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研究成果の概要（和文）： 
腫瘍の進展とともにエピジェネティックな調節が外れることによって、ゲノムコピー数を反映

した遺伝子発現パタンになることを示唆するデータが得られた。これが正しければ、特定の遺

伝子のコピー数変化のパタンから腫瘍の進展リスクを診断できるようになる。そのような遺伝

子の候補として、胃癌では MYCと TP53に加えて、分化型では腸型や上皮間葉転換に関連する遺

伝子等、未分化型ではインテグリン遺伝子があることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have demonstrated that gene expression pattern of cancer may eventually become genomic 
dosage-dependent due to the attenuation of epigenetic regulation during tumor progression. 
If this is true, we can predict the progression risk of the cancer by the pattern of 
copy-number alterations of specified genes. In gastric cancer (GC), candidates of such 
genes were found to include many genes related to intestinal expression and epithelial 
mesenchymal transition in differentiated-type GC and integrin genes in undifferentiated- 
type GC in addition to MYC and TP53. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究の基盤になったのは、筆者らが明らか
にした、次の３点であった。まず、①未分化

型胃癌の系譜には印環細胞癌に由来するも
のと分化型腺癌に由来するものがあること
（Peng et al., J Pathol, 2003; 2004;）、②そ
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れらの間で、細胞間接着（Nakamura et al., J 
Pathol, 2005）、TP53 変化（Yoshimura et al., 
Pathobiology, 2006）、腸発現（Natsagdorj et 
al., Histopathology, 2008）のパタンが異なる
こと、である。分化型腺癌由来ではこれらの
発現パタンが腫瘍内で比較的均一であるこ
とから、ゲノムレベルで変化が固定されてい
ること、一方印環細胞癌由来では、腫瘍内で
（浸潤性の程度と必ずしも関係せず）組織環
境によって可逆的に変化することから、
epigenetic なメカニズムが関わっていること
が示唆された。また E-cadherin の発現から
みた細胞間接着は必ずしも浸潤性を反映し
ないことを明らかにしていたので、浸潤によ
り直接関わっていると考えられる、癌細胞と
間質との相互作用にかかわる種々のインテ
グリンの発現を検討することが課題となっ
ていた。 

更に、③これまで食道扁平上皮癌やその培
養株を使い、種々の epigenetic な変化を、遺
伝子のコピー数と発現との間の discordance
として全体的に捉え、進展との関係や系譜に
よる違いを明らかにしてきた。即ち、ゲノム
コピー数は変わらないまま発現が低下する
場合（negative induction）は、DNA やヒス
トンのメチル化が、ゲノムコピー数が増加し
たのに、発現は正常かそれ以下である場合
(negative compensation of genomic dosage)
では、ヒストンの脱アセチル化が働いている
ことを、染色体レベル、遺伝子レベルで明ら
かにした（Ling et al., 投稿中）。 

以上の３点を基盤に、本研究では、印環細
胞癌由来と分化型腺癌由来の未分化型胃癌
を対比しながら、EMT を通じて浸潤性に関
わるインテグリン遺伝子の腫瘍内発現を明
らかにし、さらにアレイ CGH によるインテ
グリン遺伝子コピー数のデータと対比する
ことによって、遺伝子コピー数と発現との間
の discordance として認識できるエピジェネ
ティックな調節が未分化型胃癌の進展にど
のように関わっているのかを明らかにしよ
うとした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①アレイ CGH で E-cadherin、
腸型関連遺伝子、インテグリン遺伝子のコピ
ー数と免疫組織化学によるタンパク発現を
比較し、進展とともにゲノムコピー数非依存
性遺伝子発現が低下し、ゲノムコピー数依存
性遺伝子発現が亢進するかどうかを確認す
ること、②浸潤性にかかわる癌細胞間質間相
互作用が、由来の異なる未分化型胃癌の間で
異なるかどうかを、上皮間葉転換（EMT）の
解析を中心に明らかにすること、を目的とし
た。 
 
３．研究の方法 

①材料：最終的に、（粘膜内に層構造を持つ）
印環細胞癌由来の未分化型胃癌２０例と（層
構造を示さず、腺管成分を持つ）分化型腺癌
由来の未分化型胃癌９例、および分化型腺癌
２７例を用いた。いずれも早期および進行期
症例を含む。 
②アレイ CGH：ホルマリン固定、パラフィン
包埋切片の複数個所（粘膜部、粘膜外浸潤部、
非腫瘍部）からレーザマイクロダイセクショ
ンにより DNAを抽出、精製後、全ゲノム増幅
（WGA2, SIGMA）後に非腫瘍部及び腫瘍部 DNA
をそれぞれ cy3、cy5で標識し、アジレント
社の 60Kオリゴ CGHマイクロアレイに対して
hybridizeした。アジレント社のアレイスキ
ャナで蛍光イメージを取り込み、Feature 
Extraction Ver.9.5.3により、遺伝子コピー
数を計算、log2T/R>0.3219を gain、
log2T/R<-0.3219を lossとした。アレイ解析
結果は、クラスター解析（Cluster 3.0, 
complete linkage）を行った。 
③免疫組織化学：E-cadherin、腸型関連遺伝
子はホルマリン固定、パラフィン包埋切片に
酵素抗体法（Histofine、ニチレイ）で染色。
インテグリンは凍結切片をアセトン固定後、
アルカリフォスファターゼ・抗アルカリフォ
スファターゼ (APAAP) 法で染色。そのさい、
インテグリンは間質細胞にも発現するもの
があるので、癌細胞での発現を評価するため
に、サイトケラチンとインテグリンの二重染
色と、結果の定量的解析を行った。 
 
４．研究成果 
①分化型胃癌での TP53、MYC、インテグリン、
カドヘリン、腸型関連遺伝子のコピー数： 
研究期間の前半は、（予想されたことではあ
ったが）未分化型胃癌のレーザマイクロダイ
セクションからの DNA抽出に難渋し、繰り返
し採取してもなかなかアレイ解析ができる
程、量的に十分な DNAが採取できず、やむな
く DNA 抽出の容易な分化型胃癌でアレイ CGH
解析を進めた。しかしながら、これによって、
胃癌の進展パタンと遺伝子コピー数変化と
の間に、意外にも明瞭な関係があることが分
かった。これまでの胃癌の染色体 CGHで最も
高頻度に変化していた MYC と TP53 に注目し
たところ、MYC－ かつ TP53+が粘膜内癌 13例
中９例で見られ、これを dormantパタンと名
づけた。一方、MYC+ もしくは TP53－のいず
れかを示すものは進行癌10例の浸潤部では7
例に見られ、これを aggressive パタンと名
づけた。進行癌の浸潤部には、今のところ
dormant パタンは見つかっていない。更に、
上皮間葉転換(EMT)にかかわるインテグリン
とカドヘリン(ITGA1、ITGA2、ITGA5、ITGA6、
CDH1)だけでなく REG4、CDX2、MUC2、MME(CD10)
等腸型関連遺伝子にも注目すべきことが明
らかになった。EMT については、dormant な



腫瘍では上皮性インテグリンのコピー数の
減少が、aggressiveな腫瘍では間葉性インテ
グリンのコピー数の増加が見られた。CDH1は
分化型腺癌では dormantパタンをとるものの
ほとんどでコピー数が減少していたが、
aggressive パタンをとるものではコピー数
の増加または減少が見られ、一定しなかった。
腸型形質については、dormant な腫瘍では腸
型遺伝子のコピー数減少、aggressiveな腫瘍
では逆にコピー数の増加がみられる傾向が
あった。 

②分化型胃癌での腸型関連遺伝子のコピー
数と発現との関係： 
早期、進行期にかかわらず、dormant パタン
と aggressive パタンをとる部位との間で
MUC2 または CD10 陽性となる割合はほとんど
変わらなかった（P=0.93）が、陽性の腫瘍の
中での両遺伝子コピー数は、dormant パタン
を と っ たサ ン プル のす べ てで 減 少、
aggressive パタンをとったサンプルで増加
するものが多かった（P=0.0026）。コピー数
が増加した aggressive パタンを取ったサン
プルでは、遺伝子コピー数と遺伝子発現が平
行して増加していたものは粘膜内癌で少な
く（20%）進行癌で多かった（71%）。以上か
ら 、 dormant パ タ ン を と る も の で は
epigenetic な発現調節が良く保たれている
のに対し、aggressiveパタンをとるものでは
低 下 し てい る 可能 性が 考 えら れ た。
aggressive パ タ ン を 取 る 腫 瘍 は こ の
epigenetic な発現調節が進展とともに低下
するために、最終的にゲノム変化が発現する
に至ると考えられた。 

③未分化型胃癌でのインテグリン、カドヘリ
ン、腸型関連遺伝子の発現： 
癌細胞では浸潤とともに上皮性インテグリ
ンサブユニット（α2、α3、α6、β4）を失
い、間葉性インテグリンサブユニット（α1、
α5）の発現が亢進することを明らかにした。
これは癌の上皮間葉転換（EMT）を反映して
いると考えられる。またこの EM シフト以外
に、β1 からαV グループへの脱分化シフト
も早期癌より進行癌でより顕著に見られた。
凍結切片で、カドヘリンは、Eカドヘリン、P
カドヘリン、LIカドヘリンを調べた。早期癌
より進行癌で発現低下が顕著であったのは、
P カドヘリンと E カドヘリンの細胞外ドメイ
ンであった。今回は、浸潤先進部の解析が中
心であったため、ホルマリン固定・パラフィ
ン包埋切片で確認していた、粘膜下層浸潤部
での Eカドヘリン細胞外ドメインの発現亢進
（Nakamura et al., J Pathol, 2005）は検
出できなかった。ゲノムコピー数との比較も
粘膜部と浸潤先進部で行なった。 
 腸発現は、層構造（LS）のある未分化型胃
癌では、粘膜内でのサイズ依存性の腸型発現

の増加、深部浸潤に伴う腸型発現の低下が見
られたが、分化型腺癌由来の未分化型胃癌で
は、粘膜内から腸型発現がしばしば見られ、
浸潤に伴う有意な発現低下が見られなかっ
たことを報告している（Natsagdorj et al., 
Histopathology, 2008）が、今回、その時に
用いた材料からアレイ CGH用に DNAのサンプ
リングを行なった。 

④未分化型胃癌での TP53、MYC、インテグリ
ン、カドヘリン、腸型関連遺伝子のコピー数： 
研究期間の後半になって、マイクロダイセク
ションの精度が上がり、時間をかけて採取量
を大幅に増やすことによって、未分化型胃癌
でもアレイ CGH解析が可能になった。その結
果、遺伝子コピー数変化の方向も aggressive
パタンが多く、分化型粘膜内癌の約 70%で見
られた dormantパタンは、検索した未分化型
粘膜内癌 8例中に１例も見出せなかった。分
化型で dormant パタン（MYC-/TP53+）と
aggressive パタン(MYC+ and/or TP53-)との
間で逆のコピー数変化を示した、EMT や腸形
質等に関連する遺伝子のコピー数解析およ
びクラスター解析を行った。層構造のある未
分化型胃癌でも、層構造がなく腺管成分のあ
る未分化型胃癌でも、EMT に関連する遺伝子
のうち、CDH1 にはあまり変化はなく、ITGA6
（上皮性）と ITGA5（間葉性）は粘膜内癌の
多いクラスターで、それぞれコピー数増加と
減少を示し、浸潤癌の多いクラスターでは逆
に、それぞれ減少と増加を示し、分化型と基
本的に同様であった。一方、腸型関連遺伝子
では、分化型で見られたような、aggressive
パタンでのコピー数の増加傾向が、層構造の
有無に関わらず見られた。 

⑤未分化型胃癌でのインテグリン、カドヘリ
ン、腸型関連遺伝子のコピー数と発現との関
係： 
④の結果は、発現レベルで未分化型の粘膜内
癌から浸潤部へ行くにつれて EMTが起こって
いたこと（③）と平行していた。一方、腸形
質の遺伝子は特に MUC2 で、層構造の有無に
関わらず未分化型胃癌全体でコピー数増加
の傾向があり、印環細胞癌由来では浸潤癌と
粘膜内癌との間でコピー数に大きな違いが
なく、粘膜内での病変のサイズ依存性の発現
亢 進 や 浸潤 部 での 腸形 質 の発 現 低下
（Natsagdorj et al., 2008）は epigenetic
に調節されていると考えられた。 

⑥プロモーターDNA のメチル化の技術レベル
を上げるために、マイクロサテライト不安定
性と hMLH1のプロモーターメチル化の腫瘍内
多様性を調べた。その結果、hMLH1 のプロモ
ータメチル化の蓄積が時間依存性、局所的に
起こり、late eventとしてマイクロサテライ
ト不安定性が獲得されることに起因するこ



とが分かり、Cancer Lettersに論文として掲
載された。 

⑦以上の成果の意義と今後の展望： 
未分化型胃癌のアレイ CGH解析の技術的な困
難さのために、より技術的に容易な分化型胃
癌のデータもあわせて得ることができ、分化
型と未分化型を比較することができた。 

未分化型では、（「研究の目的」の①に書い
た）当初の予想に反して、（層構造を含む）
粘膜内癌からゲノムコピー数依存性に遺伝
子が発現する傾向があった（成果⑤）。一方、
コピー数変化のパタンは aggressive パタン
が多く、dormant パタンが見られなかった。
つまり、分化型はゲノムレベルで２つの系譜
が識別できたが、未分化型はゲノムレベルで
は粘膜内癌から進行癌と共通した遺伝子コ
ピー数変化を示す単一の系譜に属すると推
定された。振舞いとして dormantな層構造で
も基本的に aggressive なコピー数変化が既
に存在していたが、epigeneticに補正されて
いると考えられた。したがって、初期には
aggressive な ゲ ノ ム 変 化 の パ タ ン が
epigeneticに補正され、進展とともにその補
正が外れてゲノムコピー数を反映した
aggressive パタンが発現されるに至るとい
う現象は、分化型、未分化型に共通で、また
食道扁平上皮癌でも同様の結果を得ている
こと（Ling et al.投稿中）から、かなり一
般的な現象である可能性がある。もしそうで
あれば、これらは遺伝子発現パタンの将来像
を遺伝子コピー数パタンとして見ることで、
（胃癌にとどまらず、種々の臓器の）早期癌
の進展リスクを診断することに根拠を与え
ることになる。 

早期胃癌の治療を、進展リスクに応じたも
のに改善する上で、不可逆的なゲノム変化に
基づく、このようなリスク診断が今後重要に
なるであろう。問題は、どのような遺伝子を
進展リスク評価に使うべきかである。我々は、
胃癌で最も高頻度にコピー数が変化してい
る MYC と TP53 から aggressive パタンと
dormant パタンを定義することから出発した
が、これだけでは分類不能と判定される検体
が、分化型の 40検体中 10検体を占めた。こ
れらの２遺伝子にどのような遺伝子を加え
たら分類不能をなくすことができるか、この
診断を実用化する上で重要な問題である。本
研究では、この点について、以下の遺伝子を
検討した。 
腸型関連遺伝子は、分化型胃癌では

aggressive パタンでコピー数の増加、
dormant パタンでコピー数の減少と、正反対
の変化が見られた。未分化型胃癌では、分化
型由来でも印環細胞癌由来でもコピー数が
増加し、浸潤癌と粘膜内癌との間でも大きな
違いが無く、未分化型全体として aggressive
パタンであることに対応していると考えら

れた。 
 浸潤性にかかわる EMT 関連遺伝子のうち、
細胞間接着にかかわる CDH1 は分化型腺癌で
は dormantパタンでコピー数が減少していた
ものの、aggressiveパタンでは一定の傾向を
示さなかった。未分化型では、層構造のない
分化型腺癌由来で geneticに発現が固定され
ていることを予想していたが、実際は、層構
造の有無に関わらず、CDH1のコピー数変化自
体が少なく、腫瘍の進展に伴う E-カドヘリン
の発現変化（Nakamura et al., J Pathol, 
2005）は、epigeneticな調節によることが示
唆され、CDH1のコピー数は、進展リスク診断
にはあまり有用ではないと考えられた。一方、
EMT の中で細胞間質間相互作用に関わるイン
テグリン遺伝子のコピー数は、印環細胞癌由
来でも分化型由来でも、発現と平行し、ゲノ
ムコピー数依存性に、進展と共に EMTが進む
方向に変化しており、ゲノム変化が先行する
不可逆的な変化として浸潤性により密接に
関わっていると推定され、進展リスク診断に
も有用な遺伝子と考えられた。 
 MYC、TP53 に腸型遺伝子を加えることによ
って、aggressiveパタンと dormantパタンの
識別率が上がること、また ITGA6（上皮性）
と ITGA5（間葉性）を加えることによって、
基本的に aggressive パタンを示す未分化型
胃癌を進展リスクの違いにより更に亜分類
できることにより、より適切な治療方針の選
択が可能になることが期待される。 
 ま と める と 、腫 瘍の 進 展と と もに
epigenetic な調節が外れることによってゲ
ノムコピー数を反映した遺伝子発現パタン
になることを示唆するデータが得られた。こ
の性質を利用すれば、特定の遺伝子のコピー
数変化のパタンから腫瘍の進展リスクを診
断できる可能性があり、国内外に類を見ない、
新たな研究領域を提示できた。胃癌では、遺
伝子発現の将来像としてのゲノム変化が起
こっている候補遺伝子として、MYCと TP53に
加えて、分化型では腸型関連遺伝子、EMT 関
連遺伝子等、未分化型ではインテグリン遺伝
子が該当した。これらを使った進展リスク診
断を低いコストで実用化することが次の課
題である。 
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