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研究成果の概要（和文）：AFP 産生胃癌は胃癌の中で悪性度の高い亜型である。GATA-4 は消

化管や肝臓の発生に関与する遺伝子である。通常の胃腺癌と比較検討した結果、AFP 産生胃癌

において GATA-4 の発現は通常胃癌でみられる DNA のメチル化でなくヒストンの脱アセチル

化により抑制されていることが解明された。 

 
研究成果の概要（英文）：AFP-producing adenocarcinoma is a highly malignant variant of the 

gastric cancer. GATA-4 is a gene that is involved in both gastrointestinal and hepatic 

differentiation. GATA-4 expression was restricted by DNA methylation in common-type 

gastric adenocarcinomas, whereas, we found that it was restricted by histone deacetylation 

in AFP-producing adenocarcinomas. 
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１． 研究開始当初の背景 

(1) AFP産生胃癌 
① 定義 

AFP産生胃癌とは、AFP産生が認めら
れる胃癌の総称である。胃原発性上
皮性腫瘍、胃原発胚細胞性腫瘍、お
よび転移性腫瘍の３つに大別される
が、一般に AFP 産生胃癌という場合
には、通常型腺癌の亜型のひとつで
ある胃原発性上皮性腫瘍を意味する
場合がおおい。胃原発性上皮性 AFP

産生腫瘍は、組織学的に肝細胞癌に
類似する肝様腺癌や胎児消化管上皮
に類似する胎児消化管上皮類似癌
（あるいは淡明細胞腺癌）が知られ
ている。また、稀ではあるが通常型
腺癌で AFPを産生する場合もある。 

② 臨床病理学的特徴 
AFP 産生胃癌は胃癌の 2-5%程度を占
めるとされている。脈管侵襲傾向が
強く早期より肝転移やリンパ節転移
を来しやすい。そのため、通常型胃
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癌に比し悪性度が高く、予後は不良
である。また、化学療法に抵抗性を
示す症例が多く報告されている。 

③ 発生機序 
AFP 産生胃癌の発生機序は不明であ
る。我々は、内胚葉組織の分化に関
連する転写因子の関与を仮定し、肝
様腺癌の外科切除材料や AFP 産生胃
癌細胞株を用いて、分子病理学的に
発生機序を検討してきた。これまで
に、AFP 産生と通常型腺癌とを比較
検討した結果、肝細胞の発生分化に
関与するとされる転写因子群の中で、
HNF-4α, C/EBPβの発現が異なって
いることを報告した。また、胃及び
肺の肝様腺癌において HNF-4αが高
発現していることを報告した。 

(2) エピジェネティックス 
DNA のメチル化やヒストンのメチル化・
アセチル化など染色体の後天的な修飾
による遺伝子発現の制御機構。個体の発
生・分化における遺伝子発現に関与して
いる。悪性腫瘍においては、エピジェネ
ティックな遺伝子制御の異常により、癌
抑制遺伝子を含み種々の遺伝子の発現
の異常を来し、発癌や悪性形質の獲得に
関与すると考えられている。AFP 産生胃
癌におけるエピジェネティックな遺伝
子制御の検討はいまだ十分に行われて
いない。 

(3) GATA-4 
消化管や肝臓の発生に関与することが知
られている転写因子である。通常の胃腺
癌での発現抑制は DNA のメチル化よると
報告されている。 

 
２．研究の目的 
通常型胃腺癌に比し AFP産生胃癌が高度悪性
である原因を解明することが究極の目的で
ある。我々は胎児肝あるいは胎児消化管への
分化転換が高度悪性形質獲得に関係すると
推論している。そのため、AFP 産生胃癌にお
ける分化関連遺伝子の発現およびその制御
の異常を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒストン脱アセチル化阻害による検討 
①TSA 処理による遺伝子発現の変化 

ヒストンの脱アセチル化が AFP産生腫瘍
の肝細胞形質や腺細胞形質に影響して
いるかを検討する目的で、ヒストン脱ア
セチル化阻害剤の TSA で処理後に AFP, 
albumin, transferrin, GPD, CYP, G6PT, 
Cdx1, CEA, MUC2, MUC5AC, MRP2, MRP3, 
MRP6の発現を RT-PCRで検討した。 

②TSA 処理による薬剤耐性能の変化 
ヒストン脱アセチル化が AFP産生腫瘍の

薬剤抵抗性に関与しているかを検討す
る目的で、TSA処理による cisplatin 感
受性の変化を検討した。 

(2)肝細胞分化関連転写因子の検討 
①肝様腺癌における発現 

これまで我々は、HNF-1、HNF-4、C/EBP
α、C/EBPβなどの liver-enriched 
nuclear factor と呼ばれる肝細胞分化
関連因子の肝様腺癌あるいは AFP産生胃
癌における発現を検討してきた。今回さ
らに肝様腺癌外科切除症例に関し
GATA-4, HEX, FOXA1/HNF-3αの発現を検
討した。 

②AFP 産生胃癌細胞におけるエピジェネテ
ィックな制御の検討 
Methylation specific PCR (MSP), 
chromatin immunoprecipitation (ChIP)
にて GATA-4 発現のエピジェネティック
な制御を検討した。 
 

４．研究成果 
(1) ヒストン脱アセチル化阻害による検討 
①TSA 処理による遺伝子発現の変化 

RT-PCRにて、TSA処理により CEAのｍRNA
の発現亢進および MRP6 ｍRNA の発現抑
制が認められた。しかし、Real-time 
RT-PCR にて発現変化を確定することが
できなかった。その他、AFP, albumin, 
transferrin, GPD, CYP, G6PT, Cdx1, 
MUC2, MUC5AC, MRP2, MRP3 では明らかな
変化は認められなかった。 

②TSA 処理による薬剤耐性能の変化 
AFP産生胃癌細胞 GCIY では、TSA処理に
よる cisplatin感受性の有意な変化は認
められなかった。 

(2)肝細胞分化関連転写因子の検討 
①肝様腺癌における発現 

免疫染色にて、肝様腺癌症例において
GATA-4は 1/9例で陽性、HEX は 1/9例で
陽性（細胞質に陽性）、FOXA1 は 5/9例で
陽性であった。一方通常胃癌では GATA-4
は 33/34 例、HEXは 11/33 例(核あるいは
細胞質)、FOXA1は 11/11 例で陽性であっ
た。胃癌症例における GATA-4 の発現頻
度はこれまで報告された頻度よりやや
高い結果であったが、肝様腺癌では
GATA-4の発現が抑制されていることが
示唆された（図１）。 

②AFP 産生胃癌細胞におけるエピジェネテ
ィックな制御の検討 

AFP産生胃癌細胞株 3株の GATA-4発現を
RT-PCT で検討した結果 2 株で発現が認
められなかった（図２）。GATA-4 の発現
が GATA-4 遺伝子プロモーター領域のメ
チル化によるものかを MSPにて検討した。
AFP 産生胃癌細胞株では 3 株中 2 株で
GATA-4 の発現が認められなかったが、3



株いずれも GATA-4 DNA のメチル化は認
められなかった（図３）。GATA-4 発現の
認められなかった 2株は、ヒストン脱ア
セチル化阻害により、GATA-4 の発現が誘
導された（図４）。ChIP アッセイで検索
した結果、GATA-4転写制御領域のヒスト
ン H3, H4のアセチル化状態と GATA-4 の
発現とが一致した（図５）。一方、通常
胃癌細胞株では、これまでの報告同様に、
GATA-4 DNA のメチル化により GATA-4 発
現が抑制されていた（図６、７）。以上
の結果から、AFP 産生胃癌細胞では通常
胃癌細胞と異なりヒストンアセチル化
が GATA-4 発現抑制に関与していると考
えられる。AFP 産生胃癌において通常胃
癌とことなるエピジェネティックな遺
伝子制御機構の存在が示唆される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 肝様腺癌と通常型腺癌の GATA４発現。
肝様腺癌の H-E 染色（A、B）、AFPの免疫染色
（C、D）、GATA-4 の免疫染色（E、F）。A、C、
E は GATA-4陰性の同一症例。B、D、Fは GATA-4
陽性の同一症例。Gは通常型腺癌の H-E染色、
H は GATA-4の免疫染色 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
図２ AFP産生胃癌細胞における GATA-4の発
現（RT-PCR）TAKIGAWA のみ発現が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ AFP産生胃癌細胞において GATA-4遺伝
子のプロモーター領域にメチル化は認めら
れなかった（MSP）U：非メチル化、M：メチ
ル化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ GATA-4発現の認められなかった 2株で
は、TSA によりヒストン脱アセチル化を阻害
した結果、GATA-4の発現が誘導された 
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図５ GATA-4 転写制御領域のヒストン H3, 
H4 のアセチル化状態（ChIP）。GATA-4の発現
の認められない Fu97、および GCIY では、
GATA-4 プロモーター領域のヒストン H3 およ
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び H4は低アセチル化状態であったが、GATA-4
発現の認められる TAKIGAWA では GATA-4プロ
モーター領域のヒストン H3および H4は高ア
セチル化状態であった。Ig：コントロール抗
体、AcH3：抗アセチル化ヒストン H3 抗体、
AcH4：抗アセチル化ヒストン H4 抗体、
Met3H3K4：抗トリメチル化ヒストン H3K4 抗
体 
 
 
 
 
 
図６ 通常型胃癌細胞株における GATA-4 の
発現（RT-PCR）。MKN1 と NUGC3 で発現が認め
られる。 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 通常型腺癌における GATA-4 遺伝子プ
ロモーター領域のメチル化状態（MSP）。 
GATA-4発現の認められる細胞（MKN1、NUGC3）
ではメチル化されてないが、GATA-4発現の認
められない細胞（MKN7、NUGC4）ではメチル
化されている。U：非メチル化、M：メチル化 
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