑誌、61巻、2~3、74-77、2002 

6. 三松謙司、大井田尚継、加納久雄、久保井洋一、金田英秀、川崎篤史、 

天野定雄：食道扁平上皮癌手術症例における高 Ca血症と Alendronate (OnclastⓇ)予

防投与の意義。日大医学雑誌、62 巻、12 号、639-643、2003	
 

7. 三松謙司、天野定雄、大井田尚継、加納久雄、久保井洋一、金田英秀、	
 

川崎篤史、菅	
 優：胃切除後胸部食道癌における右結腸再建例の検討。	
 

日本外科系連合学会誌、29 巻、2号、197-201、2004	
 

8. 久保井洋一、大井田尚継、加納久雄、三松謙司、小倉道一、天野定雄：	
 

当院外科における乳癌治療成績統計。日大医学雑誌、65 巻、2号、116-120、2006	
 

9. 三松謙司、加納久雄、小倉道一、久保井洋一、大井田尚継：食道癌周術	
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期管理における好中球エラスターゼ阻害剤の有用性についての検討。臨床外科、61 巻、

7号、975-976、2006	
 

10. 三松謙司、加納久雄、久保井洋一、小倉道一、大井田尚継：吻合部径か	
 

らみた hemidouble	
 stapling	
 method(HDSM)による Billoth	
 I 法再建法の	
 

有用性。手術、60 巻、8号、1217-1223、2006	
 

11. 小野大気、三松謙司、川崎篤史、加納久雄、久保井洋一、荒牧	
 修、大	
 

井田尚継：当院における経肛門的直腸異物症例の検討。日大医学雑誌、67巻、4号、226-229、

2008	
 

12. 三松謙司、大井田尚継、川崎篤史、加納久雄、藤江俊雄、斎野容子、	
 

辻	
 陽子、荒居典子、佐伯郁子、大野匡之：術式別にみた消化器癌患者に対する術前免

疫増強栄養剤投与の有用性。静脈経腸栄養、25 巻、2号、609-615、2010	
 

13. 三松謙司、川崎篤史、木田和利、吹野信忠、加納久雄、大井田尚継：腹	
 

壁貫通固定法による腹腔鏡下腹壁ヘルニア修復術のピットフォール。手術、	
 

67 巻、9号、1341-1346、2013	
 

14. Hisao	
 Kano,	
 Tadatoshi	
 Takayama,	
 Yutaka	
 Midorikawa,	
 Hiroki	
 Nagase:	
 	
 

Promoter	
 hypomethylation	
 of	
 RAR-related	
 orphan	
 receptor	
 α1	
 is	
 correlated	
 with	
 

unfavorable	
 clinicopathological	
 features	
 in	
 patients	
 with	
 colorectal	
 cancer.	
 

BioScience	
 Trends.	
 2016;	
 10(3):	
 202-209	
 

② 症例報告	
 

1. 富田凉一、藤崎	
 滋、加納久雄、根津	
 健、福澤正洋：早期胃癌における創部吊り上げ

と Kent 式開創鉤を用いた小開腹による胃部分切除術。手術、53 巻、7号、939-943、1999	
 

2. 小村憲一、増田英樹、石井敬基、青木信彦、加納久雄、佐藤史井、小坂	
 

和子、軽部秀明、相崎一雄、青木	
 優、三宅良明、大塚仁樹、加納	
 誠、	
 

沢田滋正。日大医学雑誌、59 巻、3号、129-133、2000	
 

3. 小村憲一、増田英樹、石井敬基、小坂明子、青木信彦、佐藤史井、軽部秀明、加納久雄、
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相崎一雄、青木	
 優：食物による腸閉塞にて発症したと考えられた傍十二指腸ヘルニア

の 1例。日大医学雑誌、59 巻、5号、2000	
 

4. 秦	
 怜志、天野定雄、桜井健一、藤井	
 宏、朴	
 英智、加納久雄、大井田尚継、三宅	
 洋、

福澤正洋、杉谷雅彦：食道癌副腎転移の 1切除例。日本消化器外科学会雑誌、33 巻、6

号、2000	
 

5. 佐藤史井、増田英樹、石井敬基、青木信彦、中山壽之、小坂和子、軽部秀明、加納久雄、

相崎一雄、小村憲一、青木	
 優：胆石イレウスの 1例。日大医学雑誌、59 巻、4号、2000	
 

6. 上原秀一郎、西田	
 茂、安室省吾、加納久雄、柏尾光彦、福澤正洋、根本則道：悪性狭

窄と鑑別が困難であった下行結腸潰瘍の 1例。日本外科系連合学会誌、26 巻、1号、2001	
 

7. 上原秀一郎、西田	
 茂、齋藤良人、加納久雄、柏尾光彦、安室省吾、福澤正洋：ポリペ

クトミー後 4年 2 ヶ月目に局所再発・肺転移をきたした直腸 sm 癌の 1 例。日本消化器

外科学会雑誌、34 巻、11 号、2001	
 

8. 大原守貴、秦	
 怜志、朴	
 英智、加納久雄、柴田昌彦、福澤正洋：食道癌術後頚部リン

パ節転移再発に対する集学的治療の経験。日大医学雑誌、62 巻、4号、226-228、2003	
 

9. 大原守貴、久保井洋一、柏尾光彦、神山英彦、小沼憲祥、松尾定憲、加納久雄、天野定

雄、柴田昌彦、福澤正洋：TS-1/CDDP 併用化学療法が著効した胃癌術後多発肝転移再発

の 1例。日大医学雑誌、62 巻、5号、255-259、2003	
 

10. 加納久雄、三松謙司、金田英秀、久保井洋一、大井田尚継、天野定雄：術前に胃粘膜下

腫瘍が疑われ術後に胃結核と診断された 1例。日本消化器外科学会雑誌、37 巻、10 号、

1622-1626、2004	
 

11. 加納久雄、大井田尚継、天野定雄、久保井洋一、三松謙司、金田英秀：肝・骨転移を伴

う進行乳癌に対し bisphosphonate を併用し化学療法が著効し、原発巣を切除し得た 1

例。日大医学雑誌、63 巻、4号、162-164、2004	
 

12. 加納久雄、久保井洋一、三松謙司、金田英秀、大井田尚継、天野定雄：著明な低蛋白血

症呈した胃多発性過形成性ポリープの 1例。日大医学雑誌、63 巻、4号、151-154、2004	
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13. 三松謙司、大井田尚継、加納久雄、久保井洋一、金田英秀、天野定雄：縦隔鏡補助下食

道抜去術を施行した低呼吸機能進行食道癌の 1 例。日本外科系連合学会誌、29 巻、5

号、867-871、2004	
 

14. 久保井洋一、天野定雄、大井田尚継、森	
 健一郎、加納久雄、三松謙司、丹正勝久、林	
 

成之：心肺停止状態に陥った甲状腺クリーゼの一治験例。内分泌外科、21 巻、2 号、

124-128、2004	
 

15. 久保井洋一、大井田尚継、加納久雄、三松謙司、川崎篤史、金田英秀、天野定雄：広範

囲な乳管内伸展を伴った T１乳癌の 1症例。日大医学雑誌、63 巻、2~3、83-86、2004	
 

16. 金田英秀、三松謙司、大井田尚継、加納久雄、久保井洋一、天野定雄：術前 CT にて診

断し得た超高齢者胆囊捻転症の 1手術例。日大医学雑誌、63 巻、2~3、79-82、2004	
 

17. 加納久雄、大井田尚継、三松謙司、久保井洋一、金田英秀、天野定雄：脾類皮嚢胞に対

する hand	
 assisted	
 laparoscopic	
 splenectomy を施行した 1 例。日本外科系連合学会

誌、29 巻、2号、282-286、2004	
 

18. 三松謙司、大井田尚継、川崎篤史、久保井洋一、加納久雄、金田英秀、天野定雄：開腹

脾臓摘出術の既往を有した肝細胞癌に対する腹腔鏡補助下肝切除術。日本外科系連合学

会誌、29 巻、4号、787-791、2004	
 

19. 川崎篤史、三松謙司、大井田尚継、加納久雄、久保井洋一、天野定雄：非還納性鼠径ヘ

ルニアに急性虫垂炎を併発した 1 例。日本外科系連合会誌、29 巻、6 号、1011-1013、

2004	
 

20. 三松謙司、加納久雄、金田英秀、久保井洋一、桂	
 義久、大井田尚継：横行結腸浸潤を

呈した、肝内胆管細胞癌の 1 例。日本消化器外科学会雑誌、38 巻、8 号、1330-1334、

2005	
 

21. 三松謙司、加納久雄、久保井洋一、加藤義一、大井田尚継：腸回転異常、十二指腸前門

脈、多脾症を合併した胃癌の 1例。手術、59 巻、9号、1359-1362、2005	
 

22. 小倉道一、三松謙司、久保井洋一、加納久雄、大井田尚継、天野定雄：傍ストーマヘル
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ニア嵌頓により絞扼性イレウスを呈した 1例。日本外科系連合会誌、31 巻、1号、67-70、

2006	
 

23. 川崎篤史、三松謙司、大井田尚継、久保井洋一、加納久雄、天野定雄：鼠径部に発症し

た ganglion の 1 例。日本外科系連合会誌、31 巻、2号、249-252、2006	
 

24. 樋口雄蔣、三松謙司、加納久雄、久保井洋一、小倉道一、大井田尚継：結腸右半切除術

2年後に吻合部再発を来たした上行結腸癌の 1例。日大医学雑誌、65 巻、3号、2006	
 

25. 廣澤拓也、三松謙司、川崎篤史、荒牧	
 修、久保井洋一、加納久雄、小倉道一、桂	
 義

久、大井田尚継：胸壁から腹部への刺傷による腹腔内出血の開腹術中に発見された小腸

異所性膵の 1例。日大医学雑誌、65 巻、5号、347-350、2006	
 

26. 川崎篤史、三松謙司、大井田尚継、久保井洋一、加納久雄、天野定雄：自発性胆囊皮膚

瘻の 1例。日本外科系連合会誌、31 巻、4号、728-731、2006	
 

27. 金田英秀、三松謙司、大井田尚継、加納久雄、久保井洋一、天野定雄：胆囊消化管瘻が

自然に閉鎖したと考えられた胆石イレウスの 1例。日大医学雑誌、66 巻、1号、119-123、

2007	
 

28. 三松謙司、加納久雄、小倉道一、久保井洋一、桂	
 義久、大井田尚継：胃多発性過形成

性ポリープに発生した多発胃癌の 1例。日本消化器外科学会雑誌。40 巻、4号、288-392、

2007	
 

29. 三松謙司、川崎篤史、大井田尚継、荒牧	
 修、久保井洋一、加納久雄、小倉道一、天野

定雄：術前 S-1/CDDP 併用により根治術を施行し得た高度リンパ節転移を伴った AFP 産

生胃癌の 1例。癌と化学療法、34 巻、8号、1279-1282、2007	
 

30. 冨田	
 真、荒牧	
 修、川崎篤史、三松謙司、久保井洋一、加納久雄、大井田尚継、天野

定雄：上腸間膜動脈狭窄により生じたと思われる胃十二指腸動脈瘤に対しコイル塞栓術

を行った 1例。日大医学雑誌、67 巻、2号、133-136、2008	
 

31. 吹野信忠、川崎篤史、三松謙司、久保井洋一、加納久雄、天野定雄：横行結腸間膜裂孔
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