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要旨 

 

胃がんの一組織亜型である胃粘液癌は、豊富な細胞外粘液を伴う病理組織像が特徴

的であり、それ以外の組織亜型に比べて予後不良とされている。本研究では全エクソ

ンシーケンスおよびターゲットシーケンスによる包括的な体細胞変異の同定を通し

て、胃粘液癌における分子機構の異常を研究した。胃粘液癌ではクロマチン関連遺伝

子群の体細胞変異が多くみられることを明らかにしたほか、高頻度に変異のみられる

MYH9 が未分化型粘液癌において腫瘍抑制遺伝子として働いていることを示した。ま

た、ドライバー遺伝子の変異頻度の比較から、胃がんにおける胃粘液癌の分子遺伝学

的な位置づけを解明した。 
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第一章 序文 

 

１．世界および本邦における胃がんの現状 

 

国際的な統計によれば、単年で新規に 950,000 人の胃がん患者が登録されている

（GLOBOCAN 2012, http://globocan.iarc.fr/）。胃がんは重大な死因の 1 つであり[1]、が

んによる死亡数としては、男性および女性において 3 位である（GLOBOCAN 2012）。

胃がんの罹患率は、東アジア、ロシア、南米で高い傾向があり[2]、日本も胃がんの多

い地域に含まれる。日本では胃がんの罹患率は減尐傾向にあるものの、依然として第

１位を占め、死亡数についても 2015 年の統計では 49,400 人（悪性腫瘍の 3 位；男性

2位, 女性 3位）となっている（がん情報サービス http://ganjoho.jp/reg_stat/index.html）。

胃がんに対して現状よりも有効な診断・治療戦略を立てることは、がん研究者、医療

従事者が精力的に進めるべき課題のひとつである。現在の胃がんに対する治療の柱は

早期発見に基づく治癒的外科的切除であるが、補助療法としての化学療法や、転移播

種・切除不能症例に対する化学療法の有効性を今後さらに高めていくことが死亡率減

尐に向けて肝要である。化学療法としては、従来の抗がん剤にくわえて、HER2, EGFR, 

VEGFR2 などの遺伝子異常をターゲットとした治療薬の開発について臨床応用が進

められつつあるが（：「個別化医療」）、有効な分子標的治療薬をさらに開発する必要

があり、そのためにも、病理学的に多様とされる胃がんにおける分子経路異常を解明

していくことが重要である。 

 

２．胃がんの一亜型としての粘液癌 

 

胃がん全体の 2.6-8.7％[3-5]を占める亜型として、粘液癌がある。最新の WHO 分類

（2010）において、胃がんの組織型は主要 4型に分けられており、粘液癌（mucinous）
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はその一角を占める（表１）[6, 7]。組織学的には、細胞外粘液（extracellular mucin）

を伴う領域が腫瘍内で 50％をこえる症例を粘液癌に分類することが慣習となってい

る[6]。正常胃粘膜から分泌される粘液はそもそも粘膜保護の役割を果たすと考えられ

ている[8, 9]ものの、胃がんの腫瘍細胞が粘液を分布する場合に、その粘液が果たす役

割についてはいまだ不明な点が多い。粘液産生を伴う（細胞内粘液が目立つ）胃がん

の組織型としては、粘液癌（本邦規約における muc）と印環細胞癌（本邦規約におけ

る sig）が知られているが、本研究で対象とする粘液癌は、細胞外に粘液豊富な領域

を形成し（「粘液結節」あるいは「粘液湖」とよばれる）それを背景として腫瘍細胞

が浮遊する像を呈する点で印環細胞癌（本邦規約における sig）とは異なっており、

特徴的な組織亜型である。 

 

表１．胃がんの各組織型分類の対応、および粘液癌の位置づけ 

 

 

胃粘液癌は、粘液癌以外の組織亜型（以下、「非粘液癌」とする）に比べ、腫瘍深

達度や病期が進行している例が多く[5, 10]、予後不良[4, 5, 10]とされている。また、

抗がん剤の腹腔内投与治療による恩恵を受けにくいグループに粘液癌が含まれると

いう報告もある[11]。したがって、胃粘液癌に対する有効な治療法の開発に向け、そ

本邦の胃癌取扱い規約 細胞内粘液 細胞外粘液 WHO分類 Lauren分類
(※1)

Papillary

＋

分化型粘液癌 ＋ ＋

未分化型粘液癌 (※2) ＋ ＋

　　(※1) Lauren分類は、日本での診療ではなじみが薄いが、英文学術誌においてしばしば議論の土台となる。

　　(※2) 未分化型粘液癌の腫瘍内でも印環細胞が見られるが、細胞外粘液を伴う点でsig症例とは異なる。

muc　〔粘液癌〕

pap　〔乳頭腺癌〕

tub1　〔管状腺癌, 高分化〕

tub2　〔管状腺癌, 中分化〕

por1　〔低分化腺癌, 充実型〕

por2　〔低分化腺癌, 非充実型〕

sig　〔印環細胞癌〕

Tubular

Poorly

cohesive

Intestinal type

Diffuse type

Mucinous
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の基盤となる分子機構の解明は重要である。しかしながら、胃粘液癌はそれほど頻度

が高くないため、症例を集積したうえでの分子遺伝学的な先行研究は尐ない。これま

での知見としては、①HER2 の過剰発現、HER2 遺伝子の増幅、EGFR の過剰発現の

頻度が、非粘液癌と比べて低いという報告[10]と、②免疫組織化学的に β-カテニンの

陽性率が非粘液癌と比べて低いという報告[12]、に留まっている。 

 

３．次世代シーケンスによるがんゲノム異常の解明 

 

次世代シーケンサーは、数千万から数億の DNA 断片を大量並列的に処理すること

ができるため、膨大な塩基配列のシーケンスが可能である。その際、サンプルごとに

異なるインデックスを付加することで、多数のサンプル由来のシーケンスライブラリ

を一度のランで扱うこともできる。次世代シーケンスは、対象サンプルから抽出し

100-400 塩基対程度に断片化した DNA（あるいは cDNA）を鋳型とし、再合成時に蛍

光標識ヌクレオチドが発する蛍光を検出する原理や、取り込まれた dNTP に対応した

ルシフェリンの発光量や pH 変化を検出する原理に基いて塩基配列を決定していく。

現在、塩基を同定する原理が異なる複数のプラットフォームが利用可能である。この

ような次世代シーケンサーの開発と進歩、およびシーケンスコストの低下（2014 年時

点で、ヒトゲノム約 30 億塩基対の解析コストは 15 万円程度）により、近年、がんが

もつ体細胞変異を網羅的に同定することが盛んに行われるようになってきた。DNA

や RNA には細胞の増殖や分化の設計情報が格納されているため、それらの網羅的解

析を通じて、がんの発生・進展過程に重要な分子機構の解明や、がんの分子遺伝学的

分類の再編、さらには新規治療ターゲットの発見につながる。 

胃がんを対象とした次世代シーケンス研究が行われる以前から、Lauren 分類[13]に

おける intestinal type 胃がん（管状構造をとるタイプ）と diffuse type 胃がん（低分化

であり管状構造を欠くタイプ）では異なる遺伝子異常が確認されることが知られてい
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た。Intestinal type 胃がんでは、頻度の高い遺伝子異常として、TP53 遺伝子のヘテロ

接合性消失（loss of heterozygosity; LOH）や変異[14, 15]、APC 遺伝子の LOH や変異[16]、

細胞周期関連遺伝子である p16 や p27 のサイレンシング[17, 18]などが知られていた。

一方、diffuse type 胃がんにおいては、E-cadherin の発現低下の頻度が高いことや[19]、

CDH1 のプロモーターの高メチル化が多いこと[20]などから、CDH1 遺伝子の重要性

が認識されていた。そのほか、特徴的なゲノム異常を持つ疾患単位（マイクロサテラ

イト不安定性（microsatellite instability; MSI）陽性胃がん、HER2 陽性胃がん等）も広

く認識されるようになっていた。 

胃がんを対象とした次世代シーケンス研究は、それまで知られていなかったゲノム

異常を同定することとなった。その成果は 2011 年頃から報告されはじめ、従来胃が

んにおいて着目されていなかった ARID1A変異が高頻度にみられることが報告された

ことを端緒として[21, 22]、その後、TP53, CDH1, SMAD4, PIK3CA などのドライバー変

異の存在が確認された[23, 24]。胃がんのゲノム異常に関する研究成果は現在も集積さ

れつつあり、将来的には胃がんも、肺腺癌のように、特徴的なゲノム異常や治療標的

に立脚した形で分類されていく可能性も高いと考えられる。 
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第二章 背景と目的 

 

 １．胃がん次世代シーケンス研究の現状 

 

 序文「３」で述べたように、胃がんを対象とした次世代シーケンス研究成果が近年

集積しつつあり、従来からの胃がん分類（「intestinal type 胃がん」「diffuse type 胃が

ん」「MSI 胃がん」「EBV 関連胃がん」等）に立脚した形での大規模なゲノム解析も行

われ、組織型特異性の高い RHOA 変異などのドライバー遺伝子も同定されたほか[23, 

24]、分子遺伝学的な視点からの胃がんのタイピングが行われた[24, 25]。しかし、頻

度の低い胃がん亜型については、その発生・進展に関わるゲノム異常の解明はいまだ

不十分である。とくに、豊富な細胞外粘液を伴う特殊な亜型である粘液癌のゲノム異

常も未解明であり、そのゲノムの網羅的解析を通して新しい治療標的を見出すことは

重要と考え研究を開始した。特徴的な組織亜型のゲノム解析を通じて特徴的なゲノム

異常の発見につながることはしばしばあり、実際、胃以外の臓器（膵臓[26]、卵巣 [27, 

28]、肺 [29]など）における粘液産生腫瘍を対象とした次世代シーケンス研究はユニ

ークかつ重要なゲノム異常を同定している。 

 

２．胃粘液癌における未解明事項 

 

胃粘液癌は非粘液癌よりも悪性度が高いことが示唆されているにも関わらず、その

分子機構は未解明な部分が多く（序文「２」参照）、特殊型として分類されてきた胃

粘液癌が分子遺伝学的にも特殊か否かはあまり研究されてきていない。 

また、胃がんにおける粘液癌の分子遺伝学的な位置づけも未解明である。病理学的

には、分化型粘液癌の組織構築は管状構造を形成する点で intestinal type に類似してお

り、未分化型粘液癌は腫瘍細胞どうしの接合性が低い点で diffuse type との形態学的類
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似性を持つ（図１）。また、未分化型粘液癌の多くは腫瘍内の一部に diffuse type に相

当する組織像を有する。しかし、粘液癌が diffuse type, intestinal type と分子遺伝学的

にどのような関係性にあるかは知られていない。粘液癌を含めた亜型ごとの分子遺伝

学的関係性を解明することは、胃がんに対する診療を最適化していく際の指標として

も重要と考えられる。 

 

 

図１．分化型粘液癌と未分化型粘液癌の組織像、および非粘液癌（intestinal, diffuse

タイプ）との形態学的類似性 

 

３．目的 

 

 本研究の目的は、胃粘液癌の体細胞変異の同定を通じて重要な分子経路を解明し、

粘液癌以外の胃がん亜型との分子遺伝学的な関連性も明らかにすること、さらには胃

粘液癌の治療や予後予測に役立つ知見を得ることである。 
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第三章 材料と方法 

 

第一節 材料 

 

１．胃粘液癌の手術検体 

全エクソンシーケンスには、国立がん研究センターのバイオバンクに保管されてい

る胃粘液癌の凍結検体 16 例分（腫瘍部・非腫瘍部）を使用した。ターゲットシーケ

ンスには、同バイオバンク保管されている胃粘液癌の凍結検体 4例分（腫瘍部・非腫

瘍部）と、国立がん研究センター中央病院にて外科的に切除された胃粘液癌の病理標

本（ホルマリン固定パラフィン包埋〔formalin-fixed paraffin-embedded; FFPE〕サンプ

ル）48 例分（腫瘍部・非腫瘍部）を用いた。いずれの検体も、その研究への利用につ

いて、患者の同意は取得済みである。各患者の臨床情報は後ろ向きに検索して取得し

た。 

 

２．倫理委員会の承認に関する事項 

国立がん研究センターバイオバンクの凍結材料や胃がん病理標本の使用に関して

は、国立がん研究センター 倫理審査委員会に申請し、承認を受けた（課題名：ゲノ

ム構造解析に基づく肝がん、膵がん、肺がん、胃がん、大腸がん、胆道がん、乳がん、

食道がん、卵巣がん、子宮がん、膀胱がん、頭頸部がん、骨軟部肉腫の発生・進展分

子機構の解明上部消化管腫瘍のゲノム・遺伝子解析とその臨床病理学的意義の解明

【番号】17-30）。 

 

３．胃がん細胞株 

 胃粘液癌のゲノム解析から得られたドライバー遺伝子候補 MYH9（myosin heavy 

chain 9）の機能解析を行うにあたり、ヒト未分化型胃がんから樹立された HSC44 を
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用いた。同株を樹立した Yanagihara らによれば[30]、HSC44 においては免疫組織化学

的に E-カドヘリンの発現が保たれている。また、主ながん遺伝子の発現としてはEGFR

が中等度～強陽性とされている[30]。 

 

第二節 方法 

 

１．DNA 抽出および定量 

腫瘍部および非腫瘍部の凍結保存サンプルから、フェノール・クロロホルム抽出に

よってゲノム DNA を抽出し、下記「２」および「５」へ進めた。FFPE ブロックを使

用する際は厚さ 10 μm の組織切片標本を作製し、フェノール・クロロホルム抽出によ

ってゲノム DNA を抽出した。その際、腫瘍 FFPE サンプルについては、非腫瘍成分

をできるだけ排除したうえで（：マクロダイセクション）DNA 抽出を行い、腫瘍含

有率を高めた。抽出した DNA は Qubit fluorometer（Life Technologies）で定量した。 

 

２．全エクソンシーケンスライブラリの作製 

既報のとおり[31]、SureSelect Human All Exon V5 Plus kit（Agilent Technologies）を用

いてエクソン領域を濃縮した（エクソンキャプチャー）。1 μg DNA を Covaris S2 system

（Covaris, Inc. Woburn, MA）にて 150-200 bp へ断片化し、末端修復、A 付加、アダプ

ターライゲーションを行い、750 ng 相当の産物を分取したうえでキャプチャーライブ

ラリとのハイブリダイゼーションを 24 時間行った。 

 

３．全エクソンシーケンスおよびデータ解析 

イルミナ HiSeq 2000 のペアエンド・モードにてシーケンスを行った。シーケンス

リードは既報[31]のとおり、Burrows-Wheeler Aligner（BWA）ソフト[32]を用いてヒト

ゲノムのリファレンス配列（GRCh37）にアラインメントし、マッピング処理をし、
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SAMtools[33] と当研究室独自のプログラムを用いてパイルアップした。体細胞変異は、

腫瘍部の塩基配列と非腫瘍部の塩基配列を比較することで検出した。この際、胃がん

検体における腫瘍含有量の低さが問題となったが、国立がん研究センター がんゲノ

ミクス研究分野において開発された独自の変異検出アルゴリズム（腫瘍含有率を変数

として組み込んでいる）を使用した。一塩基置換（single nucleotide variant, SNV）お

よび挿入/欠失（indel）の検出には、表２に示すフィルタリングを用いた。読み取り深

度が不足したサンプルについてはディープシークエンスを追加した。変異を同定した

遺伝子の重要性は、体細胞変異が遺伝子上のランダムな場所に入るという仮定（バッ

クグラウンド）と比較しポアソン分布をあてはめた検定（体細胞変異が同じ遺伝子に

多く入っているほど p 値が小さくなる）をもとに判断した。 

 

表２．一塩基置換および挿入/欠失の検出に用いたフィルタリング 

  フィルタリング項目 
アレル頻度（AF）

が高い場合 

アレル頻度（AF）

が低い場合 

一塩基置

換（SNV）

の検出 

読みとり深度 >= 8 >= 8 

Mapping quality >= 20 >= 20 

Base quality >= 10 >= 10 

腫瘍におけるアレル頻度 >= 0.15  0.15 > AF >= 0.05  

腫瘍において SNV に対応するリード数 >= 4 >= 8 

非腫瘍におけるアレル頻度 < 0.03  < 0.01  

（非腫瘍におけるアレル頻度）÷（腫瘍

におけるアレル頻度） 
<0.1  < 0.1  

挿入/欠失

（indel）の

検出 

読みとり深度 
>= 8 (腫瘍) かつ 

>= 10 (非腫瘍) 

>= 8 (腫瘍) かつ 

>= 10 (非腫瘍) 

腫瘍におけるアレル頻度 >= 0.20 0.20 > AF >= 0.05  

腫瘍において indelに対応するリード数 >= 6 >= 12 

非腫瘍におけるアレル頻度 0 0 

 

４．サンガーシーケンスによる検証 

 上記「３」の全エクソンシーケンス（whole-exome sequencing; WES）によって重要
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と推定された遺伝子の SNV については、Primer-BLAST および 遺伝情報処理ソフト

ウェア GENETYX を使用してプライマーを設計し、nested PCR 法で DNA を増幅し、

3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) によって各 SNV の有無を検証した。 

 

５．ターゲットシーケンス 

 200～600 ng のゲノム DNA を出発量とし、Covaris S2 system（Covaris, Inc.）にて断

片化ののち、Hyper Prep Kit（Kapa Biosystems）および SureSelect XT Library Prep Kit

（Agilent Technologies）を組み合わせてライブラリを作製した。キャプチャー試薬と

してはカスタム合成した SureSelect bait library（Agilent Technologies）を用い、選択し

た 114 遺伝子（表３）のエクソン領域をキャプチャーした。ターゲットとした DNA

は合計 418 kbp となった。WES と同様、イルミナ HiSeq 2000 にてシーケンスを行っ

た。 

 FFPE 由来のゲノム DNA は、DNA 断片化の影響で PCR 増幅能が低下し、ライブラ

リ作製がうまくいかないことがある。今回我々は、定量 PCR を用いた手法（考案：

国立がん研究センター 先端医療開発センター 市川 仁 部門長ら, 未発表）を用いて、

FFPE 由来ゲノム DNA サンプルの断片化の程度を測定し、その値を参考にしながら

Covaris system を用いた断片化のサイクル数を 0-3 サイクルの間で調整した。凍結検体

については 6 サイクルで DNA 断片化を行った。同手法に基づいてライブラリ作製前

に測定した断片化指標は、ライブラリ作製過程におけるピークサイズ（単位：塩基対）

と相関しており、断片化の程度を予測できることが確認されている（未発表手法に関

連するデータのため、詳細は公表せず）。 

 ターゲットシーケンスを行う 114 遺伝子（表３）は、我々の WES の結果および先

行研究による遺伝子リスト[23, 24, 34]から選定した。 
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表３．ターゲットシーケンスにおいて対象とした 114遺伝子のリスト 

 

ABCA13 CDH9 HVCN1 MSR1 RHOA TMEM179 

ABR CDK20 IFI35 MTOR RND3 TMEM72 

ADAMTS1 CEACAM6 ILK MXI1 RNF43 TP53 

AHNAK2 CSRP1 INHA MYH9 SCNN1B TRAM1L1 

ANO10 CTNNB1 IRF3 NCOA6 SDK1 TRIM48 

AP1S1 CXCR2 KAT6A NEUROD4 SDK2 TRPS1 

ARID1A CYP1B1 KCNA4 NOTCH3 SEC13 USP13 

ARID1B CYP4F22 KDM6A NPY2R SETBP1 WBP1 

ASXL1 DNAJB3 KIF2B NUPL2 SFXN3 ZBTB7C 

BAX EP400 KRTAP22-2 OR5A1 SIGLEC7 ZNF205 

BCL11B ERBB3 LCN2 PAMR1 SLC3A2 ZNF24 

BCOR FAT1 LDHB PARP4 SLFN5 ZNF330 

BRAF FLG2 LDOC1L PDE3A SMAD4 ZNF365 

BRCA1 GIMAP6 LYZL2 PIEZO2 SNTG1 ZNF506 

BRCA2 GJB7 MAGI2 PROCA1 SOGA1 
 

CACNA1C GNAS MED25 PRRT2 SPECC1 
 

CCDC57 GORAB METTL8 QKI SUPT5H 
 

CCDC160 GPR65 MLL QRFP TCHH 
 

CD300LG GRAP2 MLL2 RBMXL3 TEX15 
 

CDH1 HHIPL2 MLL3 RFX5 TMED7-TICAM2 
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６．細胞培養 

未分化型の胃癌細胞株 HSC44 は、RPMI-1640 培地（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）に

10％FBS（JRH Biosciences, Lenexa, KS, USA）、2mM L-glutamine（Wako Pure Chemicals 

Ltd., Osaka, Japan）、50 IU/mL penicillin, and 50 μg/mL streptomycin を添加して使用した。

細胞の培養は 5% CO2、37℃の条件下で行った。 

 

７．MYH9 遺伝子の機能解析 

(7A) siRNA 導入 

 HSC44 細胞を 6-well プレートにまき、siGENOME SMARTpool（Dharmacon, GE 

Healthcare）を用いて（最終濃度  100nM）MYH9 をノックダウンした。導入試薬は

Lipofectamine RNAiMAX（Life Technologies）を用いた。陰性コントロールとしては

siGENOME Non-Targeting siRNA Pool #2（Dharmacon, GE Healthcare）を用いた。 

 

(7B) RT-PCR 

トランスフェクション後の培養細胞から RNA spin Mini Kit（GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK）にて RNA を抽出し、それを元に First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA)を用いて cDNA を作製した。MYH9 および

ACTB 遺伝子に対する特異的プライマーを用いて、LightCycler LC480（Roche）にて定

量 PCRを行った。MYH9に対するプライマーは、F (5’ TGGAGGACCAGAACTGCAA 3’) 

および R (5’ GGTTGGTGGTGAACTCAGCTA 3’)を用いた。ACTB に対するプライマー

は 、 F (5’ CGCCAGCTCACCATGGATGA 3’) お よ び R (5’ 

AAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCATTT 3’)を用いた。 

 

(7C) 三次元懸垂培養（hanging drop culture） 

細胞-細胞接着を観察する目的で、三次元懸垂培養（hanging drop culture）アッセイ



14 

 

[35, 36]を行った。24-well プレートを用意し、使用予定部分のウェルに PBS を予め入

れておいた（天井培養中の乾燥防止のため）。トランスフェクション後の HSC44 細胞

を分取し（1×104 個/200 μL）、その懸濁液を 200 μL ピペットチップで厳密に 10 回ピペ

ッティングし、細胞塊を個々の細胞へと分離させたのち、滴状培養液 30 μL ずつを

24-well プレートの蓋から吊り下げ、懸垂培養を 2 時間行った。位相差顕微鏡で観察

を行い、細胞集塊（構成細胞数≧10 個）の数（Ａ）と、孤在性細胞の数（Ｂ）をそれ

ぞれカウントした。集計は、A の値が 5 以上となるまで対象視野（x200）を増やし続

けて行い、毎回 100 個以上の細胞をカウントした。最終的に、A÷B を算出すること

で、細胞-細胞接着を評価・比較した。 

 

(7D) 印環細胞の割合の評価 

 トランスフェクション後の HSC44 細胞を 6-well プレートに播き（2.5×104 個/well）、

7 日間培養したのち、カルノア液（メタノール：酢酸＝3:1）にて固定し、crystal violet

で 15 分間染色した。顕微鏡にて 1000 個以上の細胞を観察し、印環細胞の出現頻度を

測定した。 

 

(7E) 創傷癒合アッセイ（wound healing assay） 

トランスフェクション後の HSC44 細胞を 6-well プレートに播き（7×104 個/well）、

コンフルエントとなるまで培養したのち、ピペットチップを用いて直線状の傷をつけ、

PBS にて洗浄した。傷によってできた細胞非存在部分に細胞が遊走していく様子を、

顕微鏡で 0, 1, 2 日後に撮影した。 

 

(7F) 増殖アッセイ 

 トランスフェクション後の HSC44 細胞を 6-well プレートに播き（1×104 個/well）、

1, 3, 5 日後の生細胞数を Countess II Automated Cell Counter (Life Technologies)を用いて
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測定した。 

 

(7G) 免疫蛍光染色 

トランスフェクション後の HSC44 細胞を Lab-Tek chamber slide（Sigma-Aldrich）に

播いて接着させ、4％パラホルムアルデヒドにより固定し、室温にて 30 分間のブロッ

キングを行い（Perkin Elmer 社の Blocking Reagent を使用）、一次抗体と 4℃で一晩反

応させた。一次抗体は、ラビット・モノクローナル 抗 E-cadherin 抗体（clone EP700Y, 

Merck Millipore, Schwalbach, Germany, 500 倍希釈）を用いた。翌日、PBS にて洗浄し

たのち、蛍光標識二次抗体（Alexa-488, anti-rabbit, 500 倍希釈）と 60 分間反応させ、

PBS にて洗浄し、蛍光顕微鏡 BZ-9000（キーエンス, Osaka, Japan）にて観察し、撮影

した。 

 

８．免疫組織化学 

 MLH1 遺伝子のプロモーター領域の高メチル化は、胃がんにおけるマイクロサテラ

イト不安定性（microsatellite instability; MSI）の原因として最多であり[37, 38]、MSI

陽性胃がんの検出に MLH1 の免疫組織化学が有用であることが知られている[37-40]。

我々は、MSI 陽性粘液癌を検出する目的で MLH1 タンパクの免疫組織化学を行った。

MLH1 の免疫組織化学は、MLH1 に対するマウス・モノクローナル抗体（clone ES05, 

1:200 dilution, Novocastra, UK）を用いて行った。組織切片をクエン酸 buffer に浸しオ

ートクレーブ法にて賦活化したのち、3% H2O2 に 10 分間浸し、一次抗体で一晩反応

させた。翌日、VECTASTAIN Elite ABC kit （Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）

および DAB にて発色させた。 

 

９．統計学的評価 

 連続変数は、t 検定またはマン・ホイットニーの U 検定にて比較した。カテゴリー
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変数（臨床病理学的因子や遺伝子変異の有無）の比較は、カイ 2 乗検定ないしフィッ

シャーの正確確率検定を用いて行った。生存解析は Kaplan-Meier 法を用いて行い、ロ

グランク検定により差異の有無を検定した。いずれの検定においても P 値 < 0.05 の

場合に統計学的に有意とした。以上の統計解析は StatView（version 5.0; SAS institute, 

Cary, NC）を用いて行った。 
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第四章 結果 

 

１． 対象症例の分布 

シーケンス対象症例は 68 例となった（WES 16 例 ＋ ターゲットシーケンス 52 例）。

対象症例の臨床病理学的特徴を表４に示す。年齢の中央値は 63 歳（34-89 歳）であり、

48 例（70.6％）は男性であった。最新の TNM 分類（7th）と AJCC に基づいたステー

ジ評価により、ステージ 1, 2, 3, 4 に相当する症例はそれぞれ、3 例、16 例、38 例、11

例、となった。フォローアップ期間の中央値は 34.7 ヶ月であり、28 例がフォローア

ップ期間内に死亡した。 

粘液癌はしばしば、優勢である組織像に基づいて、円柱状細胞が管状に増殖する分

化型と、印環細胞が孤在性に増殖する未分化型に亜分類される（図１）[5, 10, 41]。我々

の症例は、分化型 22 例と未分化型 46 例に分類された。 

 

表４．シーケンス対象症例の特徴および分化度の内訳 

      分化型 (n = 22) 未分化型 (n = 46) 

P 

 

症例数 

(n = 68) 
症例数 

% 

症例数 

% 

年齢             

  中央値 63 73 63   

  標準偏差 11.9 14.1 10.5   

性別 
     

   1.0 

 
男性 48 16 72.7  32 69.6  

 

 
女性 20 6 27.3  14 30.4  

 
部位           0.086  

  U （胃の上部 1/3） 17 9 40.9  8 17.4    

  M （胃の中部 1/3） 22 7 31.8  15 32.6    

  L （胃の下部 1/3） 29 6 27.3  23 50.0    

深達度 
      

 
pT1b 4 3 13.6  1 2.2  0.068  

 
pT2 5 0 0.0  5 10.9  
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pT3-4 59 19 86.4  40 87.0  

 
リンパ節転移         0.004  

  なし 9 7 31.8  2 4.3    

  あり 59 15 68.2  44 95.7    

ステージ 
     

0.013  

 
I 3 3 13.6  0 0.0  

 

 
II 16 8 36.4  8 17.4  

 

 
III 38 9 40.9  29 63.0  

 
  IV 11 2 9.1  9 19.6  

 
 

 

２. 体細胞変異の全体像 

16症例を対象としたWESにおけるシーケンスカバレッジの中央値は 254×となった。

非同義置換は合計 6,207個検出され、1例あたりの中央値は 62.5個（四分位範囲 13-333）

であり、これは 1.9 個/Mb に相当した。ミスセンス変異の中央値は 55.5 個、挿入/欠失

の中央値は 4 個であった。非同義置換が 1,000 個をこえる（hypermutation）症例が 3

例みられ、いずれも免疫組織学的に MLH1 陰性であった。WES において、体細胞変

異が遺伝子上のランダムな場所に入るという仮定にポアソン分布をあてはめた検定

における p 値が 0.05 未満となる（すなわち、ある遺伝子に体細胞変異が多く入ってい

る）遺伝子が 189 個検出された。p 値が低い順に並べると TP53 が 1位（p = 1.27×10-07）

であり、E-cadherin をコードする CDH1 は 84 位（p = 0.024）であった。WES のデー

タおよび先行研究のデータ[23, 24, 34]から重要性が高いと考えられた 114 遺伝子（表

３）を選び、胃粘液癌 52 症例（/68 症例）を対象としてターゲットシーケンスを行っ

た。ターゲットシーケンスにおけるシーケンスカバレッジの平均値は 684×となった。

非同義置換は、63 個の遺伝子にわたって計 264 個検出された。ミスセンス変異が 215

個、挿入/欠失は 17 個であった。 
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胃粘液癌全体で集計された点突然変異の塩基置換パターンとしては C>T/G>A 置換

が最も多く、これは胃がんに関する既報と一致した[21, 22]。分化型粘液癌と未分化型

粘液癌のあいだで、塩基置換パターンに目立った違いは見られなかった（図 2A）。 

 凍結検体を材料とした WES と、FFPE 検体を材料としたターゲットシーケンスにお

いて、点突然変異の塩基置換パターンは極めて類似しており、明瞭な差は見られなか

った（図 2B）。最も多かった置換は、両シーケンスにおいて C>T/G>A 置換であり、

その頻度は 62.1%, 60.7%と極めて近い値となった。FFPE 検体では C の脱アミノ化（U

への塩基置換）に起因するアーチファクトとして C>T 変異が増えるとされているが

[42, 43]、そういったエラーは本研究では排除されていることが、この結果から裏付け

られた。 

WES（n = 16）とターゲットシーケンス（n = 52）のデータを統合し、それぞれの遺

伝子変異の頻度を算出した（図３）。頻度の高かった順に、TP53（38 例, 55.9％）、ARID1A

（14 例, 20.6％）、CDH1（14 例, 20.6％）、MLL2（13 例, 19.1％）、RBMXL3（13 例, 19.1％）、

MLL3（10 例, 14.7％）、MYH9（9 例, 13.2％）、SDK1（9例, 13.2％）、となった。重要

と考えられた遺伝子の変異については、サンガーシーケンスによりその存在を確認し

た（図４）。 
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図２.塩基置換頻度の比較 

(A) 分化型粘液癌と未分化型粘液癌の比較。両者の塩基置換パターンは全体的に類似

する。(B) 凍結検体と FFPE 検体の比較。両者のパターンが類似していることから、

アーチファクトが排除されていることが示唆される。 
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図３．胃粘液癌 68例における体細胞変異の分布 

WES およびターゲットシーケンスのデータを統合して示す。個々のカラムは症例を

表し、各行は遺伝子における変異の有無を表す。6 例以上で変異が検出された遺伝子

を、頻度の高い順に上から示す。右側のヒートマップ（紫・ピンク）は分化型 22 例

と未分化型 46 例における変異例の頻度をそれぞれ表し（亜型と有意な相関があった

場合は * p < 0.05, ** p < 0.01 で示す）、そのやや中央寄りの数字は変異を有する

合計症例数を表す。上方の茶色のカラムは、免疫組織化学的に MLH1 陰性であった症

例を示す。WES, whole exome seguencing; D-MGC, differentiated mucinous gastric 

carcinoma; U-MGC, undifferentiated mucinous gastric carcinoma. 
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図４. サンガーシーケンスによる変異の確認 

重要と思われた遺伝子変異の一部については、凍結サンプル或いは FFPEサンプル

を用いてサンガーシーケンスにより確認を行った。矢印は変異の位置を示す。 
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３. 高頻度にみられるクロマチン関連遺伝子の変異 

胃粘液癌において、重要なヒストンメチル化酵素である MLL2 や MLL3 をコードす

る遺伝子に変異が多くみられた（図３のとおり、MLL2 が頻度 4 位、MLL3 が頻度 6

位）。MLL2 においてはフレームシフト変異 4 個、ナンセンス変異 3個、MLL3 におい

てはフレームシフト変異 2 個、ナンセンス変異 2 個が検出されており、それらはヒス

トンメチルトランスフェラーゼドメイン（SET ドメイン）を欠くタンパクをもたらす

機能欠失型変異であった（図５）。さらに MLL 変異は 4例で見られ（うち 1 例がフレ

ームシフト変異）、MLL4 変異は 2 例で見られた（2 例ともフレームシフト変異）。こ

のように MLL ファミリーに高頻度に変異が見られ、かつクロマチンリモデリングに

重要である ARID1A にも変異が多く見られていたことから、クロマチン制御遺伝子の

変異が胃粘液癌において重要であることが示唆された。クロマチン制御に関連する

ARID1A, ARID1B, MLL, MLL2, MLL3, MLL4, KDM6A, EP400, ASXL1 の 9遺伝子いずれか

の変異は、粘液癌の 47％（32/68 例）に見られていた（図５）。この頻度は、胃がんを

対象としたいずれの先行シーケンス研究における頻度よりも高い値となった。ヒスト

ン脱メチル化酵素をコードする KDM6A（UTX）については、検出された 5 個の変異

のうち 3 個が、酵素活性に重要な JmjC ドメインを欠くタンパクをもたらす機能欠失

型変異であった（図 5B）。また、クロマチン制御遺伝子のなかで MLL2 変異と KDM6A

変異は相互排他的であった。このデータは、両遺伝子が、特異な顔貌・骨格異常・心

血管系奇形・易感染性などを特徴とする先天性発達異常「Kabuki syndrome」の重要な

原因遺伝子である[44-46]点からも興味深い。ただし、胃がんの既報データセットを用

いた解析では、両遺伝子の変異はむしろ共存する傾向にあった（p = 0.072 [24]および

p = 0.004 [47]）。クロマチン関連遺伝子の変異を持つ割合は、分化型において 32％（7/22

例）、未分化型において 54％（25/46 例）であり、後者において高かったものの、統計

学的有意差はなかった（p = 0.119）。同遺伝子群の変異の有無は、そのほかの臨床病理

学的因子や予後と相関を示さなかった。 
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図５．胃粘液癌に多く見られるクロマチン制御遺伝子群の変異 

(A) WESおよびターゲットシーケンスで同定されたクロマチン制御遺伝子の変異を示

す。各症例をカラムで表し、mutual exclusivityを強調すべく並べている。胃粘液癌

の 47％がクロマチン制御遺伝子の変異を持つ。挿入/欠失（オレンジ）が多い。 

(B) MLL2, MLL3, KDM6Aの各タンパクをシェーマで示し、同定された遺伝子変異から

予想されるアミノ酸置換を示す。多くの変異は短縮型（truncating）変異であり（赤）、

SETドメインあるいは JmjCドメインを欠くタンパクが予想される。 
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４. 着目すべき体細胞変異 

 今回のシーケンスにより、MYH9 変異（9 例/68 例）、SDK1 変異（9 例/68 例）、RBMXL3

（13/68 例）など、胃がんにおける先行研究ではあまり報告されていない遺伝子変異

が幾つか同定された。いずれの遺伝子も、腫瘍率による補正を加えた変異アレル頻度

は比較的高かった（≧ 0.40; 図６）。 

 

 

図６．胃粘液癌において高頻度で変異が見られる遺伝子の、変異アレル頻度の平均値 

棒グラフの高さは、各遺伝子における変異アレル頻度の平均値をあらわす。高頻度

で変異が見られた遺伝子（図３参照, n ≥ 6）について、変異アレル頻度が極端に低

いものがないことが確認された。 

 

 

MYH9 （myosin heavy chain 9）は細胞骨格分子である non-muscle myosin IIA（NM IIA）

をコードする遺伝子であり、NM IIA は細胞の形態や運動性、細胞-細胞接着に関与す

るとされている [48-50]。また、頭頸部の扁平上皮癌においてがん抑制遺伝子として

働くという報告もある[51]。今回のシーケンスにより、胃粘液癌において 9 例/68 例に

変異が見られ、そのうち 3例はナンセンス変異であった。MYH9変異例 9例のうち RNA

シーケンスを施行していた 2例中 2例で対応する塩基置換を確認した（未発表データ）

ほか、腫瘍のアレル頻度が 0.1 を越えているもの（4 例あるうち 2 例を選び）からサ

ンガーシーケンスを施行し、2 例で変異を確認した（1 例分の結果を図４に掲載）。
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MYH9 変異例は組織学的にいずれも未分化型であり（分化型には変異なし）、その偏

りは統計学的に有意であった（p = 0.023, フィッシャーの正確確率検定）。以上のデー

タ（とくに、変異例が未分化型に偏って見られることと、しばしばナンセンス変異が

見られること）から、未分化型粘液癌において MYH9 は重要な腫瘍抑制遺伝子である

という仮説を立て、未分化型胃がんの細胞株である HSC44 を用いて機能解析を行っ

た。 

siRNA を用いた MYH9 のノックダウン実験の結果を図７に示す。MYH9 ノックダ

ウンにより、細胞-細胞接着が低下し、細胞遊走が亢進したほか、7日後の測定におい

て印環細胞の割合が増加していた。細胞増殖に有意な変化はみられなかった。また、

先行研究によれば NM IIA を阻害すると細胞-細胞境界における E-カドヘリンの発現

が低下するとされている [48-50]ため、我々も HSC44 細胞において MYH9 ノックダウ

ン下での E-カドヘリンの発現を調べた。その結果、E-カドヘリンの細胞膜への集積が

MYH9 ノックダウンにより低下することが確認された。これらの結果は、胃がんにお

いて MYH9 が腫瘍抑制遺伝子であり、その機能欠失によって浸潤能が亢進することを

示唆する。  
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図７．siRNA導入による MYH9ノックダウン実験 （前頁に掲載） 

(A) トランスフェクションの 7日後の測定において、MYH9ノックダウン群で印環細胞

（赤い矢印）の割合が増加していた 

(B) MYH9ノックダウンにより、孤在性細胞数を集塊（矢頭）の数で割った値が増加し

た 

(C) MYH9ノックダウンは細胞増殖には影響を与えなかった 

(D) MYH9ノックダウンにより細胞遊走が亢進した  

(F) E-カドヘリンの蛍光免疫染色法。コントロール条件下では E-カドヘリンはほぼ細

胞膜に限定的に局在するが、MYH9をノックダウンした細胞ではその限定的局在が崩れ、

細胞質内にも E-カドヘリンが分布した。 

(G) リアルタイム RT-PCRによる mRNAの定量。MYH9および ACTB特異的なプライマー

を用いた測定により、MYH9の mRNAレベル（ACTBに対する比）が siRNA導入により低

下していることを確認した。  * p < 0.05, ** p < 0.001 

 

 

接着分子の 1 つである SDK1（sidekick homolog 1）[52]の遺伝子変異は胃粘液癌 9

例（分化型 3 例＋未分化型 6 例）に見られ、うち 8 例はミスセンス変異で、1 例はナ

ンセンス変異（未分化型）であった。SDK1 変異は特定のドメインへ集積せず、散在

性に分布していた。SDK1 は、MSS（microsatellite stable）胃がんのドライバー遺伝子

の 1 つであり[24]、また、前立腺癌の細胞株において細胞遊走を亢進させることが報

告されている[53]。 

RBMXL3 (RNA-binding motif, X-linked-like 3)の変異は 19.1％（13/68 例）に見られ、

変異例 13 例中 12 例はミスセンス変異であった。同遺伝子の RNA 認識モチーフドメ

インへの変異集積性は見られなかった。The Cancer Geneome Atlas（TCGA）データベ

ースによると、大腸癌の 6.9％、子宮の類内膜腺癌の 6.0％に RBMXL3 変異が検出され

ている。しかし、胃がんにおける RBMXL3 変異の頻度は 0.9％である（COSMIC デー

タベース http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic）。 
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５. 分化度分類と体細胞変異の関連 

未分化型は分化型に比べて、リンパ節転移の頻度が高く（p = 0.004）、ステージの

進行した症例が多かった（p = 0.013）（表４）。未分化型の予後は分化型に比べて有意

に不良であった（p = 0.019, 図 8 AB）。 

 分化型による分類（分化型／未分化型）と相関のあった遺伝子変異として、CDH1, 

MLL2, MYH9, AHNAK2 が検出された（図３, 右側のヒートマップ）。とくに CDH1 変

異は未分化型の 30.4％（10/46 例）で見られたが分化型では検出されなかった（0/22

例）（p = 0.003）。また、細胞-細胞接着に重要な役割を果たすとされる MYH9[48-50]

の変異は未分化型の 19.6％（9/46 例）に見られたが分化型では検出されず、有意な偏

りを示した（p = 0.026）。 

 

６. 胃粘液癌の予後因子 

胃粘液癌全例（n = 68）の解析では、BCOR 変異が良好な予後と有意に相関した（p 

= 0.034）。未分化型（n = 46）を対象としたサブグループ解析では、MLH1 陰性（免疫

組織化学）群の予後が良好であり（p = 0.020, 図 8C）、BCOR 変異も良好な予後と相

関した（p = 0.038, 図 8D）。2 遺伝子の組み合わせとしては、未分化型において、「TP53

変異がない かつ/または BCL11B 変異がある」群は良好な予後と相関する傾向にあっ

た（p = 0.073, 図 8E）。BCL11B 変異は、成人 T 細胞白血病リンパ腫において良好な予

後と相関する因子として報告されている変異である[54]。 
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図８．生存解析の結果 

分化型粘液癌（differentiated mucinous gastric carcinoma; D-MGC）の生存曲線を青で

示し、未分化型粘液癌（undifferentiated mucinous gastric carcinoma; U-MGC）の生存曲

線を緑で示している。 

A. D-MGC と U-MGC の組織像〔再掲〕 

B. D-MGC と U-MGC の全生存の比較 

C. U-MGC において、MLH1 陰性群は予後良好となった 

D. U-MGC において、BCOR 変異陽性群は予後良好であった 

E. 「TP53 変異が無い」または「BCL11B 変異がある」U-MGC は予後良好であった 
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７. MLH1 陰性例の特徴 

予後良好群であることが示された MLH1 陰性の胃粘液癌について、それらの遺伝子

変異および臨床病理学的因子を検討した。MLH1 陰性群の非同義置換の数は、MLH1

陽性群よりも有意に多く（WES において p = 0.034, ターゲットシーケンスにおいて p 

= 0.049）（図９）、挿入/欠失の数は WES において MLH1 陰性群で有意に多かった（p = 

0.016）。以上より、胃粘液癌における MLH1 発現検索（免疫組織化学）が、変異が多

いこと（hypermutation）で特徴づけられる胃粘液癌の検出に有用であることが確かめ

られた。 

 

 

図９．胃粘液癌において MLH1

発現検索（免疫組織化学）に

より変異の多い

（hypermutated）症例を検出

できる。 

(A) MLH1陽性群と MLH1陰性

群との間で SNVの総数を比較

した。WESとターゲットシー

ケンスでは SNVの数が大幅に

異なるため、シーケンスの種

類ごとに分けて比較・検定を

行った。そのため MLH1陰性

症例数が少なくなり検定が

やや困難となるが、統計学的

有意差が確認された。 

(B) MLH1の免疫組織化学。

MLH1陰性例では大部分の腫

瘍細胞（写真では印環細胞）

で核が陰性となる。一方、

MLH1陽性例では大部分の腫

瘍細胞で核に陽性となる。 
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 つづいて、予後良好であることが既に知られている MSI 陽性非粘液癌[25, 39]と、

予後良好であることが今回示唆された MLH1 陰性粘液癌とが、分子遺伝学的に近い関

係にあるという仮説のもと、両者の遺伝子変異の特徴を比較した。MLH1 陰性胃粘液

癌において変異が多く見られた（6 例中 3 例以上）遺伝子のリストを表５に示す。同

リストの 22 遺伝子のうち 5 個は、既報[24] で MSI 陽性非粘液癌に変異が多いとされ

る遺伝子リストに含まれていた（表５）。その中には、MSI 陽性の非粘液癌において

重要性が報告されている RNF43[55]も含まれており、同遺伝子が MSI 陽性非粘液癌の

みならず MLH1 陰性粘液癌においても重要であることが示唆された。胃癌を対象とし

た近年のシーケンス研究から、ARID1A 変異は MSI 陽性胃癌の主な特徴として報告さ

れている[21, 22, 25]。今回の粘液癌において ARID1A 変異は、MLH1 陰性例で 2/6 例

（33.3%）、MLH1 陽性例で 9/62（14.5%）例、と MLH1 陰性群で頻度が高かったが、

有意差は見られなかった。以上のとおり、MLH1 陰性粘液癌と MSI 陽性非粘液癌の変

異プロファイルはある程度共通していた。MLH1 陰性粘液癌に偏って多い変異として、

SDK1, BCOR, RNF43 などがあった一方で、同表に示すように TP53, MLL2, MLL3 など

の変異は MLH1 陰性群・陽性群の両者において高頻度に見られており、そういった遺

伝子が変異遺伝子リスト（図３）の上位となっている傾向も確認された。 

 MSI 陽性胃がんは臨床病理学的因子に特徴的であるとされている（高齢、女性、胃

の上部 1/3 に多い、リンパ節転移が尐ない、予後良好、など）[39, 56, 57]。しかし、

MLH1 陰性粘液癌と MSI 陽性非粘液癌に共通する臨床病理学的特徴は（良好な予後以

外には）見られなかった。 
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表５．MLH1 陰性胃粘液癌において変異が多く見られた遺伝子のリスト 

文

献

[24] 

文

献

[47] 

Symbol 

MLH1 陰性

粘液癌にお

ける変異症

例数 

MLH1 陽性

粘液癌にお

ける変異症

例数 

MLH1 陰性

粘液癌中の

変異例%  

(n = 6) 

MLH1 陽性

粘液癌中の

変異例%  

(n = 62) 

P 値 

    AHNAK2 5 3 83.3% 4.8% 0.000031  

    CYP1B1 4 1 66.7% 1.6% 0.000090  

    CYP1B1 4 1 66.7% 1.6% 0.000090  

    PAMR1 4 1 66.7% 1.6% 0.000090  

Yes   ANO10 3 0 50.0% 0.0% 0.000399  

    TRAM1L1 3 0 50.0% 0.0% 0.000399  

    BCOR 4 3 66.7% 4.8% 0.000597  

    ABR 3 1 50.0% 1.6% 0.001541  

    KAT6A 3 1 50.0% 1.6% 0.001541  

    NCOA6 3 1 50.0% 1.6% 0.001541  

Yes Yes RNF43 3 1 50.0% 1.6% 0.001541  

    SLC3A2 3 1 50.0% 1.6% 0.001541  

Yes   MYH9 4 5 66.7% 8.1% 0.002038  

    SDK1 4 5 66.7% 8.1% 0.002038  

    MED25 3 2 50.0% 3.2% 0.003718  

    SPECC1 3 2 50.0% 3.2% 0.003718  

    SUPT5H 3 2 50.0% 3.2% 0.003718  

    BCL11B 3 3 50.0% 4.8% 0.007173  

    NOTCH3 3 3 50.0% 4.8% 0.007173  

    USP13 3 3 50.0% 4.8% 0.007173  

Yes   MLL2 4 9 66.7% 14.5% 0.010363  

Yes   MLL3 3 8 50.0% 12.9% 0.049166  

  Yes TP53 3 35 50.0% 56.5% NS 

 MLH1 陰性症例 6 例のうち 3 例以上で変異が見られた遺伝子を、MLH1 陰性群に偏っ

て（陽性群と比べて）多く見られる p値が低い順に並べて示す。Wangらによる既報[24]

と The Cancer Genome Atlasによる既報[47]で MSI陽性例の “significantly mutated 

genes”とされている場合は、左 2列分においてそれぞれ「Yes」（網かけ）と記す。 

MSI, microsatellite instability; MSS, microsatellite stable; MGC, mucinous 

gastric carcinoma. 
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８．粘液癌において RHOA 変異はまれである 

 2014 年以降、diffuse type 胃がんにおいて RHOA 変異が 14-25％の頻度で検出される

ことが報告された[23, 24, 47]。我々の粘液癌 68 例のうち RHOA 変異例は 2 例（2.9%）

に留まった。2 例はいずれもミスセンス変異を持ち、うち 1 例は近年報告された diffuse 

type 胃がんで集積性に見られる機能獲得型変異「Y42C」と一致した。RHOA の Tyr42

は、シグナリングにおける物理的相互作用に重要な core effector ドメインに位置して

おり、Y42C は細胞増殖に関連すると報告されている[23, 24, 47]。RHOA 変異陽性の胃

粘液癌 2 例の組織像を図 10 に示す。組織学的にいずれも U-MGC であり、印環細胞

が粘液湖に浮遊する像が主体であった。粘液を伴わない（non-mucinous）成分に着目

すると、diffuse type に相当する poorly cohesive 型の像も一部に見られた。また、粘膜

内では尐量ながら粘液を伴わない分化型成分が見られた。これは牛久らが報告した

「RHOA 変異のある diffuse type 胃がんの病理像」[58]と一致しており、病理学的に興

味深い。 

 

 

図 10. RHOA 変異陽性の胃粘液癌 2 例の病理組織像 
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９．変異プロファイルに基いた、胃粘液癌の位置づけの検討 

本研究から得られた胃粘液癌の変異プロファイルについて、シーケンス結果からと

くに重要と考えられた 3 要素（①クロマチン/ヒストン関連遺伝子群の変異、②CDH1

変異、③RHOA 変異）を切り口として、非粘液癌の Lauren 分類（intestinal type、diffuse 

type）と比較し、胃粘液癌の分子遺伝学的な位置付けを評価した。非粘液癌の体細胞

変異プロファイルは、TCGA（The Cancer Genome Atlas）データセットのうち、胃が

ん 30 症例以上を対象とした先行 3 研究[23, 24, 47]のデータを用いた（cBioPortal 

http://www.cbioportal.org/ からアクセスした）。それらの先行 3 研究において組織型の

情報が入手できた症例数（intestinal : diffuse）は、244 例（177 : 67）、86 例（57 : 29）、

138 例（51 : 87）であり、合計 468 例（285 : 183）となった。粘液癌（本研究）と非

粘液癌の比較結果を図 11 に示す。 

 まず、intestinal type（TCGA）と diffuse type（TCGA）の比較では、CDH1 変異の頻

度および RHOA 変異の頻度に大きな差が見られた（CDH1 変異も RHOA 変異もともに

p < 0.001）。さらに、クロマチン関連遺伝子（今回我々が選んだ 9 遺伝子群）に変異

を持つ頻度が、intestinal type では diffuse typeに比べて有意に高かった（43.7% vs. 29.2%, 

p = 0.017）。よって、クロマチン関連遺伝子の変異頻度が高いことは intestinal type 胃

がんの特徴の 1 つと考えられる（図 11）。 

 分化型粘液癌（D-MGC）における変異プロファイルは、図 11 に示すように、intestinal 

type の変異プロファイルに類似していた。両者の共通点は、クロマチン関連遺伝子の

変異が多く、CDH1 や RHOA の変異はまれであることである。 

 未分化型粘液癌（U-MGC）の変異プロファイルは、CDH1 変異が多い点（頻度 30%

以上）では diffuse type の変異プロファイルに類似する。しかし、U-MGC と diffuse type

は次の 2 点において異なる。すなわち、U-MGC では、①クロマチン関連遺伝子の変

異が多く（53.3%, diffuse type と有意差あり p = 0.005, intestinal type よりも多く, これま

での研究において最高値）、②RHOA 変異が尐ない（4.4%, diffuse type と有意差あり p 
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= 0.021）、という特徴である。 

 Intestinal type と U-MGC も、①クロマチン関連遺伝子変異が多く、②RHOA 変異が

尐ない、という 2点において類似している。このうち①に関連して、我々の粘液癌に

おいて U-MGC に偏って見られた MLL2 変異は、TCGA データセットにおいては

intestinal type に偏って見られた（vs. diffuse; p = 0.004）。これらの結果から我々は、

「U-MGC と intestinal type は分子遺伝学的に近い関係にある」という仮説を立て、

U-MGC における CDH1 およびクロマチン関連遺伝子群の変異アレル頻度を比較した。

その結果、CDH1 の変異アレル頻度は、クロマチン関連遺伝子群（図 5A に示す 9 遺

伝子）の変異アレル頻度よりも有意に高かった（p = 0.012, 図 11C）。一部症例では

CDH1 の LOH も予想されるため、変異アレル頻度を単純に比較することはできない

ものの、U-MGC において CDH1 変異アレル頻度は比較的高いため、CDH1 変異は

U-MGC において重要なイベントであると考えられた。したがって、U-MGC と、CDH1

変異がまれである intestinal type は異なる疾患単位と考えられた。よって、ドライバー

遺伝子の観点からは、U-MGC はいずれの胃がん亜型とも異なる独自の分類単位であ

ることが示唆された。 
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図 11．変異プロファイルに基づいた胃がん亜型間の比較（粘液癌および非粘液癌） 

A. クロマチン制御遺伝子群の変異、CDH1変異、RHOA変異の 3要素に着目し、それぞ

れの頻度から胃がん亜型ごとの変異プロファイルを比較した。 

B. 上記 Aをもとに各亜型をグルーピングした図を示す。分化型粘液癌（D-MGC）の変

異プロファイルは intestinal type胃がんに類似する。未分化型粘液癌（U-MGC）の

変異プロファイルは、CDH1変異が多い点で diffuse typeに類似するものの、クロマ

チン制御遺伝子に変異が多く（diffuse typeではクロマチン制御遺伝子変異が少ない

ことが特徴）、RHOA変異が少ない点で diffuse type胃がんと異なる。 

C. U-MGCにおける、CDH1とクロマチン関連遺伝子（図 5Aに示す 9遺伝子）の変異ア

レル頻度の比較。縦軸は、腫瘍率で補正した変異アレル頻度を表す。上記 Bでは「D-MGC

が intestinal typeとパターンが近い可能性」も示唆されていたものの、CDH1の変異

アレル頻度は U-MGCにおいて比較的高いことが明らかなった（：U-MGCにおける CDH1

変異の重要性が示唆された）ため、U-MGCは intestinal typeとも異なる独立した疾

患単位と考えやすい。 

TCGA, The Cancer Genome Atlas. * P < 0.05, ** P < 0.01 
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１０．治療標的分子の遺伝子変異 

 DNAの相同組み換え修復を制御する Fanconi anemia (FA)-BRCA 経路の不活性化は、

がんにおいて重要な分子異常のひとつである[59]。この経路をターゲットとし合成致

死を利用した治療法の有効性が、近年の臨床試験において報告されている[60]。今回

の粘液癌において、BRCA2 変異が 6 例（8.8％）、BRCA1 変異が 5 例（7.4％）に検出

された。また、WES 対象症例 16 例においては FANCG の変異が 2 例（12.5％）、FANCD2

の変異が 1 例（6.3％）にみられた。 

 ERBB3のミスセンス変異が 4例（5.9％）に検出され、うち 2つ（p.V104Mと p.G284R）

は既報[61]により腫瘍進展に関わることが示されている ERBB3 変異と一致した。WES

対象症例 16 例のうち１例（6.3％）に ERBB4 変異が見られた。 

 MTOR 変異が 6 例（8.8％）に検出されたほか、WES 対象症例 16 例中 1例で、mTOR

シグナルを抑制する腫瘍抑制遺伝子である PTEN の短縮型変異が検出された。 
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第五章 考察 

 

我々は、胃粘液癌における体細胞変異の全体像を明らかにした。胃粘液癌において

変異の頻度が高かった上位 3 遺伝子は TP53, ARID1A, CDH1 であり、これらの変異は

胃がん全体において頻度が高いことが既に知られている遺伝子と重複した。すなわち、

粘液癌の変異プロファイルは非粘液癌の変異プロファイルと大きくは違わない一面

が明らかとなった。一方で我々は、胃粘液癌（とくに未分化型）において、クロマチ

ン関連遺伝子の変異が高頻度に起こっていることを示した。また、先行研究のデータ

セットを用いた比較をとおして、その頻度が、既報の次世代シーケンス研究が対象と

しているいずれの胃がん症例群より高いことを示した。また、それらのクロマチン関

連遺伝子変異としては、機能喪失変異（ナンセンス、挿入・欠失）が多いことも特徴

的であった。 

 2011 年に Wangらは胃がんにおいて ARID1A の変異が高頻度に見られることを報告

し、クロマチン制御遺伝子の胃がんにおける重要性を示唆した[21]。2012 年の別グル

ープによる WES 研究においても同様の結果が示された[22])。それ以降、クロマチン

制御遺伝子の変異が胃がんにおける重要な分子経路の 1 つであると認識されてきた。

我々が今回解析した粘液癌においては ARID1A のみならず MLL ファミリーの遺伝子

変異も高頻度に見られたため、クロマチン制御遺伝子の変異の寄与が最も目立つ結果

となった。 

クロマチン関連遺伝子のなかで KDM6A (UTX)は、胃がんにおいてこれまであまり

着目されていなかったが、胃粘液癌の 7.4%（5/68 例）に変異が検出された。この頻

度は、これまでの胃がんの次世代シーケンス研究と比べて高かった。KDM6A はヒス

トン脱メチル化酵素の 1 つであり、膀胱がんにおいて約 1/4 の頻度で変異が見られる

と報告されている[62]。がんにおける KDM6A (UTX)変異の役割は完全には解明されて

いないが、T 細胞性急性リンパ性白血病においては、in vivo および in vitro のデータ
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として、がん抑制遺伝子としての働きが報告されている[63]。さらに、UTX 変異症例

に対してエピジェネティック薬が有効である可能性も報告されており[63]、治療ター

ゲット候補として興味深い分子である。クロマチン制御遺伝子変異陽性症例を特徴づ

ける臨床病理学的因子は、我々のデータからはほぼ見出だされなかったが、唯一 MLL2

変異に関しては、未分化型亜型への有意な偏りが見られた。ただ、それを説明しうる

ような先行研究は見当たらず、今後さらに解明していくべき現象と考えられる。 

また、我々は、未分化型粘液癌の腫瘍形成や形態変化に重要と考えられる MYH9 変

異を同定した。MYH9 変異は胃粘液癌において高頻度に（13.2%, 9 例/68 例）見られ、

且つ変異が未分化型粘液癌のみに限って（9 例/46 例）見られていたため、胃癌細胞株

HSC44（低分化型腺癌）を用いて MYH9 の機能解析を行った。その結果、MYH9 ノッ

クダウンが同細胞の遊走能を亢進させること、印環細胞の割合を増加させること、細

胞-細胞接着を低下させること、を示した。先行研究では、Myh9 ノックアウトマウス

において扁平上皮癌が形成される[51, 64] ことが近年報告されており、MYH9 の腫瘍

抑制遺伝子としての側面が徐々に確立されつつある。しかし、これまで胃がんにおけ

る MYH9 遺伝子変異の意義を報告した研究はなく、本研究が初めてとなった。ただし

我々のデータは 1種類の細胞株におけるデータであるため、その意義は限定的である。

とくに、MYH9 ノックダウンにより印環細胞の割合が変化する結果については、他施

設からの報告もないため、今後の追加検証が必要である。今回着目した MYH9 につい

て遺伝子変異データベースを参照すると、胃がんにおける変異頻度は、COSMIC デー

タベースにて 7.75%、TCGA データセット（cBioPortal 経由）において 4.5～9.3%であ

り、頻度としては尐なくない。このことから、粘液癌以外の胃がん亜型においても一

定の頻度で MYH9 変異が役割を果たしている可能性が推測される。胃以外の臓器のが

んにおいても MYH9 変異の意義はあまり注目されていない。しかし、TCGA データベ

ースを参照すると、肺がんでは 58 変異中の 10 変異（17％）が短縮型変異（truncating 

mutation）であり、膀胱がんでは 27 変異中の 6 変異（22％）が短縮型変異であること
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からも、複数種類のがんにおいて MYH9 が腫瘍抑制遺伝子として機能している可能性

がある。 

分化型粘液癌と未分化型粘液癌との関係性については、これまで、臨床病理学的な

悪性度が異なることは報告されていたが、両者の分子遺伝学的な相違点はわかってい

なかった。今回我々は、未分化型に特徴的な遺伝子変異があること（CDH1, MYH9）

を明らかにした。また、クロマチン関連遺伝子の変異が未分化型にやや多いことがわ

かった（分化型 32% vs 未分化型 54%; p = 0.119）。一方で両者には、①一塩基レベル

での塩基置換パターンは類似している（図２A）、②TP53 変異はともに高頻度でみら

れる（図３）、という共通点も見出された。胃粘液癌の予後予測因子としては、組織

学的分化度に基いた亜分類（分化型/未分化型）が予後に相関することが知られており、

この傾向は本研究においても再確認された。分子遺伝学的な予後指標としては、これ

まで、2009 年に Choi らが報告した EGFR 過剰発現[10]のみが知られていたが、今回

我々は、未分化型のサブグープ解析において、MLH1 陰性、あるいは TP53 と BCL11B

変異の組み合わせが予後と相関することを示した。分化型と未分化型は予後が大きく

異なるため、それぞれの亜型ごとの予後因子はより重要な意義を持つと考えられる。

遺伝子変異の有無（やその組み合わせ）による分類が予後と相関する背景としては、

がんの発生・進展に寄与する分子経路が異なるサブグループを反映している事が考え

られる。BCL11B は T 細胞の分化に関わる転写因子であり、成人 T 細胞白血病リンパ

腫においては遺伝子変異の生物学的・臨床的重要性が確立されつつあるが[54] [65]、

血液腫瘍以外の腫瘍において BCL11B 変異がどのような生物学的意味を持つのかは未

解明であり、今後の研究が必要である。また、MLH1 陰性群は予後良好であるという

結果からは、MLH1 陰性粘液癌と MSI 陽性非粘液癌の関連性が示唆された。そして両

者はともに変異の多い（hypermutation）例が多いという点でも共通していた。MLH1

の発現検索（免疫組織化学）が胃粘液癌患者の予後予測に役立つという結果は、同検

索法が簡便で実施しやすい点からも意義がある。 
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 未分化型粘液癌と diffuse type 胃がんは、腫瘍内の大部分あるいは局所的に印環細胞

癌の増殖を見るという形態学的な類似点を持つ。この 2 亜型の分子遺伝学的な異同に

関しては、これまで ERや PTEN の発現頻度が異なるという報告があるのみであり[66]、

不明な点が多かった。今回の研究を通して、diffuse type 胃がんと未分化型胃粘液癌の

分子遺伝学的な相違点を明らかにすることができた。具体的には、diffuse type 胃がん

において約 25％存在するとされる RHOA 変異は胃粘液癌においては（未分化型粘液

癌においても）かなり限定的ということが明らかとなり、予後不良である未分化型粘

液癌については diffuse type とは異なる治療標的、分子経路を探索していく必要性が示

唆された。とくに未分化型粘液癌においては、クロマチン制御分子がその重要な 1 つ

であることが示唆された。また、我々は、未分化型粘液癌が先行研究でこれまで解析

されてきたどの亜分類単位とも異なる一群である可能性が高いことを示した。 

 上記のように未分化型粘液癌の分子経路、疾患単位としての位置づけを初めて明ら

かにできた一因として、解析対象症例中に未分化型が十分な症例数含まれていたこと

が挙げられる。胃粘液癌は頻度がそれ程高くないため、まとまった分子遺伝学的な研

究がこれまで行われていなかった。我々は、凍結検体のみならず FFPE 材料も用いて

研究を進めたことで、胃粘液癌のような希尐亜型についても重要な一連のデータを出

すことができた。FFPE 材料を対象としたシーケンスにおいては、C の脱アミノ化（U

への塩基置換）に起因するアーチファクトとして C>T 変異が増えるとされているが

[42, 43]、そういったエラーはストランドバイアスの大きい SNV となることが予想さ

れたため、本研究ではそうした SNV を除去するフィルターを採用することでエラー

率の減尐を目指し、実際に凍結検体からのシーケンスデータとの比較によって、本解

析パイプラインによる FFPE 検体由来の変異データの信頼性が確認された。凍結検体

と FFPE 検体を組み合わせた研究は、今後もがんの希尐亜型の分子経路の解明におい

て重要なアプローチと考えられ、FFPE 標本を利用する場面は今後増加すると予想さ

れる。FFPE 検体の利用手法に関する検討も、今後の重要な研究課題のひとつであり、
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本研究はその点でも重要な検証となった。 

 我々は、網羅的なゲノム解析（次世代シーケンス）によって、胃粘液癌に特徴的な

分子経路（とくにクロマチン制御分子群の重要性）を解明し、未分化型粘液癌に変異

の多い MYH9 の腫瘍抑制性機能も示した。今後の展望としては、他の胃がん組織亜型

や他のがん種における MYH9 の働きを解明し、診断や治療に役立てていくことが第一

に重要と考えられる。また、今回の研究において粘液産生能と直接関連する分子はい

まだ同定されておらず、粘液が癌細胞に対してどのように作用しているのかも未解明

であるため、粘液産生の分子機序の解明や、さらに粘液産生（あるいはその周辺事象）

の制御を介して抗腫瘍効果をあげるようなアプローチの基盤となる研究も必要と考

えている。 
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