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研究成果の概要（和文）：胃粘膜の発癌過程の解明のため、本研究では胃癌ドライバー遺伝子変異の候補が、実
際の非腫瘍部胃粘膜上皮細胞においてどの様な分子生物学的変化をもたらすのか、その詳細を解明することを目
的としていた。60個の新規胃粘膜組織片を収集し、培養実験を実施中である。同時に実施した既収集サンプルの
再解析では、非癌部由来ヒト胃粘膜上皮集塊と、単離した胃腺窩に対して網羅的遺伝子変異解析を行い、ドライ
バー遺伝子変異の検索と、胃粘膜における遺伝子変異蓄積・クローン拡大の詳細、組織学的な腸上皮化生の占め
る面積の相関を解明し、胃癌ドライバー遺伝子として知られる遺伝子の一部が非癌部で高頻度で変異しているこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the detailed mechanism of 
carcinogenesis in gastric epithelial cells, by inducing genetic alterations of driver genes in 
cultured gastric cells. So far, almost 60 gastric tissues have been collected by different patients 
and on culturing. Analysis on genetic alterations on the primary tissue and gastric crypts/pits 
revealed that the genetic alterations in the gastric stem cells accumulate with the aging of the 
patients, and some of the known driver genes of gastric cancers were frequently mutated, compared to
 the gastric cancer tissue, in the non-tumorous gastric epithelial cells.

研究分野：人体病理学

キーワード： 遺伝子変異解析　発癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌の人口あたりの罹患率は98.5 例、死亡率は34.3 人（いずれも人口10万対）とされており、その発生メカニ
ズム、治療標的の発見が待たれている。疫学的にはピロリ菌感染による腸上皮化生と胃癌発生に有意な相関があ
ることが知られていたが、その詳細はわかっていなかった。本研究の遂行により腸上皮化生と胃粘膜上皮におけ
る遺伝子異常の蓄積に有意な相関があること、遺伝子異常のパターンは非癌部腸上皮化生領域と癌部領域とで有
意な差があることがあきらかになった。このメカニズムを解明していくことで、胃癌の進展・発症予防に資する
知見を得られることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1-1) 学術的背景：胃癌発症のメカニズム解明に対する需要 
本邦の胃癌年間死亡者数は約 4万 3千人で、がん死亡原因の第 3位とされている(国立がん研究
センター、2018年)。5年生存率は胃癌全体で約 73.7%である一方、進行癌では 16.6%と非常に
低く、胃粘膜の癌化メカニズム解明、早期の胃癌治療につながる知見が求められている。 
旧来、ヘリコバクターピロリ菌 (以下ピロリ菌)の慢性感染が胃癌のリスク因子であることが知
られており、特にピロリ菌によって生じた胃粘膜上皮の遺伝子変異が上皮細胞の無秩序な増殖・
癌化につながると考えられている(W. Fischer, 2002)。しかしながらピロリ菌感染患者における
胃癌発症の割合は 10年で約 3%程度(N. Uemura, 2001)とされており、なぜピロリ菌感染患者の
ごく一部にしか胃癌が発症しないのか、その基盤の解明が待たれている。 
 
(1-2) 学術的「問い」につながる、探索研究から得られた知見(未公開データ)  
旧来、クローン性の細胞増殖は腫瘍特有の現象と考えられてきた。しかし近年、複数の研究機関
が、高感度・網羅的な遺伝子変異解析を実現し、一見正常な組織でも遺伝学的にはクローン性増
殖と遺伝子変異の蓄積が存在することを報告してきた。食道、大腸などの消化管に関しては、申
請者を含む研究グループが世界に先駆けて成果を報告した(N. Kakiuchi 2020, A. Yokoyama, 
2019)。 
その成果に続いて、申請者は胃に対して、本研究課題の着想に至る予備実験・探索研究を開始し
た。組織学的には正常なヒト胃粘膜上皮(n=122)に対して感度・網羅的な遺伝子変異解析を行い、
食道・大腸と同様、非腫瘍部胃粘膜上皮でもクローン性増殖と遺伝子変異蓄積が生じていること、
ピロリ菌感染でそれらが加速することを明らかにした。分泌型ムチンをコードするMUC6 の機
能喪失型変異や、転写因子の一種をコードする SOX9 の変異が非腫瘍部胃粘膜におけるクロー
ン性増殖のドライバー遺伝子の候補として挙がってきたが、いずれも既知の胃癌 (TCGA, 2014)
のデータよりも有意に頻度が高かった。特定の遺伝子変異が、非腫瘍部における秩序あるクロー
ン性増殖に対しては有利にはたらく一方で、無秩序なクローン性増殖である癌組織で生じる細
胞間の増殖・生存の競争においては不利にはたらく可能性をみいだした。 
 
(1-3) 本研究課題の核心をなす学術的「問い」 
上記研究から導き出される、本研究課題の核心をなす「問い」は、探索研究で明らかにした 
MUC6 のような特定の遺伝子に生じた変異が、一見正常な非腫瘍部胃粘膜での秩序あるクロー
ン性増殖には有利に作用する一方で、無秩序なクローン性増殖である癌組織では不利に作用し
ている可能性が高いが、その分子生物学的機序はどのようなものか？である。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目的は、胃粘膜が癌化する過程の詳細を明らかにすることである。その一端として、
統計学的な手法をもちいた上記の探索研究でドライバー遺伝子変異の候補として浮上した遺伝
子変異が、実際の非腫瘍部胃粘膜上皮細胞において増殖に有利に作用するのか、ドライバー遺伝
子変異の作用に対してピロリ菌感染は何らかの相互作用を示し発癌に影響を及ぼすのか、を、後
述のオルガノイド作成などの手技をもちいて解明していく。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まずピロリ菌陽性・陰性を含む患者の非癌部・癌部胃粘膜から培養細胞株を樹立し、
着目遺伝子の変異陽性株・陰性株に分類する。変異陰性株で複数クローンを作成し、一部に遺伝
子変異を導入する。各群の培養系にピロリ菌を感染させ、遺伝子変異の導入前後やピロリ菌の感
染前後の各段階における細胞の形態学的特徴や増殖活性、細胞内シグナリングの変化を明らか
にすることで、遺伝子変異―細菌感染間にはどの様な相互作用が存在し、癌化に寄与するのか、
解明することとした。 
 
【研究１】胃粘膜上皮由来培養細胞株の作成と形質の確認 (2021年―2022年) 
複数患者から胃粘膜を採取し、複数のヒト胃粘膜上皮由来培養細胞株(オルガノイドなど)を樹立
する。培養株の DNAをシーケンスし、遺伝子変異の有無を判定する。遺伝子変異の有無に応じ
た培養細胞の形態学的な特徴の差異を、HE染色標本や Periodic acid-Schiff反応を用いた細胞
質内外の粘液の染色、各種免疫組織化学的染色によって明らかにする。非腫瘍部だけでなく癌部
や良性腫瘍に対しても同様の操作を行う。 
 
【研究２】遺伝子変異やピロリ菌感染によって生じる変化の定性・定量(2022年―2024年) 
研究１で作成した培養細胞ライブラリーのうち、変異陰性の株を複数クローンに分け、レンチウ
イルスなどを用いてドライバー遺伝子変異を導入する。各種細胞染色法を実施して、遺伝子変異
の導入によって細胞形質に生じる変化を明らかにする。遺伝子変異陽性・陰性群、コントロール
群に対してピロリ菌を感染させ、慢性胃炎状態を模した培養系を作成する。遺伝子変異やピロリ



菌感染の陽性・陰性群が増殖に与える影響を細胞増殖速度の定量で明らかにする。細胞内増殖シ
グナル活性を反映するCD44などのウェスタンブロッティングや定量 PCRで増殖活性の変化を
証明すし、RNAマイクロアレイを用いて細胞質内シグナリングの変化を定量・定性する。これ
らの結果を総合的に解析し、各種遺伝子変異やピロリ菌感染が胃粘膜上皮の増殖活性にどの様
な影響を与え、最終的な癌化に寄与するかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
ピロリ菌陽性・陰性を含む患者の非癌部・癌部胃粘膜からの培養細胞株樹立を試みたが、研究
期間早期には芳しい成功率を得られなかった。原因としては研究開始当初の新型コロナウイル
ス流行やそれに伴う研究環境の変化、検体搬送の際に使用した培養液の種類や検体の温度管理
が影響していることが判明した。 
 培養株樹立に難航しているなかで、培養株を採取した患者由来の胃粘膜上皮由来 DNAをシー
ケンスし、遺伝子変異の有無の検索は続行した。遺伝子変異の有無に応じた胃粘膜の形態学的な
特徴の差異を、HE染色標本や Periodic acid-Schiff反応を用いた細胞質内外の粘液の染色、各
種免疫組織化学的染色で解析した。既存のサンプルに加えて新規に 110 個の非腫瘍部胃粘膜組
織片を採取し、合計 53人の患者から 232個の胃粘膜組織片を採取し解析した。腸上皮化生を伴
った胃粘膜組織片では、腸上皮化生を伴わない胃粘膜組織片と比較して有意に遺伝子変異が蓄
積していた。さらに、遺伝子変異を有する細胞集団 (クローン) が粘膜面上で占める面積も、腸
上皮化生を伴った胃粘膜組織では有意に拡大していた。ピロリ菌感染によって腸上皮化生が生
じることや胃癌発癌率が有意に高まることが実験医学的・疫学的に示されており、その分子生物
学的背景には胃粘膜上皮における遺伝子変異の蓄積と、遺伝子変異を有するクローンの拡大が
あることを示した。非癌部胃粘膜組織片におけるクローン拡大で、変異が正の選択へと働く遺伝
子として、MUC6 や ARID1A、SOX9、ARID2 が候補として挙がった。特にMUC6の変異は
腸上皮化生を伴った胃粘膜組織片におけるクローン拡大において有意に正の選択へと働いてい
ること、全長 2,439アミノ酸のMUC6タンパクの中でも特定の部位に遺伝子異常が集積してい
ることが示された。自然環境下では遺伝子変異はランダムに発生していることが想定される中、
無作為に抽出した胃粘膜上皮組織片で有意に特定の遺伝子に特定の遺伝子異常が発見されるこ
とは、その遺伝子異常が胃粘膜上皮におけるクローン拡大において有利に作用することが想定
されるため、現在そのMUC6の遺伝子異常が、分子生物学的に細胞内にどの様な作用をもたら
し、胃粘膜上皮におけるクローン拡大をもたらしているのか、in vitro/vivo下における検証を加
えている。 
形態学的な特徴との相関に関しては、一般的に腸上皮化生は杯細胞の有無などにもとづき、完
全型と非完全型とに分類され、完全型がより安定して腸管上皮と類似した形質を示す、とされて
いる。手作業にもとづく分類のため全症例・全サンプルでの検討は完了してはいないが、現状の
データ (n=50) では非腸上皮化生粘膜、非完全型腸上皮化生粘膜、完全型腸上皮化生、の順で、
胃粘膜上皮に遺伝子異常が蓄積しており、それと相関して遺伝子異常を有するクローンが拡大
する傾向も認められている。本研究は現在も続行しており、古典的な形態学的評価と、最先端の
遺伝子異常解析結果との相関を検証し、一般病院の病理診断科における形態学的評価への還元
を目指している。 
食道や大腸、皮膚などほかの臓器の非癌部組織におけるクローン拡大が特定の遺伝子の変異

(点突然変異など)と有意に相関することが知られている一方、上記検証の中で、胃粘膜上皮にお
ける腸上皮化生/クローン拡大は遺伝子の変異だけでなく、染色体のコピー数変化とよく相関す
ることを明らかにした。MYCを含む 8番染色体やMYCN, ERBB4を含む 2番染色体、GNAS, 
SALL4 や SRC を含む 20 番染色体の増幅がクローン拡大と有意に相関することが明らかにな
り、本結果を共同研究者らとともに論文発表した (PMID: 35363856)。 

DNA シーケンスと並行して、一部組織片(n=40)では mRNA シーケンスを実施し、新規融合
遺伝子の出現や、遺伝子発現の変化を検証した。既報と矛盾しない結果として、腸上皮化生を伴
った胃粘膜組織片では CDX2 など下部消化管粘膜で発現する遺伝子の発現亢進が確認され、形
態学的な形質と細胞内における分子生物学的な変化が相関することを確認した。新規融合遺伝
子の出現を伴った組織片は認められず、癌において融合遺伝子が検出される頻度が低いことと
あわせて、胃粘膜発癌過程において融合遺伝子の出現は頻度が低く、発癌早期における重要な現
象ではない可能性を確認した。 
 研究期間終盤、難航していた培養細胞株が徐々に樹立できる様になってきた。その中でオルガ
ノイド作成を試み、一部細胞株では成功したものの、当初予定していたレンチウイルスによる遺
伝子異常の導入や、オルガノイド内腔へのピロリ菌注入までには至らなかった。オルガノイドに
対してレンチウイルスを用いて遺伝子異常を導入する操作に関してはウイルス濃度や温度管理
などの条件が厳しいことが知られており、系の安定化に時間を要した。また、オルガノイドにピ
ロリ菌を注入する操作に関しても、物理的・機械的な操作に対するオルガノイドの脆弱性を認め、
注入操作・手技の安定化に時間を要した。このため当初予定していた、DNA/RNAシーケンスを
用いた、遺伝子異常の導入前後やピロリ菌注入の前後におけるオルガノイドの分子生物学的変
化の定量・定性的評価に足るサンプル数を確保できず、本報告書に公開可能な研究結果データを
取得することができなかった。ただしデータ公開が困難であることに関しては単純に研究期間
が不足していたことが原因であり、オルガノイド作成・樹立や各種導入の手技は確率しているた



め、今後引き続き継続して上記研究を続行し、胃粘膜発癌メカニズムと遺伝子変異・ピロリ菌感
染相互作用の解明を目指して研究を続けていく予定をしている。 
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