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研究成果の概要（和文）：胃癌における早期遺伝子変化を腺窩上皮過形成ポリープに発生する腺癌により検討し
た。22例の過形成ポリープのうち高度異型性や乳頭管状腺癌が5例に認められ、いずれもH. pylori陰性・CDX2陰
性で、すべての症例にBRAF:V600E変異が認められた。BRAF変異は胃癌ではまれであり、ピロリ菌によりBRAF変異
に変化が生じる可能性を考え、ピロリ菌の影響のないBRAF変異陽性A375メラノーマ細胞にCagA遺伝子を導入し38
週EGF処理を行った。この結果BRAF:V600Eは検出されたがBRAF阻害剤感受性は消失し、CagAによる新たなドライ
バー変化が可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：To assess the early carcinogenesis of stomach, we examined hyperplastic 
foveolar polyps (HFP). The 22 HFPs contained 3 mild dysplasia, one moderate dysplasia, 3 severe 
dysplasia, and 2 cancers. Five cases of severe dysplasia and cancer showed papillotubular structure 
and marked accumulation of 8OHdG. All 5 cases is negative for H. pylori. Intestinal phenotype 
examined by CDX2, MUC2, CD10 was found only in a small part of the only two cases. In the five 
cases, mutation in BRAF codon 600 (V:GTG to E:GAG) was observed. The BRAF:V600E is known as a rare 
mutation in gastric cancer. To investigate the effect of H. pylori infection to BRAF mutation, A375 
melanoma cell line carrying BRAF:V600E was transfected with CagA and continuously treated with EGF 
for 38 weeks. After treatment, A375 cells expressed CDX2. BRAF:V600E was still detected; however, 
vemurafenib sensitivity was disappeared. These data suggest that H. pylori infection abrogate the 
advantage of BRAF mutation.

研究分野：分子病理学

キーワード： 胃癌　ドライバー遺伝子　ピロリ菌
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１．研究開始当初の背景 
胃癌においては、肺癌・膵癌・大腸癌などと 
異なりドライバー遺伝子と呼ばれる癌進展 
に強力な役割を果たす特定の遺伝子変異が 
乏しいことが知られる。HER2 や c-Met の増
幅等の遺伝子増幅は報告されているが、点突
然変異は p53 を除き高頻度のものは見られ
ず、大腸癌や膵癌で高頻度に検出される 
K-ras や B-raf の点突然変異もまれである。
一方、胃癌がヘリコバクター・ピロリ（ピロ
リ菌）の影響を強く受け、99%の胃癌ではピ
ロリ菌が発癌の母床の形成、あるいは、発癌
過程における修飾として、胃癌発生を強力に
促進することが知られる。その影響は、酸化
ストレスの発生、エピジェネティックな変化
の誘導、cagA 導入による増殖促進など多岐
にわたっている。そこで、胃癌にも他の消化
器癌に見られるドライバー遺伝子変化が早
期には存在しているが、ピロリ菌感染の影響
により消失した可能性の検討が必要と考え
られた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、胃癌発がん早期には進行癌では
認められない遺伝子変異が存在するがピロ
リ菌による影響により「上書き」され消失し
たという仮説を検討するため、超早期胃癌に
おける遺伝子異常を検索し、進行癌では見ら
れない変異の有無を検討する。さらに、培養
系によりピロリ菌に起因する影響を細胞培
養系でシミュレートし、長期処理することに
よりドライバー遺伝子に対する影響の有無、
新たに生じる遺伝子やシグナル系の変化に
ついて検討を行う。本研究から得られる知見
により、ドライバー遺伝子成立の機構や胃癌
における特異性が解明され、新たな治療標的
の抽出に結び付くと期待される。 
 
３．研究の方法 
ピロリ菌の影響の乏しい超早期の胃癌にお
けるドライバー遺伝子を検討することで、上 
記の可能性について何らかの糸口が発見で
きると考え、胃腺窩上皮型過形成ポリープか 
ら発生する腺癌について検討を行った。22例
の過形成ポリープについて病理組織学的評
価、ピロリ菌感染状態、および、遺伝子変化
について検討を行った。さらに、ピロリ菌感
染の影響のないヒトメラノーマ細胞株(A375)
に CagA 処理を行い、B-raf 突然変異に対す
る影響を検討した。さらに A375の B-raf 突
然変異のクローナルな変化を解明するため
バーコーディング技術による解析を行った。 
 
４．研究成果 
22 例の腺窩上皮過形成ポリープを検討した。 
21 例中過形成性上皮に、軽度異型を伴うも
の 3 例、中等度異型を伴うもの 1 例、高度
異型を伴うもの 3 例、癌を伴うもの 2 例で
あった。図１には、腺窩上皮過形成ポリープ
先端部の早期腺癌と周囲の腺窩上皮の過形

成性変化の組織像を示した。 

図１ 
 
高度異型症例・癌症例では、ポリープ内に有
意に広範囲な炎症性肉芽組織が見られ高度
の 8OHdG 蓄積が認められた。高度異型病
変・癌病変には、乳頭管状構造が認められ、
PAS 陽性粘液の産生は低下していた。この 5 
例は、組織学的には全例 H.pylori 陰性であり、
CDX2, MUC2, CD10 の腸型形質は 2 例のご
く一部にのみ認められた。一方、この 5 例
では、p53 免疫染色陽性であり、BRAF codon 
600 に V(GTG)→E(GAG)の突然変異が認め
られ、MIB1 index は 70%以上であった。ま
た、Olfactomedine-4 陽性細胞の増加も認めら
れた。図 2 には、腺癌部分における 8OHdG 
の貯留、高い MIB-1 陽性細胞数、および、
p53 核内貯留を免疫染色で検討した結果を
示した。 

図２ 
 次に、ドライバー遺伝子変異に対するピロ
リ菌の影響を検討した。BRAF:V600E 突然変
異を有する A375 メラノーマ細胞に CagA 
遺伝子を導入した上で 38 週にわたり EGF 
処理を行った。この結果、処理株では 
BRAF:V600E が検出されたが CDX2 発現が
認められた。さらに、親株は BRAF 阻害剤
ベムラフェニブ感受性であったが、処理株で
はその感受性が消失していた。このため、
CagA の影響により BRAF:V600E を「上書
き」するドライバー変化が新たに生じた可能
性が考えられた。 
 しかし、もともとの細胞集団が BRAF 遺
伝子異常について不均一であった可能性が



あり、CagA 導入と EGF による連続処理に
より癌細胞にもともと存在した B-raf 突然
変異を欠くサブクローンの選択が生じた可
能性も否定できない。このため、バーコーデ
ィング技術により個々の細胞に「背番号」を
振り、単一細胞由来のクローンにおける
BRAF 遺伝子異常の変化、BRAF 分子標的薬
感受性低下を検討し、該当するクローンを抽
出し全ゲノムシーケンシングを施行し、新規
な遺伝子異常を同定することとした。BRAF 
変異型の A375 ヒト・メラノーマ細胞株に 
A/T と C/G を交互に合計 30 塩基の長さで
ランダムに配置した「バーコーディング配
列」を導入したのち CagA+EGF を 40 週に
わたり連続処理した。その後、BRAF 阻害薬
であるベムラフェニブを用いて阻害実験を
行ったところ、阻害をされない細胞の増殖が
認められた。これらについてバルクでシーケ
ンシングを行ったところ野生型の BRAF 配
列が確認された。 
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