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研究成果の概要（和文）：我々は、DNAメチル化異常によりセントロメア領域の反復配列であるSatAが過剰発現
し、特定の染色体を標的として数的異常が生じる事を明らかにした。この変化は特に多発癌の背景粘膜で高値を
示すことから、SatAは潜在的な癌の発生母地（field defect）を反映すると考えられる。本研究ではSatAのDNA
脱メチル化異常に注目し、胃癌の多発発生への関与を検討した。SatAの脱メチル化レベルは、単発胃癌に比べ多
発胃癌と有意に高く（P<0.001）、多発胃癌の存在を予測する独立因子であった（P = 0.008）。SatA はfield 
defectを介して胃がんの多発発生に関わっていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that overexpression of satellite alpha transcript 
(SAT) facilitates chromosomal instability, which is involved in the development of multiple tumors 
in patients with colorectal. The centromere consists of satellite alpha repetitive sequences, which 
are ideal targets for DNA hypomethylation, resulting in the overexpression of SAT. In this study, we
 elucidated the significance of DNA demethylation of SAT in the development of multiple tumors in 
patients with gastric cancer. Relative demethylation level of SAT was calculated from 103 gastric 
patients. Patients with multiple gastric cancer (n=20) showed higher demethylation levels than those
 in patients with single cancer (n=83, P<0.001). Additionally, multivariate analysis revealed that 
the demethylation level of SAT was a significant factor for predicting multiple gastric cancer (P=0.
008). Our data indicated that DNA demethylation of SAT was involved in the development of multiple 
gastric cancer.

研究分野：腫瘍外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によってセントロメア領域の脱メチル化異常による発癌の機序として、Satellite transcriptの転写が亢
進し、RNAi機構やセントロメア蛋白の発現が助長され、染色体不安定性が誘導される事が考えられた。この経路
にはp53蛋白の変異は関与しておらず、古典的な分化型胃癌の発癌過程とは異なるSatelliteαの脱メチル化を介
する新たな発癌経路の発見の糸口となる事が期待される。
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１．研究開始当初の背景 
 胃の発癌過程において、胃の粘膜は特徴的な変化を示す。すなわち慢性表在性胃炎、萎縮性
胃炎、腸上皮化生と段階的に形態的な変化を呈し、その過程において複数の遺伝子異常や遺伝
子修飾異常が漸次、蓄積されている。遺伝子異常は癌組織で多く認められるものの、非癌部組
織で観察される事は少ないが、遺伝子修飾異常は癌組織だけではなく非癌部組織でも広く観察
されるため、発癌過程の変化を捉えるのに有効であると考えられる。特に慢性肝炎、潰瘍性大
腸炎そして HP 感染性慢性胃炎等の慢性炎症性疾患では、この遺伝子修飾異常（DNA メチル
化異常）が腫瘍抑制遺伝子の転写活性を抑制する事により発癌に関与していると報告されてい
る。 
DNA メチル化異常は局所のメチル化異常と遺伝子全域に渡る脱メチル化異常に分類される。

局所のメチル化異常は、主として癌抑制遺伝子プロモーター領域における CpG island の過剰
メチル化で、癌抑制遺伝子の転写不活化に関与している。一方、遺伝子全域に渡る脱メチル化
異常は、ゲノム全体の 5-メチルシトシンの含有量の低下と定義され、多くの癌で同定されたも
う一つの後天的な変化である。我々は脱メチル化異常に注目し、これまで胃、大腸癌組織のメ
チル化異常を遺伝子全域に渡り網羅的に検索し、年齢依存的に引き起こされるゲノム中のシト
シンのメチル化の低下（脱メチル化）が、染色体不安定性と相関する事を報告した。さらに我々
は、DNA メチル化異常によりセントロメア領域の反復配列である Satelliteαtranscript が過
剰発現し、特定の染色体を標的として数的異常が生じる事を明らかにした。この変化は特に多
発癌の背景粘膜で高値を示すことから、SatA は潜在的な癌の発生母地（field defect）を反映
すると考えられる。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、HP 感染性慢性胃炎の発癌に関与するメカニズムの 1 つとして、HP 感染性胃
粘膜に蓄積する脱メチル化異常、特に染色体分配に重要な役割を演じているセントロメア領域
の DNA 脱メチル化異常に注目した。セントロメア領域は、縦列型反復配列である Satelliteα
配列より構成され、正常では強固にメチル化し、ヘテロクロマチン構造を維持する事により染
色体の均等分配を司る。ある種の癌ではセントロメア蛋白(CENP)の過剰発現が報告されてお
り、そのようなセントロメア領域の機能欠損が染色体の不安定化につながり、染色体分配異常
から癌化の原因となる可能性が示唆されている。近年、この Satelliteα配列の transcript の転
写亢進により、染色体不安定性が惹起される事を示唆する報告がなされた。しかし、胃癌の発
癌過程において、DNA 脱メチル化異常が関与するセントロメア領域の制御破綻を検討した報
告はない。そこで本研究では、胃粘膜のセントロメア領域の Satelliteα配列の脱メチル化異常
を、HP 陰性患者、HP 陽性患者、そして担癌患者の背景粘膜で比較し、セントロメア領域の
DNA 脱メチル化異常が HP 感染を介した発癌過程に与える影響を調べ、胃癌発症の危険性の
評価を行った。また、セントロメア領域の DNA 脱メチル化異常が、胃癌の発癌過程で染色体
不安定性を引き起こす機序を検討した。また、Satelliteα配列の脱メチル化異常は特に多発癌
の背景粘膜で高値を示すことから、潜在的な癌の発生母地（field defect）を反映すると考えら
れる。本研究では Satelliteα配列の DNA 脱メチル化異常に注目し、胃癌の多発発生への関与
を検討した。 
 
３．研究の方法 
臨床検体 
2001年 5月から2010年 12月までの間に自治医科大学附属さいたま医療センターで胃切除術を
施行された症例のうち、103 例の胃癌症例（若年癌を除く）を対象とした。 
研究目的などの研究内容の概略、組織採取による合併症などについて書面および口頭で対象者
に対して説明を行い、研究に関する同意を書面で得た。本研究は自治医科大学遺伝子解析倫理
委員会において承諾を得た（遺07-13）。 
細胞株 
2種類の胃癌細胞株（AGS, HGC27）を用いて研究に使用した。AGS は ATCC(Manassas, Virginia, 
USA)、HGC27 は理研（筑波、日本）の細胞バンクより購入した。 
5-Aza-2'-deoxycytidine による脱メチル化条件下での細胞培養 
5-Aza-2'-deoxycytidine(5-Aza-dC)は、濃度依存的にゲノム DNA の脱メチル化を引き起こすシ
チジン類縁体の DNA メチル化阻害剤の一つである。細胞株を脱メチル化条件にするために以下
の方法で細胞培養を行った。day0 に 6cm ディッシュに細胞を 1X105 個蒔く。その後 day2, day5
に培地交換し 5-Aza-dC を 1uM ずつ添加した。day6 に細胞をセルスクレイバーで採取し、前述
及び後述の方法で DNA, RNAをそれぞれ採取した。 
Total RNA 抽出と c DNA 変換方法 
RNAlater に浸漬された-80℃凍結標本を氷上で緩徐に融解した。Illustra RNAspin Mini Kit(GE
ヘルスケア社)を用い、total RNA を抽出した。Bioanalyzer (Agilent technologies 社)を用い
て RNA IntegrityNumber.(RIN 値)を算出し、RIN 値が 6 以上の検体を検討に用いた。その後速



 

 

やかに High Capacity RNA to cDNA kit (Applied biosystems 社)を用いて標準プロトコル通り
に cDNA を合成した。反応条件は、2X RT Buffer 10μl, 20X RT Enzyme Mix 1μl, total RNA(1
μg) 9μl 計 20μl の系で行った。逆転写反応温度は、37℃ 60 分間、その後 95℃ 30 秒間で
行った。 
Reverse Transcription- polymerase chain reaction (RT-PCR)法での Satellite Transcripts
および CENPA mRNA 発現レベル解析 
 CENPA の mRNA レベルでの発現を解析するために、TaqMan RT-PCR 法を行った。反応条件は、1
反応あたり cDNA Template(50ng) 9μ l, 20X TaqMan Gene Expression Assays(Applied 
biosystems 社) 1μl, 2X TaqMan Gene Expression Master Mix(Applied biosystems 社) 10μl
の合計 20μlの系で行った。反応温度は最初の変性ステップとして 95℃ 10 分間行い、その後
95℃ 15 秒, 60℃ 1 分間を 40 サイクル行った。内在性コントロールとして Glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)を用いた。 
Satelliteα Transcripts の発現解析は過去の報告の通り SYBR RT-PCR 法を用いて行った(20)。
反応条件は、1 反応あたり SYBR® Premix Ex Taq （2 ×） 12.5μl, PCR Forward Primer（10
μM） 0.5 μl, PCR Reverse Primer（10 μM） 0.5 μl, template（50 ng） 2 μl, Nuclease 
Free Water 9.5μl 計 25μl系で PCR 反応を行った。反応温度は 95℃30 秒の初期変性の後、95℃
5秒、60℃34 秒で 40サイクル繰り返し反応を行った。下にプライマー配列を示す。 
［Satelliteα Transcripts］ 
Forward primer: AAGGTCAATGGCAGAAAAGAA 
Reverse primer: CAACGAAGGCCACAAGATGTC 
組織免疫染色法 
 胃癌組織、およびその周辺正常胃粘膜における種々の蛋白発現の有無を調査するために組織
免疫染色を行った。パラフィン包埋されていた胃切除病理検体を当センター病理部技師の協力
の下、スライド上に 0.5μm厚切片を作成していただいた。まず初めにスライドを、56～60℃の
オーブン中で 15分間静置させた後、脱パラフィンを行い、組織を露出させた。抗原性賦活化を
抗原回復液（10mM クエン酸ナトリウム緩衝液 pH6.0 または Tris-EDTA 緩衝液 pH9.0）の入
ったガラス製染瓶に置き、電気ポット法で 98℃30 分熱処理を行った。次に、内因性ペルオキシ
ダーゼ除去を、３％過酸化水素水／メタノール混合溶液の入ったガラス製染瓶に置き、室温で
15 分反応させた。バックグラウンド染色を低減させるため 5%BSA で 10 分間サンプルを前処理
した。一次抗体反応(抗CENP-A抗体 (ab13939, Abcam社 1:100),室温 2時間、抗P53 抗体(DO-7, 
DAKO 社 希釈済み)  室温 10分間)を行った。 
二次抗体反応は、スライド上の余分な水分を拭き取り、抗マウス、ウサギ標準二次抗体シンプ
ルステイン MAX-PO（ニチレイバイヲサイエンス社）を順次滴下した。発色は、CENPA 解析では
DAB 基質キット(DAKO社)を用いて 10分間発色を行い、マイヤーヘマトキシリン液で対比染色し
た後、脱水透徹処理を行いマリノールで封入した。p53 解析には AEC 基質キット(DAKO 社)を用
いて 10分間発色を行い、マイヤーヘマトキシリン液で対比染色した後、水溶性永久封入剤で封
入した。CENPA, p53 ともに、強い核の陽性染色がある癌細胞が、10%を超えて存在する場合を
陽性と定義した。 
細胞免疫染色法 
60mm シャーレ内にカバーグラスを敷いた状態で細胞培養し培地をアスピレートした後、4%パラ
ホルムアルデヒド溶液を 1ml 添加し固定した。透過処理として、室温で 15分間インキュベーシ
ョンした後、PBS-G(10mM Glycine, PBS pH 7.2)で 3 回洗浄、0.1％Triton-X100 溶液を 1ml 添
加した。室温で 5 分間インキュベーションし、PBS-G で 3 回洗浄した。ブロッキングとして、
10% NGS（正常ヤギ血清）溶液を 1ml 添加した。室温で 30分間インキュベーションした後、PBS-G
で 1 回洗浄した。1 次抗体反応(抗 CENP-A 抗体 (ab13939, Abcam 社 1:100),室温 2 時間)を行
った。モイストチャンバー内において室温で２時間インキュベーションした。次に、2 次抗体
溶液(抗ウサギ蛍光 2 次(Alexa Fluor 488, Life Technologies, USA)を添加し、モイストチャ
ンバー内において、室温で 2 時間インキュベーションした後、NGS-PBS で 3 回洗浄した。スラ
イドグラスへ封入剤(ProLong® Gold antifade reagents, Molecular Probe 社)を 1 滴滴下し、
水分を拭き取ったカバーガラスをマウントした。 
 
４．研究成果 
(1) 臨床検体での解析 
単発胃癌症例 83例（GS群）と同時性多発胃癌症例 20例（GM群）の 2群に分類し検討を行った。
切除検体の腫瘍近傍の非癌部粘膜を採取し DNA を抽出した。DNA は Bisulfite 処理を行い、定
量的メチル化特異的 PCR 法である MethyLight 法を用いて反復配列（Satα）の相対的脱メチル
化レベル(RDL)を算出した。Satα配列においてGM群の方が、有意にRDLが高かった（P<0.001）。
年齢と Satelliteα RDL が逆相関する傾向が見られる一方で、TP53 発現型別では TP53 野生型
で SatαRDL と年齢とに正相関が認められた（P=0.003）。ROC 曲線では RDL カットオフ値を 0.55
とした場合、多発胃癌予測能の感度 86％、特異度 61％、AUC 0.757 であった。Satα RDLの独



 

 

立性を多変量解析で評価したところ、年齢、Diffuse type 胃癌、そして Satα RDL が多発性胃
癌の存在を予測する独立因子である事が分かった。（年齢オッズ比= 1.080、P = 0.008、
Intestinal type オッズ比= 9.321、P = 0.001、Satelliteα RDL オッズ比= 5.690、P = 0.008）。 
(2) 胃癌組織、背景正常胃粘膜における CENPA 発現解析 
CENPA とは、染色体のセントロメアに特異的なヘテロクロマチン構造を構成するためのタンパ
ク質で、通常のヌクレオソームを形成するヒストン H3 のバリアントである。ある種の癌では
CENP-A を含めたセントロメア蛋白の過剰発現が報告されており、セントロメア領域の機能欠損
が染色体の不安定化につながり、染色体分配異常から癌化の原因となる可能性が示唆されてい
る。そこで胃癌の癌組織及び背景粘膜での CENP-A 蛋白の発現を、免疫組織化学染色で確認した。
単発胃癌症例 83例のうち、CENPA 発現を認めた症例は49例であった。CENPA はその発現がみら
れる症例では、胃癌細胞での核で発現していた。CENPA 発現群(CENP(+))は、有意に占拠部位が
L領域に多く(P=0.042)、また高 SatelliteαRDL 群が多かった（P=0.023）（表）。 
表 CENPA 発現有無別における臨床病理学的特徴 

Parameter CENPA （-） (n= 28) CENPA （+） (n= 49) P value 

Mean age (± SD) 65 ± 10 66 ± 11 0.703 

Sex (Male / Female) 24 / 4 34 / 15 0.112 

Diff 

(Intestinal / Diffuse) 
21 / 7 26 / 23 0.358 

Depth (T1/T2/T3/T4) 3 / 11 / 12 / 2 9 /22 / 18 / 0 0.151 

Location (U/M/L) 10 / 8 / 10 10 / 9 / 30 0.037* 

LN meta 

(Negative / Positive) 
6 / 22 13 / 36 0.936 

ly (0/1/2/3) 5 / 6 / 13 /4 4 / 18 / 19/ 8 0.924 

v (0/1/2/3) 4 / 8 / 10 / 6 9 / 17 / 14 / 9 0.447 

K- ras 

(Wild-type / Mutant) 
1 / 27 1 / 48 0.735 

p53 

(Wild-type / Mutant) 
21 / 7 26 / 23 0.059 

Satelliteα RDL 

(≦1.5 / >1.5) 
14 / 14 12 / 37 0.023* 

CENPA 発現群(CENP(+))は、有意に占拠部位が L領域に多く(P=0.042)、また高 SatelliteαRDL
群が多かった（P=0.023）。 
パラフィン包埋胃癌組織における CENPA 免疫染色 
CENPA は胃癌組織では陽性であったが、非癌組織では陰性か、またはわずかに検出可能なだけ
であった。 
図 CENPA 蛋白に対する蛍光免疫染色（AGS)（上段：Control 群、下段：5-Aza-dC 群） 核：
Hoechst33342 CENPA:Alexa Flour488 で染色 

細胞株での解析では、AGS に対し免疫細胞染色
を行い、Control 群、5-Aza-dC 群における CENPA
の発現状況を検討した。Control 群に比較し
5-Aza-dC 群において、CENPA がより発現してい
る事がわかった。以前の当施設での研究、およ
び本研究によってセントロメア領域の脱メチル
化異常による発癌の機序として、Satellite 
transcript の転写が亢進し、RNAi 機構やセント
ロメア蛋白の発現が助長され、染色体不安定性
が誘導される事が考えられた。この経路には
p53 蛋白の変異は関与しておらず、古典的な分
化型胃癌の発癌過程とは異なる Satelliteαの

脱メチル化を介する新たな発癌経路の発見の糸口となる事が期待される。 
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