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研究成果の概要（和文）：本研究では、胃がんの組織内特異性をエピジェネティックな面から解析した。ヒト胃がんの
解析ではヒストンH3K4メチル化に関わるSET7/9の発現低下が認められ、組織内でもその発現が異なっていた。更にSET7
/9は細胞分化関連遺伝子群の発現を調節し、がん抑制的機能を持っていた。またp53/E-cadherinノックアウトマウスの
胃がん組織よりTwist1の発現が異なる胃がん細胞株を樹立した。Twist1発現はDNAメチル化、ヒストン修飾および転写
因子Sp1の複合的エピゲノム変化によって制御されていた。以上、がんの組織内多様性にはエピジェネティックな遺伝
子発現制御が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the relationship between epigenetic changes of genes 
and tumor heterogeneity of gastric cancers (GCs). Expression of SET7/9, a histone mono-methyltransferase, 
was frequently reduced in primary GCs, some of which expression patterns were distinct within a GC 
tissue. SET7/9 regulated several differentiation-related gene expression and had tumor suppressive 
functions. In addition, several mouse GC cell lines showing distinct Twist1 expression pattern were 
established from the p53/E-cadherin double knockout mice. Twist1 expression was epigenetically regulated 
by DNA methylation, histone modification and binding of transcription factor Sp1 in these mouse GC cells. 
Our data suggest that tumor heterogeneity of GCs may be related to epigenetic alterations.

研究分野： 医歯薬学 (分子病理学, 分子腫瘍学)
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１．研究開始当初の背景 
 胃がんは組織学的に腺管構造が明瞭な「分
化型」とがん細胞がバラバラと散在性に認め
られる「未分化型」の２つに大別される。し
かし、胃がん組織を病理学的に検討すると、
同一組織内に両者が混在していることが多
い。例えば、高分化型腺がん(tub1)や中分化型
腺がん(tub2)の中に低分化型腺がん(por)や印
環細胞がん(sig)が混在している場合である。
最近の研究では、このような組織内多様性
(heterogeneity)を示すがんの中には、遺伝子
変化の違いがおこっている可能性が示唆さ
れている。即ち、遺伝子変化の組織内多様
性ががんの組織内多様性に密接に関わると
いうことである。 
 様々ながんでは突然変異などの Genetic
な異常に加えて、DNA のメチル化、ヒスト
ン修飾、クロマチン再構築およびマイクロ
RNA(miRNA)などの Epigenetic(エピジェネテ
ィック)な変化もおこっている。しかし、がん
における組織内多様性の分子メカニズムは
ほとんどわかっていない。 
 最近、我々は E-cadherin と p53 の２つのが
ん抑制遺伝子をダブルノックアウトするこ
とで、100%のマウスが印環細胞がんを発症す
る世界初の未分化型胃がんモデルマウス
(DCKO: double conditional knockout)の作製に
成功した。このマウスの実験成果をヒト胃が
んの研究に利用することは、未分化型胃がん
の発症のみならず、組織内多様性の解明にも
大きく貢献できると考えた。以上、エピジェ
ネティクスとマウスモデルの両方の面から
胃がんの組織内多様性の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
 がんの組織内多様性に関するエピジェネ
ティックな遺伝子変化については、いくつか
の報告があるものの、その分子メカニズムは
ほとんど解っていない。そこで本研究では、
以下の２つのテーマをもとに、胃がんにおけ
る組織内多様性の分子メカニズムの解明を
行うことを目的とした。 
(1)ヒト胃がん組織におけるヒストン修飾関
連遺伝子の発現異常とエピジェネティック
な変化の解析: 
 現在、胃がん発症に関わるヒストン修飾変
化はほとんど解っていないため、新規ヒスト
ン関連遺伝子の解明を行った。この研究を通
して、胃がん組織ではヒストン H3 モノメチ
ル化関連酵素 SET7/9 の発現低下が明らかに
なった。そこで、SET7/9 の機能的解析を行い、
組織内多様性との関連性を調べた。 
(2) マウス胃がん組織における複合的エピゲ
ノム変化の解析: 
 我々が未分化型胃がんマウスから樹立し
た胃がん培養細胞株は形態や遺伝子発現が
異なっていた。特に、上皮間葉転換やがん幹
細胞に密接に関わる Twist1 遺伝子の発現パ
ターンが細胞間で大きく異なっていた。そこ
で Twist1 に着目して、マウスとヒト胃がん細

胞株で共通するエピゲノム変化の解明を行
った。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象： ヒト胃がん細胞株 12 例(AGS, 
GCIY, HSC43, HSC44PE, HSC57, HSC60, 
NUGC4, KATO-III, TGBC11TKB, MKN7, 
MKN45, MKN74)と胃がん組織 376 例を用い
た。また、マウス胃がん組織から樹立した胃
がん細胞株(MDGC: mouse diffuse-type gastric 
cancer)と5例およびマウス胃がん組織18例を
対象とした。ヒトおよびマウス胃がん細胞株
共に、5aza-dC(最終濃度 5μM)と TSA(最終濃
度 300nM として)を処理し、72 時間培養後に
回収した。また、胃がん組織はホルマリン固
定パラフィン包埋切片を用いた。これらは東
京医科歯科大学およびソウル国立大学附属
病院にて外科的に手術され、かつインフォー
ムドコンセントが得られた症例である。本研
究は東京医科歯科大学およびソウル国立大
学大学の倫理委員会にて承認されている。ま
た、マウス細胞実験は東京医科歯科大学にて
承認された動物実験計画に基づいて行った。 
(2) 免疫組織化学染色： SET7/9, Twsit1 他、
複数のタンパク質発現について、それら抗体
を用いた免疫組織化学染色を行った。細胞数
と発現強度をスコアリングし、陰性、弱陽性、
中等度陽性、強陽性の４段階に分類し、中等
度陽性以上を high 群、弱陽性以下を low 群と
した。 
(3) 遺伝子およびタンパク質発現解析： 細
胞株と組織から RNA を抽出した。1〜2μg の
RNA を用いて SperScript-III で cDNA 合成を
行い、RT-PCR と定量的 RT-PCR を行った。コ
ントロールしてGAPDHを用いた。また、RIPA 
buffer を用いてタンパク質を抽出し、
SDS-PAGE 後に、Western blot 法を行った。コ
ントロールして、α-Tubulin を用いた。 
(4) マイクロアレイ解析： SET7/9 発現陽性
ヒト胃がん細胞株を用いて、siRNA による発
現抑制を行った。次にマイクロアレイを用い
て下流遺伝子の発現変化を網羅的に調べた。
マイクロアレイは Agilent Human GE 4x44K 
v2 Microarray を用い、得られたデータは
GSE59834 として Genbank に登録した。 
(5) メチル化解析： 1μg の DNA を用いて、
Sodium Bisulfite 処理を行った。次に、メチル
化特異的 PCR(MSP: methylation specific PCR)
により、メチル化の有無を判定した。 
(6) クロマチン免疫沈降法(ChIP: Chromatin 
immunoprecipitation)： 培養中のがん細胞株
をホルムアルデヒドで固定し、ソニケーショ
ンによる DNA の断片化を行った。ヒストン
メ チ ル 化 関 連 タ ン パ ク 質 H3K4me1, 
H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 とアセチル
化関連タンパク質 H3ac, H4ac の抗体を用い
て免疫沈降を行い、ChIP 解析を行った。また、
マウス胃がん細胞株では転写因子 Sp1 の
ChIP 解析も行った。 
 



４．研究成果 
(1)胃がん組織におけるヒストン修飾関連遺
伝子の発現異常とエピジェネティックな変
化の解析 
①SET7/9 発現 
 SET7/9 の免疫組織化学染色を行った結果、
SET7/9 タンパク質の発現レベルは非がん部
組織と比較して、376 例中 129 例(34.3%)で発
現消失または低下が認められ(図 1A)、リンパ
節転移とも相関した(P<0.05)。SET7/9 タンパ
ク質の発現パターンは胃がん組織内で異な
っており、特に浸潤先深部での発現低下が認
められた(未発表)。SET7/9 発現が弱かった胃
がん患者の予後は SET7/9 発現が強かった群
に比べて有意に悪かった(図１B, P<0.05)。 
 

 
②SET7/9 の機能的役割 
 siRNA による SET7/9 の発現抑制の結果、
MKN74 と MKN45 細胞の両者で遊走能と浸
潤能が亢進した(図 2A, P<0.05, 2B, P<0.01)。
マイクロアレイと RT-PCR により、SET7/9 の
発現抑制によって、発現低下した分化関連の
４遺伝子(PHF21A、SREK1IP1、CCDC28B お
よび PGC)と発現亢進した５遺伝子(CXCL2、
IL11、MMP1、MMP7 および MMP9)を SET7/9
標的遺伝子として明らかにした。 

 H3K4me1 抗体による ChIP 解析を行った。
その結果、SREK1IP1 の上流 4〜6kb 領域にお
ける H3K4 モノメチル化レベルは SET7/9 発
現を抑制すると低くなることが明らかにな

った(図 3A, B, P<0.01)。また、PGC に関して
はその遺伝子プロモーター領域で H3K4me1
レベルが SET7/9 発現減少によって低下する
ことが示唆された。一方、SET7/9 を胃がん細
胞内で強制発現した結果、H3K4me1 レベルは
亢進し(図 3B)、かつ SET7/9 はこれら２つの
遺伝子の H3K4me1 レベルが変化した部分
(SREK1IP1 は 4〜6kb 上流(図 3B)、PGC はプ
ロモーター領域)にリクルートされた。 

 
③SET7/9 下流遺伝子の機能解析 
 SET7/9 は遺伝子発現の活性化に関わるこ
と、および我々の成果でがん抑制的機能を持
っていたことから、下流遺伝子との機能的関
連性を検討した。siRNA を用いて、PHF21A、
SREK1IP1、CCDC28B および PGC の４遺伝
子をノックダウンし、それらの機能を検討し
た。その結果、SREK1IP1 を発現抑制した場
合のみ、細胞増殖と遊走能が亢進した。 
 
④小活-１ 
 以上、SET7/9 は PGC や SREK1IP1 といっ
た細胞分化に関わる遺伝子の発現を調節し
た。SET7/9 発現低下は SREK1IP1 の発現を減
少させ、胃がんの増殖、進展に関与している
可能性が推測された。更に、SET7/9 は胃がん
においてがん抑制的な機能を持つことが示
唆された。これらの成果の一部は Oncotarget 
(雑誌論文 1)に報告した。現在、SET7/9 の細
胞分化への関与および組織内での発現パタ
ーンの違い(未発表)から組織内多様性との関
連性についての検討を更に進めている。 
 
(2) マウス胃がん組織における複合的エピゲ
ノム変化の解析 
①細胞株の樹立 
 DCKO マウスの胃がん組織の原発巣とリ
ンパ節転移巣から培養細胞株 5 株を樹立した。
RT-PCR の結果、Twist1 高発現細胞 3 株と陰
性細胞 2 株に分類された(図 4)。Twist1 発現陰
性胃がん細胞株に対して DNA 脱メチル化剤
(5-Aza)を処理すると、Twist1 の発現誘導が認
められた。同様の結果はヒト胃がん細胞株で
も検出された。 
 



 
②Twist1 メチル化とヒストン修飾解析 
 Twist1 のプロモーター領域でメチル化解析
を行ったが、メチル化とその発現は一致しな
かった(図 5)。次にプロモーター領域の上流と
下流部分の CpG 領域でメチル化解析を行っ
た結果、遺伝子コード領域内に位置する CpG
密集帯でのメチル化が、マウスとヒト胃がん
細胞株共通で Twist1 発現と一致することが
明らかになった(図 5)。この新規メチル化領域
においてクロマチン免疫沈降(ChIP)解析を行
ったところ、H3K4 および H3K9 のトリメチ
ル化レベルは Twist1 の発現の有無と有意な
相関を示した。 

 
③転写因子 Sp1 の関与 
 Twist1 遺伝子の新規メチル化領域はエクソ
ン１に位置する CpG 密集帯であったため、
GC 配列特異的に結合する転写因子 Sp1 の関
与を検討した。Sp1 タンパク質発現を検討し
た結果、Twist1 発現に関わらず、調べて細胞
株全てで高発現していた。一方、ChIP 解析の
結果、Sp1 は CpG 領域のメチル化が陰性の場
合にのみ結合できることが示唆された。 
 
④小活-2 
 本研究により、Twist1 発現と一致する新規
DNA メチル化領域を同定した。Twist1 はメチ
ル化、ヒストン修飾および転写因子 Sp1 の結
合からなる複合的なエピゲノム制御機構に
よって発現調節されていることが明らかに

なり(図 6)、この変化はマウス・ヒト間で共通
であった。以上の成果は PLOS ONE (雑誌論
文 7)に報告した。遺伝子改変マウスの胃がん
組織から樹立した異なる遺伝子発現を示す
複数の細胞株は今後の組織多様性の研究に
おいて有用性が高いと考えられる。 
 

(4)まとめ 
 本研究により、胃がん組織における SET7/9
を解析し、ヒストン修飾変化、細胞分化およ
び発がんとの関連性が明らかになった。また
Twist1 発現においてもその発現は総合的エピ
ゲノムにより発現が制御されていた。これら
は胃がん組織内で発現パターンが異なって
おり、今後更にこれら遺伝子のエピゲノム変
化を調べることはがんの組織内多様性の解
明にも繋がると期待できる。 
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