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研究成果の概要（和文）：胃がん患者において、CDX2（ホメオドメインを持つ転写因子）、BMP-2
（骨形成性タンパク質）、CACNA2D3（カルシウムチャンネル構成成分）など 6遺伝子のメチル化

頻度と生活習慣との関連を解析した。その結果、CDX2 と BMP-2 のメチル化頻度は緑茶摂取量と

負の相関を示した。一方、CACNA2D3 のメチル化頻度は、運動量の少ない患者では高かった。以

上より、メチル化頻度は一部の生活習慣と関連していることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）：Epigenetic silencing of genes by aberrant DNA methylation is 
recognized as a crucial component of the mechanism underlying tumorigenesis. We examined 
the methylation statuses of six tumor-related genes in 106 primary gastric carcinomas 
by methylation-specific PCR and compared them with the past lifestyles of the patients. 
Significant association was found between a decreased intake of green tea and methylation 
of CDX2 and BMP-2. More physical activity was correlated with a lower methylation 
frequency of CACNA2D3. Thus, some epidemiological factors, such as green tea intake, could 
be important as to determination of the methylation statuses of selected genes and may 
influence the development of cancer, including that of the stomach. 
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研究分野：分子腫瘍学 
科研費の分科・細目：腫瘍学・発がん 
キーワード：胃がん、エピジェネティクス、DNA メチル化、実験動物モデル 
 
１．研究開始当初の背景 

胃がんは日本では減少しつつあるが、が
ん死亡では肺がんについで 2 位と多く、対
策が急務ながんである。胃がんの危険因子
としては、Helicobacter pylori 菌の感染が
重要であり、さらに食事の関与も大きい。

胃がんにおいてもがん遺伝子やがん抑制遺
伝子の異常が検索されたが、p53 の異常が
50％ぐらいに見られることと、低分化型で
高率に E-カドヘリンの異常が検出される他
は、頻度の高い異常は見つかっていない。
従って、遺伝子レベルでの胃がんの発症機



構はまだよくわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
我々は胃がんの発症機構を明らかにするた
め、主に分化に関連する因子とマイクロ RNA
を解析して胃がんに関与する新たな生体因
子の探索を行う。さらにこれらの生体因子と
生活習慣要因との関連をエピジェネティッ
ク疫学的に解析して、生活習慣の改善による
胃がんの発症予防法を開発する。また、新た
に見つかった生体因子が胃がん化学予防の
生体指標になりうるかも検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 各生体因子の発現・メチル化の程度と生
活習慣要因との関連のエピジェネティック
疫学的解析 
  生活習慣要因と生体因子の発現およびメ
チル化の程度との関連を、アンケートをもと
に疫学的に解析し、発現およびメチル化の程
度の高低に影響する要因を明らかにする。 
(2) 血球 DNAのメチル化を生体指標としてが
ん発症前のリスク評価に応用する試み 
 300 例ずつの胃がん患者とがんを発症して
いない人の血球 DNAにおけるメチル化の程度
を比較するとともに、それらと生活習慣との
関連を検討する。 
(3) マウスモデルを用いた解析 
 E-カドヘリンとp53をCre-lox系により胃
特異的にノックアウトして、胃がんができる
かどうかを解析するため、E-カドヘリン-lox
マウスおよびp53-loxマウスと、胃特異的に
発現するAtp-4b-Creマウスとの交配により、
E-カドヘリンとp53を胃特異的に発現しなく
なるマウスを作成した。このマウスで胃腫瘍
が発生するか否か、また発生した場合は、そ
の詳しい機構を解明する。 
(4) 胃がんにおけるマイクロ(mi)RNA の発現
変化とメチル化による発現低下の解析 
 胃がんにおいてメチル化によるmiRNAの発
現低下を検討するため、胃がん細胞株を脱メ
チル化剤処理し、miRNAのマイクロアレイに
て解析する。各々の比較で変化が見られる
miRNAをさらに解析して、がん化との関連を
明らかにする。また、メチル化によるmiRNA
の発現低下を検討する。 
(5) メチル化の解析 
  上記、及びその他の胃がんに関与する生体
因子の遺伝子、さらにmiRNA遺伝子について、
プロモーター領域のメチル化の程度をメチ
ル化特異的PCR(MSP)法などで検討する。 
 
４．研究成果 
(1)胃がんのエピジェネティクスの疫学的解
析 
① 胃がん DNA のメチル化と生活習慣との関
連の解析 

 胃がん患者 106 例において、CDX2（ホメオ
ドメインを持つ転写因子）、BMP-2（骨形成性
タンパク質）、p16(細胞周期制御)、CACNA2D3
（カルシウムチャンネル構成成分）、GATA-5
（転写因子）、ER (estrogen receptor)各遺
伝子のメチル化頻度と生活習慣との関連を
解析した。その結果、CDX2 と BMP-2 のメチル
化頻度は緑茶摂取量と負の相関を示した。一
方、CACNA2D3 のメチル化頻度は、運動量の少
ない患者では高かった。また、GATA-5 のメチ
ル化頻度は、漬物摂取量の多い患者で高かっ
た。以上より、メチル化頻度は一部の生活習
慣と関連していることがわかり、今後エピジ
ェネティクスと生活習慣の関連の解析が重
要である。 
 
② 血球 DNA のメチル化とがんとの関連の解
析 
 血球 DNAのメチル化をがんリスクの生体指
標として新規がん感受性診断に利用できる
か否かを調べるため、胃がん患者と健常者の
血球 DNA 各 300 例を解析した。予備的に検討
した複数の遺伝子の中から選んだ遺伝子 Aに
ついて、メチル化を定量的 PCR法で解析した。
胃がん患者のメチル化の平均は 5.25％、健常
者の平均は 4.56％で胃がん患者の方が高か
った。胃がん患者についてメチル化に影響す
る因子を、５％区切りで調べると、高齢、喫
煙歴有りで５％以上の例が有意に多かった。 
 血清中の Helicobacter pylori (Hp)に対
する抗体値を測定した結果、胃がん患者では
健常者より Hp 抗体陽性者が多かった。しか
し、胃がん患者と健常者の各々で、Hp 抗体陽
性者と陰性者の間でメチル化の程度に差は
見られなかった。以上より、血球 DNA におけ
る遺伝子 Aのメチル化は胃がんの生体指標と
なる可能性が示された。 
 
(2) 未分化型胃がんのマウスモデルの作成 

我々は、すでにヒト未分化型胃がんの原因
遺伝子である CDH1 (E-カドヘリン)を
Cre-lox 系により胃特異的に欠損するマウス
を作成した。しかし２年以上経過しても、良
性な異常細胞は見られたが、胃がんは形成さ
れなかった。そこで、CDH1 単独では胃がん発
症には不十分と考え、さらに胃がんの重要な
がん抑制遺伝子と考えられる p53も同時に胃
の細胞で欠損するマウスを作成した。６ヶ月
経過したダブル欠損マウスでは、構造・核異
型が見られる異常な細胞の集団が多数検出
され、消化管病理専門医によって早期がんと
診断された。９ヶ月から１２ヶ月では、印鑑
細胞を含む未分化型胃がんが１００％に発
生しており、半数のマウスでは固有筋層、ま
たは漿膜にまで達する進行がんであった。以
上から、ヒト未分化型胃がんのよいマウスモ
デルが作成できたと考えられる。 



 
(3) 胃がんにおけるエピジェネティック解析 
① 骨形成因子-2の胃がん細胞における発現
解析 
 骨形成因子(BMP)-2 の胃がん細胞における
発現を調べた結果、プロモーター領域のメチ
ル化が発現抑制の原因であった。原発胃がん
の解析でも、メチル化が発現抑制に重要だっ
た。BMP-2 のメチル化頻度は未分化型で高く、
BMP-2 が胃がん、特に未分化型で発症に関連
している可能性が示唆された。 
 
② 胃がんにおけるカルシウムチャンネル遺
伝子 CACNA2D3 のメチル化 
 胃がんにおいて、カルシウムチャンネルの
遺伝子 CACNA2D3 のメチル化を解析した。
CACNA2D3 のメチル化は胃がん 70 例中 19 例
（27.1％）で検出され、未分化型での頻度が
分化型より高かった。また、メチル化陽性患
者では陰性患者より生存期間が短かった。
CACNA2D3 遺伝子を培養細胞で強制発現させ
るとその増殖を抑え、p21 や p27 の発現量が
増えた。以上より、メチル化による CACNA2D3
の発現低下は、胃のがん化に関与している可
能性が示唆された。 
 
③ 胃がんにおける IQGAP2遺伝子のメチル化
による発現抑制とそれによる浸潤能の亢進 
 培養胃がん細胞株において、細胞の接着・
移動などに関与している IQGAP2 の発現とメ
チル化を解析し、発現低下とメチル化を検出
した。脱メチル化剤処理により発現が回復し
たので、メチル化による発現抑制と考えられ
た。原発性胃がんについても、IQGAP2 はメチ
ル化により発現が低下していた。原発性胃が
んの 47％にメチル化が見られ、メチル化のあ
る胃がんでは浸潤が強く、予後不良であった。
また、siRNA により IQGAP2 の発現を抑制した
胃がん細胞では浸潤能が亢進した。以上から、
IQGAP2 のメチル化は胃がんの進展に関与す
ることが示唆された。 
 
(4) マイクロ RNA miR-181c のエピジェネテ
ィックな発現抑制と胃がんとの関連 
 胃がんにおけるマイクロ RNA（以下 miRNA）
の発現低下とメチル化との関連性を明らか
にするため、脱メチル化剤処理した胃がん細
胞株を用いて、miRNA の発現プロファイルを
調べた。その結果、14 個の miRNA の発現が脱
メチル化剤処理後に 3倍以上上昇した。これ
らの miRNAの遺伝子座とその配列の上流での
CpG アイランドの有無から、miR-181c と
miR-432 の２つに着目した。RT-PCR 法により
miR-181c は、複数の胃がん細胞株で脱メチル
化剤処理による発現増加が認められた。一方、
miR-432 は一例の胃がん細胞株でしか発現の
回復が見られなかったので、miR-181c をさら

に解析した。miR-181c は、DNA メチル化酵素
である DNMT1/3b をともに欠損した大腸がん
細胞で強く発現していた。miR-181c は、原発
性胃がん組織 16 例のうち 9 例で発現が低下
していた。miR-181c の機能を検討したところ、
Precursor-miR-181cを導入した2つの細胞株
で細胞増殖が低下した。cDNA アレイにより
miR-181c の標的遺伝子の探索を行ったとこ
ろ、NOTCH や K-RAS などいくつかのがん遺伝
子の mRNA 量が低下していた。胃がん細胞株
に DNA脱メチル化剤とヒストン脱アセチル化
阻害剤の併用処理を行ったところ、これら
miR-181c の標的と考えられる遺伝子の発現
は抑制された。以上より、胃がんにおける
miR-181c の発現低下にはメチル化が関与し
ている可能性が考えられた。また、胃がんに
おいて miR-181c は細胞増殖やがん遺伝子の
発現調節に関わるがん抑制的な miRNAである
と推測される。 
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