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研究成果の概要（和文）：本研究では、Helicobacter pylori により誘発される胃炎・胃癌にお

ける DNA メチル化異常を明らかにすることで胃癌リスク予測に応用しうる知見を得た。まず

胃癌ハイリスク群では癌関連遺伝子のメチル化のみならず、ゲノム全体のメチル化量に変化が

あることを明らかにした。また胃癌細胞における DNA メチル化の網羅的解析から、新規胃癌

関連遺伝子および microRNA 遺伝子のメチル化異常を見いだした。これらが胃癌抑制遺伝子候

補であること、さらにこれらの遺伝子のメチル化が胃癌リスクマーカーとなり得ることを明ら

かにした。 

 
研究成果の概要（英文）： In the current study, we have analyzed for aberrant DNA 

methylation which is associated with Helicobacter pylori (H. pylori) induced gastric 

carcinogenesis. We have shown evidences that both CpG island hypermethylation of 

cancer-related genes and global hypomethylation occurs in premalignant lesions of diffuse 

gastric cancer. In addition, through genome-wide screening, we have identified aberrant 

DNA methylation of novel gastric cancer-related genes and microRNAs. Functional 

analysis revealed that these are candidate gastric cancer suppressor genes, and DNA 

methylation analysis in clinical samples suggested that these could be useful risk markers 

of gastric cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

 Helicobacter pylori (H. pylori) は胃に持
続的に感染し、慢性胃炎や消化性潰瘍の原因
となることが明らかになっており、日本人の
慢性胃炎の原因の大半は H. pylori 感染によ
ることが示されている。また、H. pylori は、

胃癌の発生にも重要な役割を担っているこ
とが明らかであり、1994 年に WHO は胃癌
の definitive carcinogen に指定している。し
かし、H. pylori 感染率は胃癌発生率よりも遙
かに高く、感染者のなかで胃癌ハイリスク群
を設定することは胃癌の早期発見や予防の
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ために極めて重要である。これまで H. pylori

感染者のなかでは萎縮性胃炎や腸上皮化生
が胃癌のハイリスク群であることが報告さ
れているが、胃癌リスクを評価するための分
子マーカーは未だ確立されていない。 

胃癌における既知の癌遺伝子・癌抑制遺伝
子の変異は低頻度で（APC 10%,β-catenin 

5％, K-ras 10% , p53 30%)、特に未分化型胃
癌発生の分子機構に関しては未知の点が多
い。一方、癌抑制遺伝子の DNA メチル化が
遺伝子不活化の重要であることが明らかに
なりつつあり、胃癌においても様々な癌抑制
遺伝子のプロモーター領域の DNA メチル化
が報告されている。メチル化は癌化の早期に
起こり、H. pylori 感染胃粘膜においても E-

カドヘリンなどのメチル化が報告されてい
る。また、H. pylori 感染胃粘膜における E-

カドヘリン遺伝子プロモーター領域のメチ
ル化は、H. pylori 除菌後に減少することが報
告されている。これらの結果より、H. pylori

除菌による癌抑制遺伝子プロモーター領域
の DNA メチル化の減少は、胃発癌の抑制に
つながる可能性が示唆される。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、H. pylori により誘発される慢
性胃炎を基盤として発症する、未分化型胃癌
における DNA メチル化の意義を明らかにし、
胃癌発生のリスク予測可能な分子マーカー
を同定することを目的とする。そのため、未
分化型胃癌組織、H. pylori 胃炎患者の胃粘膜、
特に未分化型胃癌の発生母地として重要な、
皺襞肥大型胃炎や pangastritis において、癌
関連遺伝子のプロモーター領域の網羅的メ
チル化解析を行い、H. pylori 感染胃粘膜にお
ける遺伝子メチル化の状態を明らかにする。
H. pylori 感染の有無、胃粘膜の炎症の程度、
担癌患者と非担癌患者における、DNA メチ
ル化の差を明らかに出来れば、H. pylori によ
る DNA メチル化誘発の分子機構や発癌リス
ク予測に繋がると考えられる。本研究は胃前
癌病変における DNA メチル化の解析により、
高リスク群の絞り込み、H. pylori 除菌による
胃癌抑制のバイオマーカーとしての臨床応
用へ向けて基礎的知見を得ることを最終目
標とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 慢性胃炎および未分化型胃癌における遺
伝子メチル化の解析 

炎症による発がんリスクの予測には、前癌
病変においてメチル化レベルを定量的に解
析する手法が必要と考えられる。本研究では、
pyrosequence 法を用いてメチル化解析を行
う。上部消化管内視鏡検査時に H. pylori 感
染や胃炎の診断のために採取された胃粘膜
生検検体の一部から DNA を採取する。 

未分化型胃癌に関しては、E-cadherin の突
然変異や異常メチル化による不活化が重要
であることが報告されているが、p53 や
K-ras など既知の癌抑制遺伝子や癌遺伝子の
ジェネティックな異常の頻度は少ない。本研
究では、細胞接着や細胞分化に関連する遺伝
子群に関して、DNA メチル化および遺伝子
発現について検討し、未分化型胃癌の発生と
進展に関与するか解析する。 

 

(2) 未分化型胃癌の発生と進展に関与する新
規遺伝子の同定 

未分化型胃癌や慢性胃炎においてメチル
化されている遺伝子の報告はあるが、既知の
遺伝子の発癌における役割や、発癌リスク予
測にどの程度有用か不明である。ゲノムスク
リーニング法を用いて、未分化胃癌の発癌リ
スク予測に有用な新規遺伝子マーカーの候
補を同定する。未分化型胃癌より MCA 法に
よりアンプリコンを作成し、プロモーターア
レイを用いて、メチル化の新規標的遺伝子を
明らかにする。新たに同定した遺伝子に関し
ては、pyrosequence 法によりメチル化を確
認し、real-time PCR 法により遺伝子発現に
ついて検討する。 

 

(3) 慢性胃炎および未分化型胃癌におけるメ
チル化プロファイルの作成 

これまでの解析から、異常メチル化はラン
ダムに起こるのでなく、一部の癌において、
メチル化の制御機構が破綻して、ゲノムワイ
ドなメチル化が起こることを明らかにして
きた。未分化型胃癌におけるエピジェネティ
ックな異常を俯瞰的に理解するため、DNA

メチル化のプロファイル作成を行う。 

MCA アレイにより、胃癌および慢性胃炎
におけるメチル化プロファイルを作成し、癌
特異的にメチル化している遺伝子、正常胃粘
膜ではメチル化していないが、H. pylori 感
染によりメチル化される遺伝子、H. pylori 

陽性の中で、特に発癌リスクに関係する遺伝
子を網羅的に解析する。 

 

(4) DNAメチル化と臨床病理学的因子の関連 

メチル化の標的遺伝子として、新規に同定
した遺伝子のなかから、炎症性腸疾患や皺壁
肥大型胃炎、腸上皮化生に合併する異型上皮
や癌の発生リスクを予測するのに最適なマ
ーカーを選定する。それらの遺伝子マーカー
を用いて、病理所見、血清ペプシノゲン値、
H. pylori 抗体値に関して、統計的有意差を
検定するのに十分な症例についてメチル化
レベルを定量的に解析し、メチル化レベルが
臨床病理学的因子や発癌リスク予測の指標
となりうるか解析を行う 。 

 

(5) 異常メチル化により不活化される遺伝子



の機能解析 

異常メチル化の標的遺伝子として同定し
た新規遺伝子に関しては、細胞周期やアポト
ーシス、細胞分化に与える影響に関して機能
解析を行う。遺伝子発現ベクターを作成し、
メチル化により発現が消失している腫瘍細
胞株に遺伝子導入し、コロニーフォーメーシ
ョンアッセイ、フローサイトメトリー、
TUNNEL アッセイを行う。また、遺伝子導
入前後で発現が変動する遺伝子に関して、
cDNA マイクロアレイで網羅的に解析し、遺
伝子シグナル経路における役割を、インシリ
コ解析により可視化する。 

 

４．研究成果 
 
(1) 皺壁肥大型胃炎における DNA メチル化
異常 

 

 皺壁肥大型胃炎は H. pylori 感染によって
発生し、未分化型胃癌が高率を発生すること
で知られている。我々は皺壁肥大型胃炎にお
いて、E-cadherin (CDH1)、CDH13、PGP9.5

など胃癌関連遺伝子の CpG アイランドが高
頻度にメチル化していることを明らかにし
た。さらにゲノムワイドなメチル化レベルの
指標として、繰り返し配列である LINE-1 の
5’領域のメチル化を pyrosequence により定
量解析したところ、皺壁肥大型胃炎では健常
人の胃粘膜と比較してゲノムワイドな低メ
チル化が進んでいることを見いだした。これ
らの結果から、H. pylori による炎症は癌関連
遺伝子の CpG アイランド高メチル化と、ゲ
ノムワイドな低メチル化の両方を促進する
ことで癌化リスクを増大させていることを
示唆された。 

 

(2) 胃癌関連 non-coding RNA 遺伝子のメチ
ル化の同定 

 

 microRNA（以下 miRNA）は 18～22 塩基
程度の短い non-coding RNA であり、分化・
増殖・アポトーシスなど様々な細胞活動に重
要な役割を担っている。胃癌において DNA

メチル化により不活化される遺伝子のスク
リーニング解析から、12 種類の miRNA 遺
伝子が癌においてメチル化していること見
いだした。特に miR-34b/c をコードする遺
伝子の CpG アイランドメチル化は胃癌症
例のおよそ 70％においてメチル化してい
た。miR-34b/c 遺伝子のメチル化は、H. 
pylori 陽性の胃炎からも検出されたことか
ら胃癌発生の早期にメチル化することが示
唆された。また多発胃癌患者の背景胃粘膜
ではさらにメチル化レベルが上昇すること
から、胃癌リスクマーカーとして応用でき
る可能性が示された。 

 miR-34b/c を胃癌細胞に過剰発現させる
ことで胃癌細胞増殖が抑制された。
miR-34b/c の発現は、遺伝子発現プロファ
イル、とくに細胞周期関連遺伝子に大きな
影響を与えることがマイクロアレイ解析か
ら明らかとなった。 
 以上の結果より、miR-34b/c は新規胃癌
関連遺伝子であり、胃癌の診断・治療標的
となり得ることが示された。 

 

(3) MCA マイクロアレイによる新規胃癌関
連遺伝子の同定 

 

 pangastritis、胃癌背景胃粘膜および胃癌
組織の DNA メチル化を MCA マイクロアレ
イにより網羅的に解析した。その結果、
WNT5、SOX5、GALNT14 などの CpG アイ
ランドが胃癌において高頻度にメチル化し
ていることを見いだした。さらに我々は、未
分化型胃癌において高頻度にメチル化して
いる新規メチル化遺伝子 X を同定した。胃癌
細胞株において遺伝子 X の CpG アイランド
メチル化は発現と有意に逆相関した。遺伝子
X のメチル化は H. pylori 陰性の健常人では
ごく軽度だが、未分化型胃癌および胃癌の背
景胃粘膜において高度にメチル化していた。
遺伝子XはRasシグナル経路に関与する事が
以前より示唆されていることから、発現ベク
ターを構築し胃癌細胞に導入したところ、細
胞増殖を高度に抑制した。これらの結果から
遺伝子 X は新規胃癌関連遺伝子であり、その
メチル化は胃癌診断の新たなバイオマーカ
ーとなりうる事が示された。 
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