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I．緒　　言
　胃癌は近年減少傾向にあるものの，現在で
も男女とも本邦の死因のトップクラスを占め
る代表的な悪性疾患である 1）．胃癌研究は，
世界的にも多くの報告がなされているが，本
邦の研究者からの先駆的な研究も多い 2-5）．
それにも関わらず，胃癌の分子レベルの腫瘍
発生は，いくつかの仮説の提案があるもの
の 6），大腸の腫瘍発生仮説のような世界的に
も受け入れられた仮説は存在しないのが現状
である．
　近年，癌の分子腫瘍発生理論は，LOH （loss 
of heterozygosity），遺伝子変異，遺伝子増
幅といったゲノムレベルの異常と DNA メチ

ル化などのエピゲノムの異常を基礎に解明さ
れてきている 7， 8）．胃癌においても同様にゲ
ノムレベルの異常とエピゲノムのレベルの異
常を基礎に腫瘍が発生することが明らかに
なってきている 9）．胃癌の原因とされる特定
の遺伝子変異はこれまで報告されていない
が，胃癌には多くの LOH の蓄積がみられる
ことが知られている 9， 10）．LOH は胃癌の主
要な分子異常の 1 つであり，胃癌の分子異常
を特徴づける重要な分子異常である 9-11）．一
方 DNA メチル化異常についても胃癌におい
て多くの報告がなされており，DNA メチル
化が胃癌発生に重要な役割を担っていること
が明らかになっている 12， 13）．大腸腫瘍にお
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要旨        
　胃癌及び周囲粘膜における腸上皮化生腺管及び
非腸上皮化生腺管の DNA メチル化レベル，loss of 
heterozygosity（LOH）について検討した．切除さ
れた胃癌 43 例を対象とし，腺管分離法により得ら
れた胃癌腺管，腸上皮化生腺管，前庭部非腸上皮
化生腺管，胃体部非腸上皮化生腺管の DNA メチル
化レベル，LOH 状態を解析した．癌腺管，腸上皮
化生腺管，前庭部非腸上皮化生腺管，胃体部非腸上
皮化生腺管の順に DNA メチル化レベルの亢進がみ
られた．LOH 解析においては，胃癌においては高

頻度にみられた一方，腸上皮化生腺管においても
個々の染色体アレルにおいては一定の頻度で LOH
がみられた．しかし，LOH の蓄積は腸上皮化生腺
管では低レベルであった . 前庭部非腸上皮化生腺管
の LOH はほとんど認めなかった．上記の結果から
腸上皮化生腺管がメチル化レベルの上昇や染色体ア
レルの欠損はみられるが，ゲノムレベルの異常の蓄
積はみられないことが示唆された．腸上皮化生は単
なる化生現象ではなく，DNA メチル化レベルの亢
進した病変としての意義を有するものと思われた．
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いてゲノムワイドのエピゲノム異常（DNA
メチル化）の程度を分類する検討が行われて
いるが，この報告によるとメチル化による腫
瘍のタイプ化は腫瘍細胞の特性を知る上で有
用とされている 14）．しかしながら胃癌にお
けるゲノムワイドの DNA メチル化レベルの
検討は十分に行われておらず，今後の検討が
期待されているところである．
　胃癌の原因はHelicobacter pylori 感染によ
る萎縮性胃炎のプロセスが重要であるが，こ
のことは胃癌の発生において胃粘膜の炎症
が重要な役割を担っていることを示してい
る 15， 16）．胃炎粘膜は最終的に萎縮し，腸上
皮化生を伴うことが知られており，胃炎にお
ける最終的な意義は腸上皮化生の病態に帰結
されると思われる 15， 16）．腸上皮化生は従来
完全型腸上皮化生と不完全型腸上皮化生に分
類することが行われているが，胃癌との関連
性が指摘されているのは不完全型腸上皮化生
である 17， 18）．しかしながら両者の分子レベル
の異常については十分な検討はなされていな
い．胃癌と腸上皮化生との関係についても前
癌病変仮説と傍癌病変仮説とが対立しており，
欧米では前者を主張する研究者が多く，本邦
では後者を主張する研究者が多い 15， 17， 18）．い
ずれの説によるにしても，腸上皮化生は胃癌
の発生と密接に関連しており，腸上皮化生の
分子レベルの異常を解明することは，胃癌発
生を理解する上で重要な知見を提供するもの
と思われる．
　本研究では胃癌，周囲粘膜における完全型
腸上皮化生，不完全型腸上皮化生，非腸上皮
化生の分離腺管を作製し，上記の各分離腺管
間の分子異常を解析することを目的とした．

II．材料および方法
　 1．研究材料
　 2006 年 4 月から 2013 年 4 月まで岩手医科
大学外科にて切除された胃癌 43 例を対象と
した．既往に化学療法がある症例は対象から

除外した．本検討に用いた 43 例の臨床病理
学的事項を表 1 に示す．用いた症例の平均年
齢は 71 .9 歳 （87 〜 41 歳）であった．胃癌の
組織分類及び進行度分類は本邦の胃癌取り扱
い規約第 14 版に従って分類した 19）．43 症例
の胃癌組織及び周囲粘膜（前庭部もしくは胃
体部）から得られた分離腺管分離の内訳を表 
2 に示す．
　また，本研究に関わった被験者には十分な
説明を行い，書類にて同意書を得た．本研究
は，岩手医科大学医学部倫理委員の承認もの
と行われた （承認番号 H24 -211）.
　 2．腺管分離法
　組織片の採取は癌部分と周囲の前庭部粘膜
及び癌から最も離れた胃体部粘膜の計 3 ヵ所
から行った．
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表 1．解析症例の臨床病理学的事項

総数

性別（男 / 女）

年齢（平均）

癌組織型（n=24）

進行度分類
（n=24）

Tub1
Tub2
Pap

I
II
III
IV

症例数 （%）

43

29/14

41 〜 87 （71.9）

11 （45.8）
8 （33.3）
5 （20.8）

8 （33.3）
4 （16.7）
4 （16.7）
8 （33.3）

表 2．腺管分離により回収されたサンプルの内訳

胃癌腺管 
完全型腸上皮化生腺管 
不完全型腸上皮化生腺管 
前庭部非腸上皮化生腺管
胃体部非腸上皮化生腺管

サンプル数　43

24
33 
43
32
43
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　採取された新鮮組織片を用いて腺管分離法
を行った．腺管分離法は Arai ら 20）の方法を
変更して行った．
　癌部分および前庭部大彎，胃体部大彎
の非癌粘膜組織片を各々剃刀で 5mm 程度
に 細 切 り に し て， そ れ ら を 30mmol/L の
ethylendiaminetetraacetic acid （EDTA）を含む
CMF Hanks 溶 液（calcium and magnesium-
free Hank’s balanced salt solution）20ml
に入れ，37℃で 60 分間加熱振盪した．1600
回転で 5 分間遠心分離し上清を捨てた後，
CMF 液を加えて，撹拌子を用いて 400rpm
で 3 分間撹拌した．その後，再び遠心分離
を行い，上清を捨てた後 70% エタノールで
固定した．分離された各腺管を実体顕微鏡 

（SZX16， Olympus，Tokyo）下にて，癌お
よび前庭部大彎，胃体部大彎粘膜の分離腺管
を回収した．
　本検討の腺管分離の工程を図 1 に示した．
　 3．癌組織における癌腺管の分離
　癌腺管の分離は実体顕微鏡下で行った（図
2-a）．分離癌腺管は，1） パラフィン包埋用
の分離癌腺管サンプルと，2） 分子解析用サ
ンプルに 2 つに分けて回収した．回収された
癌腺管の HE 分離腺管像を図 2-b に示す．

胃癌新鮮切除材料

癌

AB+AB- AB- AB+
MUC5AC免疫組織

化学染色

癌分離線管 胃体部分離線管 前庭部分離線管

CD10免疫組織化学染色

胃体部

線管分離法

Alcian blue 染色（pH2.5）

前庭部

癌線管
サンプル

前庭部非腸上皮化生
線管サンプル

胃体部非腸上皮化生線管
サンプル

不完全型腸上皮化生
サンプル

完全型腸上皮化生
サンプル

MUC5AC+CD10-

MUC5AC-

CD10+

図 1．腺管分離法による解析サンプル調整の工程

a

b

図 2-a. 癌分離腺管の実体顕微鏡像
b. 癌分離腺管の HE 染色像



　4．腸上皮化生腺管もしくは非腸上皮化生
腺管の分離 

　前庭部粘膜及び胃体部粘膜より回収した
エタノール固定後分離腺管をシャーレ内
で Alcian blue （pH2 .5）に て 1 時 間， 室 温 

（25℃）で染色を行った後， Alcian blue 陽
性 （ 以 後 AB+ ） 腺 管 と Alician blue 陰 性 

（AB-）腺管（非腸上皮化生腺管に相当）を実
体顕微鏡下で分別し回収した （図 3-a） 21）．
胃体部粘膜から得られた腸上皮化生腺管は量
的に少数であったため，今回の解析から除外
した．
　腸上皮化生腺管（AB+）を更にシャー
レ 内 で 0.05M Tris buffer solusion （TBS: 
Tris buffer conteining 0 . 15M NaCl， 0 .05% 
Tween 20， pH7 .6）中 に 浮 遊 さ せ， そ
れ ら の 腺 管 に 対 し て 抗 MUC 5AC 抗 体 

（ Novocastra Laboratories， Newcastle， 
UK） を 用 い て DAKO Envision + system 

（DAKO，Glostrup, Denmark）により免疫
染色を行った 21） その後 MUC5AC 陽性 AB+
腺 管 （ 図 3-b） と MUC5AC 陰 性 AB+ 腺
管を実体顕微鏡下で別々に回収した．後者
の MUC5AC 陰性腺管に対して更に CD10
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （56C6， Novocastra 
Laboratories）で同様に免疫染色を行った

（図 3-c）．
　 前 庭 部 粘 膜 か ら 得 ら れ た 分 離 腺 管 は
1） MUC5AC 陽 性 腸 上 皮 化 生 腺 管，2） 
MUC5AC 陰性 CD10 陰性腸上皮化生腺管，
3） MUC5AC 陰性 CD10 陽性腸上皮化生腺
管，4） 非腸上皮化生腺管の 4 種類で，胃体
部粘膜から得られた分離腺管は非腸上皮化生
腺管のみであった．最終的には，MUC5AC
陽性腸上皮化生腺管と MUC5AC 陰性 CD10
陰性腸上皮化生腺管を不完全型腸上皮化生腺
管とし，MUC5AC 陰性 CD10 陽性腸上皮化
生腺管を完全型腸上皮化生腺管として扱った
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a b c

d e

図 3-a. 腸上皮化生分離腺管の Alcian blue 染色の実体顕微鏡像
      b. 不完全型腸上皮化生の実体顕微鏡像
      c. 完全型腸上皮化生の実体顕微鏡像
      d. 不完全型腸上皮化生のヘマトキシリン染色像
      e. 完全型腸上皮化生のヘマトキシリン染色像



（表 2）．
　分類された完全型腸上皮化生腺管，不完全
型腸上皮化生腺管，前庭部から得られた非腸
上皮化生型腺管，胃体部から得られた非腸上
皮化生腺管の各分離サンプルを分子解析用の
分離腺管とパラフィン包埋用の分離腺管を
各々分けて回収した．不完全型腸上皮化生，
完全型腸上皮化生のヘマトキシリン染色像を
各々図 3-d, 3 -e に示す．
　 5． DNA 抽出
　得られた分離癌腺管及び完全腸上皮化生腺
管，不完全腸上皮化生腺管，前庭部非腸上皮
化生腺管，胃体部非腸上皮化生全館の各分離
腺管サンプルから DNA 抽出を行った．
　 6． DNA メチル化解析
　上記で回収した分離腺管から得られた
DNA を用いて，9 遺伝子 （LOX，MINT31，
RUNX 3，ELMO 1，THBD，NEUROG 1，
SOCS1，p16，hMLH1）の プ ロ モ ー タ ー
領域における DNA メチル化率を Bisulfite-
pyrosequencing 法にて解析した 22）． DNA
メチル化率 30％以上を DNA メチル化陽性
とした． 
　 DNA メ チ ル 化 状 態 に つ い て は，Yagi
ら 14） の 2 panel method に 従 っ て，High 
Methy l a t i on  Ep igeno type  （ HME ），
Intermediate Methylation Epigenotype 

（ IME ）， Low Methylation Epigenotype 
（LME）に分類した （図 4）． また， 上記マー
カーの PCR 産物が得られない場合は，同一
カテゴリーに分類されている他のマーカーを
用いた 14， 23）．HME については， MINT31， 

RUNX3 の 代 わ り にMINT1， SOCS1 を 用
い， IME， LME の場合はNEUROG1 の代わ
りにRASSF2A を代用した．
　 7． Loss of heterozygosity （LOH）解析
 各 サ ン プ ル の LOH 解 析 は， PCR-LOH 

（ po lymerase  cha in  reac t i on - l o ss  o f 
heterozygosity）法にて行った． 癌関連遺伝
子が位置する 6 染色体部位 （3p, 4p, 5q, 9p, 
17p, 18q） を， 14 種のマイクロサテライト
マーカー （D3S2402， D3S1234， D4S2639， 
D 4 S 1601， D 5 S 107， D 5 S 346， D 5 S 299， 
D 5 S 82， D 9 S 171， D 9 S 1118， TP 53， 
D18S487， D18S34， DCC） を用いて解析し
た． 各染色体のマイクロサテライトマーカー
のうち 1 種類でも LOH があれば， LOH あり
とした． プライマーの塩基配列はマイクロ
サテライト （http:gdbwww. org/gdb/） より
得た． 
　各サンプルにおける各領域の評価は， 
Habano ら 24）の方法を用い 2 つの対立遺伝
子の面積比 （q-value）をもとに算出した． 
胃体部大彎の非化生腺管との比較において
30% 以上の変化を示したもの （q-value<0 .7） 
を LOH 陽性とした． 
　 LOH 状態については 0 〜 30％未満を低
LOH状態,30〜60％未満を中等度LOH状態，
60％以上を高 LOH 状態と定義した． 
　 8． 統計解析
　データの統計解析には， 統計ソフト Stat 
Mate III for Windows Ver. 3 . 07 （Atom，
Tokyo，Japan）を使用した．2 群間比較に
は chi-square test を用いた．
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1

st

 Panel

LOX,

MINT31 or MINT1,

RUNX3 or SOCS1

2

nd

 Panel

ELMO1,THBD

NEUROG1 or RASSF2A

Me（＋）≧2/3 Me（＋）≦1/3

Me（＋）≦1/3

Me（＋）≧2/3

HME

（High-methylation

epigenotype）

LME

（Low-methylation

epigenotype）

IME

（intermediate-methylation

epigenotype）

図 4. 高メチル化マーカーと中等度メチル化マーカーを用いたメチル化状態の分類



III．結　　果
　 癌 腺 管 及 び 完 全 型 腸 上 皮 化 生 腺 管 

（ Complete intestinal metaplasia: CIM ），
不 完 全 型 腸 上 皮 化 生 腺 管 （Incomplete 
intestinal metaplasia: ICIM）， 前 庭 部 非
腸 上 皮 化 生 腺 管 （Nothing with intestinal 
metaplasia at Antrum: NIMA）， 胃 体 部 非
腸 上 皮 化 生 腺 管 （Nothing with intestinal 
metaplasia at Body: NIMB）におけるメチル
化，LOH の比較検討を行った．

　1．癌腺管，腸上皮化生腺管，前庭部非腸
上皮化生腺管，胃体部非腸上皮化生腺
管の DNA メチル化の解析

　各マーカーの DNA メチル化の陽性頻度
について図 5 に示す．HME を分類するマー
カーのうち , MINT31 がもっとも陽性率が
高かった . MINT31 において，癌腺管は完
全型腸上皮化生腺管，前庭部非腸上皮化生
腺管と比較し有意に陽性率が低かった（各々
p<0 .05 , p<0 .05）．また，前庭部非腸上皮
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0
LOX MINT31 RUNX3 SOCS1 MINT1 ELMO1 THBD RASSF2A NUEROG1 MLH1 p16

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100%

＊＊＊

＊

＊

＊

＊＊＊

＊＊＊

＊＊＊ ＊＊＊

＊

＊＊＊

＊＊＊

＊＊

＊:p<0.001
＊＊:p<0.01
＊＊＊:p<0.05

Tumor（%）
ICIM（%）
CIM（%）
NIMA（%）
NIMB（%）

図 5．癌，完全型腸上皮化生，不完全型腸上皮化生，前庭部非腸上皮化生，胃体部
非腸上皮化生の各種 DNA メチル化マーカーにおける DNA メチル化頻度．

表 3．癌 , 腸上皮化生 , 非腸上皮化生におけるメチル化状態

LME

IME

HME

ICIM: Incomplete intestinal metaplasia crypt
CIM: Complete intestinal metaplasia crypt
NIMA: Nothing with intestinal metaplasia at antrum 
          gland crypt
NIMB: Nothing with intestinal metaplasia at body 
          gland crypt

Tumor 
 （%）

24

12 （50.0）

 8 （33.3）

 4 （16.7）

CIM  
 （%）

33

24 （72.7）

 8 （24.3）

 1 （3.0）

ICIM 
 （%）

43

34 （79.1）
 
 8 （18.6）

 1 （2.3）

NIMA 
 （%）

32

27 （84.4）

 5 （15.6）

 0 （0）

NIMB
 （%）

43

43 （100）

 0 （0）

 0 （0）

p-
valuea

<0.05

NS

NS

p-
valueb

<0.05

NS

NS

p-
valuec

<0.001

<0.001

<0.05

p-
valued

<0.01

<0.01

NS

p-
valuee

<0.01

<0.01

NS

p-
valuef

<0.05

<0.05

NS

Abbrivation: NS in dicates non significant （ie, >0.05） 

a: Tumor versus ICIM
b: Tumor versus NIMA
c: Tumor versus NIMB

d: CIM versus NIMB
e: ICIM versus NIMB
f: NIMA versus NIMB



化生腺管は完全型腸上皮化生腺管，不完全
型腸上皮化生腺管と比較し陽性率が低かっ
た（各々 p<0 .001 , p<0 .01）．SOCS1 では陽
性例は見られなかった．一方 IME，LME を
示すマーカーのうち陽性率が高かったのは
ELMO1 であった . ELMO1 では，胃体部非
腸上皮化生腺管は癌腺管，不完全型腸上皮
化生腺管，前庭部非腸上皮化生腺管と比較
し有意に陽性率が低かった（各々 p<0 .001 , 
p<0 .05 , p<0 .001）.
　癌腺管，完全型腸上皮化生腺管，不完全型
腸上皮化生腺管，前庭部非腸上皮化生腺管 ,

胃体部非腸上皮化生腺管の DNA メチル化状
態の頻度を表 3 に示した .
　癌腺管において，HME とされた例は 4
例（16 .7%）であったが，LME とされた例
は 12 例 （50 .0％）で IME とされた例は 8 例 

（33 .3%） であった． 
　完全型腸上皮化生腺管においては，LME
は 24 例 （72 .7 ％）， IME は 8 例  （24 .3 ％）， 
HME は 1 例  （3 .0％） であった．一方 , 不完
全型腸上皮化生腺管においては，LME は 34
例 （79 .1 ％）， IME は 8 例 （18 .6 ％）， HME
は 1 例 （2 .3％） であった．
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図 6．癌，完全型腸上皮化生，不完全型腸上皮化生，前庭部非腸上皮化生の各種マ
イクロサテライトマーカーによる LOH 頻度

表 4．癌，完全型腸上皮化生，不完全型腸上皮化生， 非腸上皮化生の LOH 状態

LME

IME

HME

CIM: Compleate intestinal metaplasia crypt
ICIM: Incompleate intestinal metaplasia crypt
NIMA: Nothing with intestinal metaplasia crypt 
          at antrum

Tumor 
 （%）

24

14 （58.3）

 3 （12.5）
 
 7 （29.2）

CIM  
 （%）

33

 2 （6.1）
 
 2 （6.1）

29 （87.8） 

ICIM 
 （%）

43

 1 （2.3）
  
 1 （2.3）

41 （95.4）

NIMA 
 （%）

32

 0 （0）

 7 （21.9）

25 （78.1）

p-
valuea

p<0.001

NS

p<0.001

p-
valueb

p<0.001

NS

p<0.001

p-
valuec

p<0.001

NS

p<0.001

Abbrivation: NS in dicates non significant （ie, >0.05） 

a: Tumor versus CIM
b: Tumor versus ICIM
c: Tumor versus NIMA



　前庭部非腸上皮化生においては，LME は
27 例 （ 84 .4％）， IME は 5 例 （15 .6％） で，
HME はみられなかった . 胃体部非腸上皮
化生においては，LME が 43 例 （100％）で
IME， HME はみられなかった．
　また，不完全型腸上皮化生腺管，完全型
腸上皮化生腺管の IME は胃体部非腸上皮化
生腺管と比較して，有意に高かった（各々
p<0 .01 , p<0 .05）．
　2．癌腺管，腸上皮化生腺管，前庭部非腸

上皮化生腺管における LOH の頻度
　各分離腺管の LOH の頻度は，癌において
最も高かった . 一方腸上皮化生腺管において
は，完全型，不完全型双方において，各マー
カーにおいて LOH の頻度がやや高い傾向が
みられた . 前庭部非腸上皮化生腺管では各
マーカーで LOH 頻度が低かった（図 6）． 
　 3．各分離腺管の LOH 状態の比較
　癌腺管，完全型腸上皮化生腺管，不完全型
腸上皮化生腺管，前庭部非腸上皮化生腺管 ,
胃体部非腸上皮化生腺管の LOH 状態の頻度
を表 4 に示す .
　 LOH 状態は癌腺管において高 LOH 状態 

（ 以 下 LOH-H） は 14 例 （58 .3 ％）， 中 等 度
LOH 状態 （以下 LOH-I） は 3 例 （12 .5％），
低 LOH 状態 （以下 LOH-L） は 7 例 （29 .2％） 
で あ っ た． 完 全 型 腸 上 皮 化 生 に お い て
は，LOH-H は 2 例 （6 .1 ％）， LOH-I は 2 例 

（6 .1 ％）， LOH-L は 29 例 （87 .8 ％） で あ っ
た．不完全腸上皮化生においては，LOH-H
は 1 例 （2 .3 ％）, LOH-I は 1 例 （2 .3 ％）， 
LOH-L は 41 例 （95 .4 ％） で あ っ た． 前 庭
部非腸上皮化生腺管では，LOH-H はなく，
LOH-I は 7 例 （21 . 9 ％）， LOH-L は 25 例 

（78 .1％）であった．

IV．考　　案
　胃癌の分子解析を行う際に，癌細胞のみの
採取は重要である．最近の報告では癌の分子
異常は癌細胞にのみならず間質細胞にもみら

れることが報告されているので 25），癌細胞
の分子異常を正確に解析するためには癌腺管
の採取が必要である 24）．また周囲粘膜の腸
上皮化生や介在する非腸上皮化生腺管の分
子異常の解析にも，分離腺管の解析は極め
て有用である 21）．周囲粘膜の構成腺管の比
率は多様で，新鮮組織片から直接 DNA を解
析する方法では，正確な周囲粘膜を構成する
腺管の解析は困難である．本研究では周囲粘
膜の腸上皮化生腺管を完全型腸上皮化生腺管
と不完全型腸上皮化生に分離・分別し，更に
介在する非腸上皮化生性腺管も区別して解析
した．このように個々の周囲粘膜の構成腺管
の形質を区別して解析した報告はこれまでに
我々以外の報告は皆無である．
　胃癌の発癌仮説は Tahara ら 6）の仮説はあ
るが，大腸癌における Vogelstein ら 26）の報
告と異なり，世界的に受け入れられた仮説は
ない．このことは，胃癌では大腸癌の場合と
異なり大腸腺腫のような明瞭な前癌病変が確
定されていないことによる．胃腺腫を前癌
病変として考える研究者もいるが 6， 15），明ら
かな境界を持った癌を含む腺腫内癌は稀であ
り，胃の場合腺腫を前癌病変として積極的に
治療対象としている内視鏡医も極めて少ない
ことから 27），胃腺腫は前癌病変として認識
することは困難であろう．腸上皮化生の前癌
病変としての意義については欧米と本邦で
は全く考えが異なっている 15， 17）．欧米では
腸上皮化生を明確な前癌病変と認識している
が 15），本邦ではそのような考え方が少数で
ある 17）．腸上皮化生は胃癌周囲粘膜に広範
に存在し，胃癌病変を取り囲んでいるように
みえることが多く，胃癌の発生と関連してい
ることは間違いないものと思われる．しかし，
そのような組織像が観察できるからと言っ
て，腸上皮化生を胃癌の前癌病変と即断する
ことは短絡的である．形態的に腸上皮化生
腺管が胃癌の前癌病変とされるためには，腸
上皮化生腺管から直接癌腺管が発生している
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像を提示することが必要である 27）．本邦で
は伝統的に胃癌材料の全割標本の作製が行わ
れているが，これまでそのような像を観察し
た病理医はいない 27）．腸上皮化生と癌との
関連性を知るためには，腸上皮化生腺管と癌
腺管の分子解析の比較は欠かせないものと思
われる．本研究では，分離腺管を用いて，腸
上皮化生腺管を 2 つの形質に分類して解析を
行った（完全型，不完全型）．加えて腸上皮
化生粘膜内に介在する非腸上皮化生腺管の分
子解析も施行できた．胃癌は cancer field を
形成していると言われ 28），癌周囲粘膜の構
成腺管の解析は胃癌発生の解析に重要な情報
を提供するものと思われる．
　これまで腸上皮化生腺管を完全型，不完
全型に分類することが行われていた．これ
らの分類の基準はいくつかのものがある
が 29， 30），本研究では粘液形質と CD10 の発
現の有無によって腸上皮化生腺管を分類し
た．本研究では胃型形質を有する腸上皮化生
腺管と CD10 を発現していない腸上皮化生
腺管を不完全型腸上皮化生とし，CD10 の発
現がみられる腸上皮化生腺管を完全型腸上皮
化生腺管として分類した．完全型と不完全型
をパネート細胞の有無によって分類する方法
が有名であるが 29），分離腺管を実体顕微鏡
下でパネート細胞を指標にして分類すること
は困難である．胃癌の発生に癌細胞の粘液形
質が密接に関連していることが明らかになっ
ていることからも 31），腸上皮化生腺管を粘
液形質と CD10 の発現の有無で分類する方
法が合理的，有用な分類と思われる．
　胃癌細胞が高度に DNA メチル化されてい
ることは，これまで多くの報告がある 9， 13）．
しかし，ここで注意すべきことは，ゲノムワ
イドにメチル化されている現象と癌の増殖な
どに有利に作用する特定の遺伝子が選択的に
メチル化されている現象を区別することで
ある．前者のレベルで高度なメチル化が起き
ている場合は，大腸癌などでも明らかにさ

れたように特定の疾患，病型を特徴づけてい
ることが多く，癌の分子病型を反映してい
る 32， 33）．一方後者の方は，必ずしもゲノム
ワイドにメチル化されているとは限らず，一
定の分子病型を規定している訳ではないと
思われる．癌細胞のゲノムワイドのメチル
化を調べるマーカーとして，Toyota ら 32）や
Weisenberger ら 34）のマーカーが多く用いら
れてきたが，これらのマーカーは癌細胞のメ
チル化のレベルを高とそれ以外に二分するこ
とは可能であるが，中等度にメチル化されて
いる状態と低レベルにメチル化されている
状態を区別することはできなかった．Yagi，
Kaneda ら 14）は大腸腫瘍において中等度メ
チル化が Ki-ras 変異の有無と密接に関連し，
悪性度も高いことを報告している．腫瘍細胞
において中等度のメチル化状態を知ること
は，腫瘍細胞における DNA メチル化の意義
を解明する上で重要である．
　本研究においては，胃癌及び周囲粘膜の腸
上皮化生腺管，非腸上皮化生腺管について，
DNA メチル化状態（ゲノムワイドにみた場
合の DNA メチル化レベル）を解析した．今
回の検討では胃癌細胞の約 15% 程度がゲノ
ムワイドにメチル化されていることが示され
た．中等度メチル化は 30% 程度であり，残
りの部分が低メチル化状態であった．一方腸
上皮化生腺管の中等度メチル化は，完全，不
完全共に 20％程度であり，胃体部の非腸上
皮化生腺管のそれと比較しても高かった．前
庭部粘膜の非腸上皮化生腺管では，同様の非
腸上皮化生腺管であるにも関わらず胃体部の
非腸上皮化生腺管よりメチル化状態が高いこ
とが示され，高度な炎症状態にある粘膜では
全体のメチル化状態のレベルが上昇している
ことを表しているものと思われた．即ち腸上
皮化生腺管のメチル化レベルは明らかに胃固
有の上皮細胞より上昇していることを示して
いる．DNA メチル化レベルからみた場合，
腸上皮化生腺管は単なる可逆的な化生細胞で
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はなく，病変としての意義を有しているもの
と思われる．
　本研究では完全型腸上皮化生，不完全型腸
上皮化生の DNA メチル化状態には差異はみ
られなかった．このことは DNA メチル化レ
ベルでは両者の違いを説明することはでき
ないことを示唆している．DNA メチル化が
腫瘍の初期発生に関連していることを示し
ている報告は多いが，それは腫瘍発生に関連
する遺伝子の不活化が起きていることを示し
ているのであって，ゲノムワイドのメチル化
レベルについてのものではない．腸上皮化生
についても以前の我々の報告 21）からも明ら
かなように癌関連遺伝子のメチル化は高頻度
に起きていることが分かっており，一定の癌
関連遺伝子のメチル化が腸上皮化生の発生に
重要である可能性を示唆している．この場合
も，完全型と不完全型腸上皮化生の違いを説
明することはできなかった．ゲノムワイド
の DNA メチル化レベルもしくは特定の癌関
連遺伝子の DNA メチル化から完全型腸上皮
化生と不完全型腸上皮化生の病態を規定する
ことは困難である．両者の違いは粘液形質や
CD10 発現に関連する遺伝子の状態を検討す
ることが重要と思われる．
　胃癌研究において cancer field 仮説を支持
するものが多い 28， 29）．これは一定の領域で
発癌レベルが上昇し，領域を形成しているこ
とを示している仮説である．今回の我々の検
討でも癌周囲粘膜である前庭部粘膜において
腸上皮化生腺管のみならず，非腸上皮化生腺
管の DNA メチル化レベルが胃体部のそれと
比較して高いことが示された．このことは，
上記の cancer field 仮説を DNA メチル化の
観点から支持する所見と思われた．形態的に
は鑑別困難な非腸上皮化生腺管であっても，
DNA メチル化状態が異なっているとする報
告はこれまで皆無である．胃癌の発癌研究を
する上で有用な知見と考えられる．
　胃癌の LOH 解析は，これまで多くの報告

があり，胃癌でしばしばみられる染色体アレ
ルの欠損領域も明らかになっている 9-11）．今
回の我々の検討も，これまで報告された胃癌
で好発する染色体アレルの欠損領域を検討し
た．胃癌においてはいずれの染色体アレルに
おいても高度の欠損（LOH）が起きているこ
とが示された．このことは胃癌においても高
度なゲノムレベルの異常が起きていることを
示していることを示しているのと同時に大腸
癌のように初期発生に関連する基本的な染色
体アレル（17p，18q，5q）が不明確である
ことを示唆している．このことが胃癌の発癌
仮説が定型的に示されない理由の１つと思わ
れる．一方腸上皮化生においては，完全，不
完全共に染色体アレルの欠損が一定の頻度で
起きていることが示された．LOH 解析にお
ける各染色体アレルの欠損の頻度は，癌腺管
＞腸上皮化生腺管＞前庭部内の非腸上皮化生
腺管の順に多くみられた．このことは，腸上
皮化生はもちろん非腸上皮化生腺管において
もゲノムレベルの異常が高頻度ではないが実
際に起きていることを示しており，極めて興
味深い所見である．
　 LOH に つ い て も LOH の 蓄 積 の 程 度 を
LOH 状態として検討した．癌においては
LOH 状態が高い癌が多いが，腸上皮化生腺
管及び非腸上皮化生腺管共に LOH 状態は低
いレベルであることが明らかになった．この
ことは個々の染色体アレルの欠損は一定レベ
ルで起きているが，LOH の蓄積は起きてい
ないことを示しており，この違いが腫瘍と腸
上皮化生の違いを明確にしているものと思わ
れた．癌関連遺伝子の LOH の出現により，
細胞の増殖能にドライブがかかることが予
想され 9），実際多くの癌において増殖能の亢
進が観察される．しかし腸上皮化生腺管や非
腸上皮化生腺管ではそのようなことは起きて
おらず，腺管の増殖領域（非腸上皮化生腺管
の場合は増殖帯）は一定のレベルに限局され
ている（腺管下方 1/3 程度に限局してみられ
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る）35）．このように腺管内の増殖領域を一定
の領域に限定させていることが，LOH の出
現にも関わらず，細胞の増殖を無秩序に亢進
させない理由であり，LOH の蓄積が起きな
い理由でもあると考える（増殖領域が制御さ
れていれば，異常細胞は一定の機序で腺管内
から排除されると思われる）．今回の結果は，
腸上皮化生腺管が非腸上皮化生腺管と比較し
ても単なる化生現象とは言えないことを示し
ていると思われる．LOH についてもメチル
化同様にゲノムワイドレベルの異常を解析す
る必要があるが，今後の検討課題としたい．
　今回の検討において，腸上皮化生腺管の意
義については，前癌病変，傍癌病変いずれに
おいても明らかにはできなかった．しかし，
ゲノムレベルの蓄積が非腸上皮化生腺管とほ
とんど変わらないことから考えて，どちらか
と言えば，傍癌病変としての意義にとどまる
ものと思われた．今後のゲノムレベル（及び
エピゲノムレベル）の網羅的な解析が必要と
思われる．

　胃癌及び周囲粘膜における腸上皮化生腺
管及び非腸上皮化生腺管のゲノムワイドの
DNA メチル化レベルについて検討した．胃
癌腺管，腸上皮化生腺管，前庭部非腸上皮
化生腺管，胃体部非腸上皮化生腺管の順
に DNA メチル化レベルの亢進がみられた．
LOH 解析においては，胃癌においては高頻
度にみられたが，腸上皮化生腺管においても
個々の染色低アレルにおいては一定の頻度で
LOH がみられた．しかし，LOH の蓄積は腸
上皮化生腺管では低レベルである，ゲノムレ
ベルの異常の蓄積は腸上皮化生ではみられな
いことが示唆された．腸上皮化生は明らかに
単なる化生現象ではなく，DNA メチル化レ
ベルの亢進した病変としての意義を有するも
のと思われた．

　本稿を終えるにあたり，研究の遂行に多大なご協
力をいただきました菅原江利佳女史，葛西俊之氏，
中央臨床検査部の検査技師の皆様に深く感謝いたし
ます．
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Abstract
　We studied the DNA methylation level and loss 
of heterozygosity（LOH）in intestinal metaplastic 
glands and non-intestinal metaplastic glands in 
the region of gastric cancer and the surrounding 
mucous membrane.  In 43 cases of resected gastric 
cancer, we analyzed the DNA methylation level 
and LOH status in the gastric glands in the region 
of gastric cancer, intestinal metaplastic glands, non-
intestinal metaplastic glands in the antrum, and non-
intestinal metaplastic glands in the gastric corpus 
obtained by the crypt isolation technique.  Increase 
in the DNA methylation level was observed in 
the gastric cancer glands, intestinal metaplastic 
glands, non-intestinal metaplastic glands in the 

antrum, and non-intestinal metaplastic glands in the 
gastric corpus, in descending order.  In the LOH 
analysis, LOH was observed at a high frequency 
in the region of the gastric cancer, and also in 
the intestinal metaplastic glands in individual low 
alleles at a certain frequency; however, the degree 
of LOH accumulation in the intestinal metaplastic 
glands was low.  The above results suggested that 
intestinal metaplastic glands show an increase 
in the methylation level but no accumulation of 
genome abnormalities.  Thus, intestinal metaplasia 
is obviously not just a metaplastic phenomenon, 
but also has significance as a methylated lesion. 
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