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研究成果の概要（和文）：本研究は、基本的に不可逆的に変化するゲノムコピー数変化を利用して、胃癌の早期と進行
期の間で系譜がつながっているのか否かを明らかにし、個々の早期病変に対し、進展リスクの評価に基づいた適切な治
療が選択できることを目指した。方法は、アレイCGHによって網羅的に遺伝子コピー数を検出し、得られたコピー数プ
ロファイルを階層的クラスタ解析で分類した。その結果、①未分化型では早期癌はほぼ必ず進行癌に至ること、②分化
型では、腺腫の大半や早期癌の一部は進行癌に進展しないこと、③転移リスクは早期段階での予知が困難であることが
わかった。実用化のために、分化型の進展リスクの予知に有用なRXRB等の遺伝子を抽出した。

研究成果の概要（英文）：Using basically irreversible genomic copy-number changes, we aimed to examine 
continuity and discontinuity of genetic lineages between early and advanced gastric carcinomas (GCs) to 
enable individual early stage lesions to be treated appropriately on the basis of progression risk 
assessments. The genomic copy-number profile of each tumor sample, detected by array-based comparative 
genomic hybridization, was classified by hierarchical clustering. Our data obtained suggested that ① 
early undifferentiated-type GCs inevitably progress to advanced stages; ② in differentiated-type GCs, 
part of early GCs and large part of non-invasive neoplasms never become advanced; ③ the risk of lymph 
node metastasis is determined stochastically and difficult to predict in earlier stages. We also 
extracted some genes, such as RXRB, that are useful in the prediction of progression risk.

研究分野：人体病理学へのゲノム科学の応用
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１．研究開始当初の背景 
わが国の胃癌はがん死亡率のトップの座を
肺癌に譲ったものの、まだ罹患率、死亡率の
高い重要な癌である。内視鏡技術レベルの高
いわが国では、多くの胃癌が早期に発見され
ており、胃癌治療の主体が早期癌に移行して
いる。しかし、年齢訂正死亡率の年次推移は
胃癌死亡率の減少傾向を示しているものの、
早期発見の数に見合った胃癌死亡数の減少
がみられないとの報告もある[谷 瑞希他: 胃
と腸 40:27-36, 2005]。このことは、早期癌
のすべてが進行期に進展するとは限らない
可能性を示唆している。この早期胃癌と進行
胃癌との間の系譜の連続性を検討するため
に、私たちはこれまで、環境要因で可逆的に
変化する phenotypeではなく、不可逆的に変
化の蓄積していく genotype に基づく系譜解
析の方法論を蓄積してきた［Sugihara H et 
al.: Cancer 65: 122-129, 1990; Peng D-F et 
al.: J Pathol 201: 439-450, 2003; Peng D-F 
et al.:J Pathol 203: 884-895, 2004］。 
 ランダムな遺伝子変化の蓄積する中で、特
定のドライバー遺伝子セットに変化が出揃
った時点では、多くのパッセンジャー的な遺
伝子変化が共存し、個々の腫瘍病変は固有の
ゲノム構成を示す[杉原洋行他: 生体の科学 
62:541-545, 2011]。筆者らは胃癌で最も高頻
度にみられる染色体変化 8q+と 17p-[Peng 
D-F et al, J Pathol 2003]の標的遺伝子とし
てMYCと TP53に注目し、ゲノムマイクロ
アレイを用いて分化型胃癌でのゲノムコピ
ー数変化を解析した。その結果、MYC－かつ
TP53+を (現時点では早期癌にしか見られな
い)dormantパタン、MYC+もしくは TP53－
のいずれかを（進行癌の深部浸潤部のほとん
どに見られる）aggressiveパタンとして、早
期癌の進展予測に使える可能性を報告した 
[Nakayama T et al.: BMC Cancer 10: 311, 
2010]。その後、階層的クラスタ解析を行う
ことによって、TP53 と MYC では分類でき
なかった症例も、aggressive、dormantをそ
れぞれに含むクラスタに分類できることを
報告した［仲山貴永他、第 71 回日本癌学会
学術総会, 2012］。一方、未分化型胃癌では、
検索したもののほとんどが早期から上記の
aggressiveパタンを示していた [園田文乃他、
第 71回日本癌学会学術総会, 2012]。腫瘍切
除後の転移リスクについても、転移巣を含む
分化型胃癌症例で癌関連遺伝子のコピー数
による階層的クラスタ解析を行い、
preliminary な結果を発表した [Vo TND et 
al., 第 71回日本癌学会学術総会, 2012]。 
 一方で、マイクロアレイ解析は高価であり、
臨床応用するためには、アレイ CGH で絞り
込まれた特定の遺伝子のコピー数を定量的
PCR で評価するシステムの構築が必要と考
え、本研究期間開始時、既に、TP53、MYC
を始め予後診断に重要ないくつかの遺伝子
について、定量的 PCR のためのプライマー
設計を進めていた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、以下の目的を設定した。(1) こ
れまでの preliminaryな研究結果をより多数
例での解析で確認し、分化型早期癌の進展予
測に使ってきたアレイ CGH 解析を、非浸潤
性腫瘍や未分化型早期癌の進展予測、更に分
化型早期癌の転移予測にも適用し、予測に有
用な遺伝子を絞り込む。(2) 臨床現場に応用
するため、アレイ CGH より安価で、より信
頼性の高い定量的 PCR によりコピー数変化
を検出するために、予測に有用な遺伝子のプ
ライマーを更に準備し、これらを使って、ア
レイ CGH の結果が再現できるかどうか検討
する。 (3) 新たな検体による結果の
validation を行う。（4） 遺伝子診断を行な
うべき検体を生検段階でスクリーニングす
るために、進行癌になりやすい早期癌の病理
組織学的、免疫組織化学的特徴を抽出する。 
 
３．研究の方法 
(1) アレイ CGH： 
未分化型胃癌、腺腫を含む非浸潤性腫瘍と
転移巣を含む分化型胃癌のホルマリン固定
パラフィン包埋（FFPE）切片にレーザマイク
ロダイセクションにより腫瘍部(T)、非腫瘍
部(R)を採取し、DNA を抽出、精製、標識、マ
イクロアレイへの hybridization を行い、ア
レイリーダーで蛍光量を計測し、T と R の蛍
光強度比(T/R)として DNAコピー数を求めた。 
(2) マイクロアレイデータの処理とクラス
タ解析： 
まず、遺伝子内に複数のマーカーがある場
合はその間で T/R の平均を取り、ノイズを相
殺させた上で、以下のクラスタ解析を行った。 
①遺伝子サイズだけでランダムに選んだ遺
伝子による unsupervised clustering：初期
変化から異なる系譜を識別する。機能と関係
なく、コピー数プロファイル(CNP)の類似性
のみによってクラスタに分類。同一腫瘍の異
なる部位のサンプルどうしは（発癌過程が概
ね共通で）他の腫瘍より類似性が高いため、
クラスタ内で隣接することを内部対照とし
て利用した。 
②用いたマイクロアレイに含まれる 14,000
余りのタンパク質コード遺伝子による
unsupervised clustering：転移や浸潤にか
かわる機能遺伝子のCNPで異なるクラスタに
分類した。 
③Supervised clustering：①または②で識
別できたクラスタ間、あるいは転移の有無な
どの臨床病理学的因子によって分類した2群
間で、タンパク質コード遺伝子あるいは癌関
連遺伝子のコピー数の平均値を遺伝子ごと
に t検定し、Bonferroni 補正後に有意差のあ
る遺伝子を抽出し、その遺伝子を用いてクラ
スタリングを行った。 
(3) 重要な遺伝子の絞込み： 
進行癌への進展や転移を予測するのに有
用な遺伝子を絞り込んだ。上記の(2)③参照。 



(4) マイクロアレイデータの validation： 
絞り込んだ遺伝子について、プライマーを
設計して定量的 PCR (qPCR)によるアレイ CGH
データの確認を行なった。 
(5) 新たな検体による結果の validation： 
新たな症例を用いて再現性を見る。また、
腫瘍切除後5年以内に再発した過去の症例と
５年以上再発のない症例を用いて、コピー数
プロファイルがアウトカムを予知できたか
どうかの評価。 
(6) 遺伝子コピー数変化と組織形態やフェ
ノタイプ発現との関係の解析： 
日常の病理診断の中で、生検段階での解析
適応の判断にも応用できる、系譜を反映する
形態や遺伝子発現パタンがないか検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 方法論の検討と研究の方向性の再検討： 
平成 25 年から 26 年に、qPCR で TP53、MYC を
含む 5遺伝子のコピー数を判定するためのプ
ライマー候補をそれぞれ約10セット準備し、
培養細胞を用いて使用可能な 1～3 セットを
決定した。これらのプライマーセットを使っ
て、ランダムに選んだ 8サンプルについてア
レイデータとの一致率を確認したところ、
50%強で不一致となり、（FFPE 材料で）1コピ
ーの増減を qPCR で定量することは困難であ
るという結論に達した。 
 そこで方針を転換して、①アレイ CGH のデ
ータが、染色体レベルで従来の結果と差がな
いことを確認した。②アレイ CGH データの
validation について、qPCR 以外の方法を考
えた。研究の方法(2)①で述べた内部対照の
設定や、選択する遺伝子のサイズを変動させ
たクラスタリングの再現性確認を行った。 
 qPCR によるゲノムコピー数プロファイル
(CNP)判定の実用化も困難であることが分か
り、代替の方向として、少数の遺伝子に絞っ
たカスタムアレイでコストの削減ができる
のではないかと考えている。 
 qPCR により、DNA 増幅の前後でコピー数が
増減することもわかった。腫瘍と正常との間
でも遺伝子により増減に再現性があり、アレ
イ CGHでは腫瘍 DNAと正常 DNAとの蛍光強度
比（T/R）を取ることによって、この DNA 増
幅のバイアスは相殺されていると考えられ
る。個人に固有の copy number variation 
(CNV)も同様に相殺されると考えられる。 
 
 (2) 未分化型胃癌の系譜解析： 
平成 25 年度に、それまで蓄積してきた未分
化型胃癌(UGC)のアレイ CGH データをまとめ
た[Sonoda et al., BMC Medical Genomics, 6: 
25, 2013]。粘膜病変を含む複数個所からサ
ンプリングを行った早期および進行期の UGC 
29例63サンプルアのアレイCGH解析を行い、
（研究の方法(2)①の）unsupervised の条件
で階層的クラスタ解析を行った。UGC のアレ
イデータでこの内部対照を満たすためには、
3個以上のプローブを含む、約 5000 遺伝子を

使えばよいことがわかった｡クラスタリング
の結果、印環細胞癌の初期像である層構造の
ある（LS+） UGC を多く含むクラスタ Aと 層
構造が無く腺管成分のある（LS−/TC+）UGC を
多く含むクラスタ B とに分かれた。A と B と
の間でコピー数にt検定（Bonferroni補正後）
で有意差が検出された、KIT、ETS1、RAS ファ
ミリー遺伝子や TERT を含む 40遺伝子を同定
したが、A、Bともに、早期癌と進行癌との間
で遺伝子コピー数に有意差はなかった（図 1）。
このことは、浸潤傾向を示さない(LS+)粘膜
内 UGC も、いずれは進行癌になることを示唆
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (3) 非浸潤性腫瘍を含む分化型胃腫瘍の系
譜解析： 
平成 25 年度から 26 年度に、非浸潤性腫瘍
を含む分化型胃腫瘍のアレイCGHデータをま
とめた。ゲノム CNP は、コピー数変化の大き
なもの(unstable)と小さなもの(stable/ 
intermediate)の２つに大別された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1:印環細胞癌または腺管成分を含む未分化型胃癌
29症例63検体と2つのクラスタ間でコピー数に有意差
のあった40遺伝子を用いた、アレイCGHデータの階層
的クラスタ解析.

Cluster A Cluster B

早期 進行期 早期 進行期

図 2: 非浸潤性胃腫瘍を含む43検体と3つのクラスタ間
でコピー数に有意差のあった51遺伝子を用いた、アレ
イCGHデータの階層的クラスタ解析.

 



これらのクラスタ間で有意差のある遺伝子
を t検定（Bonferroni 補正後）で、拾い上げ
たところ、腺腫を含む非浸潤性腫瘍の進展に
関連する遺伝子として、RXRB や RAS 関連遺伝
子など 51 遺伝子を抽出した。これらの遺伝
子でクラスタリングしたのが図 2 である。
stable/intermediate クラスタは非浸潤性腫
瘍(図 2 のサンプル名の背景が灰色）のみか
ら構成され、unstable クラスタは浸潤癌（背
景がピンク色）のすべてと非浸潤性腫瘍の約
20%（図 2の矢印）から構成されていた。CNP
のパタンからは、浸潤癌と同じクラスタに属
する非浸潤癌は浸潤癌に進展しうると考え
られた。この方法により、進展リスクを個々
の腫瘍で予知しうることが分かった[Vo et 
al., BMC Medical Genomics, 8:6, 2015]。 
 
(4) リンパ節転移リスクの予知について： 
平成 25年から 27年にかけて蓄積してきた
分化型胃癌のアレイ CGH データ（転移陰性
（N0）症例 16 症例 24 サンプル、リンパ節転
移陽性（N+）症例 20 症例 64 サンプル）を 27
年度にまとめた。まず、サンプル間で全ゲノ
ム領域の CNP の類似性をみるために、サイズ
の 大 き な 遺 伝 子 に よ る unsupervised 
clustering を行ったところ、２つのクラスタ
に別れたが、そのクラスタ間で N0 と N+の割
合に有意差がなかった。このことから、転移
しやすい素質が進展初期から決まっている
とは考えにくい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

蛋白質コード遺伝子の CNP を比較すると
（研究の方法(2)②）、分かれた２クラスタの
片方がほぼ N+サンプルから構成され、クラス
タ間に有意差が出た。次にこれらの内、N0 と
N+の 2 群間でコピー数に有意差のあった 131
遺伝子を抽出してクラスタリングを行い（研
究の方法(2)③）、転移リンパ節のサンプルを
ほとんど含まないクラスタが分離できた（図
3）。このクラスタには、N+症例の原発巣が 6
例含まれており、N0 と N+の分離はできなか
った。この抽出遺伝子によるクラスタリング
では、転移巣と原発巣の CNP がかなり異なる
（原発巣になかった遺伝子コピー数変化が
転移巣で付加的に起きていた）ものが先ほど
の 6例を含めて 12 例（60%）存在した。その
標的として数個の遺伝子が絞られた。これら
のことから、転移リスクの高さは、系譜とし
て決まっているのではなく、late event とし
て起こる特定の遺伝子変化によって確率的
に決まっていると考えられた［Duong 他、第
105 回日本病理学会総会、2016］。 
 
(5) 新たな検体による結果の validation： 
予定していた、腺腫と癌成分の両方を含む腫
瘍や、アウトカムの分かっている早期癌症例
は、症例が十分集らず、進んでいないが、新
たな validation set の症例による再現性の
検討は今も続けている。 
 
(6) 遺伝子コピー数変化と組織形態やフェ
ノタイプ発現との関係： 
平成 25 年度に、腺腫を含む小型の胃粘膜
内腫瘍の内視鏡切除材料については、フェノ
タイプによる系譜解析を行った結果をまと
めた[Nishimura et al., Histopathology, 
63: 626-629, 2013]。平成 26 年度には同様
の材料に対して、アレイ解析を行い、フェノ
タイプによる系譜解析とゲノムコピー数に
よる系譜解析とを比較した。前者では腸型が
腫瘍サイズ依存性に増加した一方で、癌進展
に伴って腸型発現が低下したため、フェノタ
イプでは予後診断が困難であった。ただし、
腸型の非浸潤性腫瘍は、形態的にも低異型度
で、比較的高異型度の胃型のものより進展リ
スクが低いので、初期の腫瘍では、腸型は進
展リスクの低さを示す指標になりうると考
えられた[Vo et al., BMC Medical Genomics, 
8:6, 2015]。 
 
(7) 得られた成果の国内外におけるインパ
クト： 
 本研究の注目度はいまだに高くないが、重
要度は高いと考えられる。現状では、次世代
シークエンスから分子標的薬の開発への流
れが加速しているが、莫大な経費のかかる分
子標的薬の開発が続けば医療経済は早晩破
綻する。分子標的薬の開発以上に必要なのは、
高価な治療をいかに限定して使うかを教え
てくれる、進展リスク予知の研究であると考
えている。 

図 3:分化型胃癌36症例88検体とN0 (      ) と N+ (      ) 症
例の検体間でコピー数の有意差があった131遺伝子を
用いた、アレイCGHデータの階層的クラスタ解析. 

: 原発腫瘍の検体;     : リンパ節転移巣の検体
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S4i
A9i
A19m
A19i
A19ln
A11m
A11i
A7i
S5m2
S5ln
A15m
A15i
A15ln
B7ln
A9ln
A14m
A14i
A8ln
A7m
A14ln
A20jn
S4ln
A7ln
A21m
A21i
A21ln
A22m
A22ln
S8i
S8i2
S8m
S8ln



(8) 今後の展望： 
本研究で確立した系譜解析の方法論は論文
[Vo et al., BMC Medical Genomics, 8:6, 
2015]に詳述した。今後の展開として、この
方法の、（より注目度の高い）乳癌や大腸癌
への応用を既に始めている。乳癌では、乳頭
腫がどの程度がん化するのか、非浸潤性乳管
癌のどの程度が浸潤癌になるのか、というこ
れまでの懸案に挑戦したい。大腸では
adenoma-carcinoma sequence と de novo 
carcinogenesis による発癌がどのくらいの
割合で起こっているのかを明らかにすると
ともに、我々の系譜解析の方法が、大腸癌に
おける既知のドライバー遺伝子を抽出でき
るかどうかを検証したい。 
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