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Ａ．研究目的 
 胃発がんにおいて Helicobacter pylori（H. pylori）
感染とそれに伴う慢性萎縮性胃炎は重要なリスクフ
ァクターである。活性酸素による DNA 損傷や異所
性の activation-induced cytidine deaminase (AID)
等の発現が重要な要因と考えられている。DNA 損傷
によって、Ser139 がリン酸化されたヒストン H2AX 
(γ-H2AX)が二重鎖切断点周囲にフォーカスを形成
するが、発がん初期応答から発がんに至る過程にお
ける γ−H2AX の役割は十分解明されていない。本研
究では種々の発がん物質を暴露したラット胃粘膜上
皮での γ-H2AXの免疫染色性と γ-H2AXあるいはそ
の他の遺伝子の発現の変化を検討した。また、H. 
pylori 感染ヒト胃非がん部粘膜での γ-H2AX の発現
および進行胃がんを用いて予後を検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
【実験１：ラット】 
 平成２８年度吉見班多施設共同研究において名古
屋市立大学・鈴木周五博士がラットで行った実験の
胃組織を用いて胃発がん性の検討を行った。すなわ
ち、６週齢オス F344 ラットに、15 mg/kg 体重
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine 
(PhIP)、5 mg/kg 体重
N-nitrosobis(2-oxopropyl)amine (BOP)、10 mg/kg
体重 N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
(MNNG)、5 mg/kg 体重 7,12- 

dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)を週５回ｘ４
週間強制胃内投与した。MNNG は直接発がん物質で
あり、PhIP, BOP, DMBA は間接発がん物質である。
また、対照群には水を投与した。実験第 28 日に屠殺
し、胃組織を採取し、胃体部前庭部境界部の一部よ
り total RNA を抽出し、残りをホルマリン固定し、
パラフィン切片を作製した。Hematoxylin eosin 
(HE)染色および γ-H2AX (抗 rabbit polyclonal 抗体、
Cell Signaling Technology)免疫染色を施行し、胃底
腺、幽門腺領域に関して、腺管あたりの γ-H2AX 陽
性細胞数をカウントした。また、
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(gapdh)を内部標準にヒストン H2AX (h2afx)、p53
に応答する分子として p21waf1、幽門腺領域の
pepsinogen として pepsinogen c (pgc)、胃底腺領域
の pepsinogen として pepsinogen a5 (pga5)の遺伝
子発現の変化を SYBR Green (QuantiTect SYBR 
Green PCR Kits, QIAGEN) を用いて定量的
RT-PCR 法により検討した。PCR primer の配列は
以下の通りである。gapdh (forward: 
CTACTGGCGTCTTCACCACCAT; reverse: 
TTGTCATATTTCTCGTGGTTCACACCCAT), 
h2afx (forward: 
GGGCCTAGCTATCCCTCTCCCT; reverse: 
CTGCAAAAGTTCCAGTTCAGAAGCCAGA)、
p21waf1 (forward: 
CACACAGGAGCAAAGTATGCCGTCGTC; 
reverse: TGGCGAAGTCAAAGTTCCACCGTT)、
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pgc (forward: GTGCCACCACCGCCTTGCAG; 
reverse: TGCCCACCGTTAGACCCCTG)、pga5 
(forward: ACCTACCCAGTGCCAGCCAGT; 
reverse: 
ATCAAACACGGTGAAGTACAGCCTCAGGA)。数
値は Kruskal-Wallis test および Dunn's multiple 
comparisons test により統計学的に解析した。
P<0.05 を有意と判断した。 
 
【実験２：ヒト胃での検討】 
 H. pylori 非感染および感染ヒト非がん部胃粘膜
について、炎症のない 10 例、炎症はあるが腸上皮化
生のない 8 例、炎症があり腸上皮化生のある症例の
腸上皮化生腺管 17 例と胃型腺管 12 例について 10
腺窩あたりの γ-H2AX 陽性細胞数をカウントした。 
 ヒト胃がん 137 例について、Stage 別に γ-H2AX
の発現と予後を検討した。γ-H2AX は、腫瘍の 10%
以上が陽性の場合：expressed（正常）、10%未満の
場合：suppressed（異常：反応性低下）と判定した。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究に関しては、藤田保健衛生大学医学部倫理
審査委員会の承認を得、インフォームド・コンセン
トの得られた検体を用い、個人情報が特定できない
ような配慮をした。 
 動物実験は、動物の適正な実施に向けたガイドラ
イン（日本学術会議、2006 年）及び藤田保健衛生大
学動物実験取扱規定を遵守し、同大学動物実験委員
会の承認のもとに遂行した。 
 
Ｃ．研究結果 
【実験１：ラット】 
 ラット胃底腺、幽門腺の増殖帯における１腺管あ
たりのγ-H2AX陽性細胞数を計測した。Control群、
PhIP 群、BOP 群、MNNG 群、DMBA 群それぞれ
で、幽門腺領域では、2.57±0.48、3.86±0.38、
2.73±0.50、4.82±0.55、3.33±0.38 個/腺管 (AVE±SD)
と PhIP 群(P<0.05)で γ-H2AX 陽性細胞数の有意な
上昇があった。胃底腺領域では、2.18±0.25、
4.12±0.83、2.85±0.44、3.28±0.69、3.23±0.42 個/腺
管 (AVE±SD)と、PhIP 群と MNNG 群(P<0.05)で
γ-H2AX 陽性細胞数の有意な上昇が見られた。表層
のアポトーシス細胞は、それぞれ、0.18±0.12、
0.52±0.50、0.23±0.05、3.58±1.30、0,28±0.13 個と
MNNG 群で有意な増加が見られた(P<0.005)。 
 各種遺伝子発現の検討では、Control 群を 1 とす
ると、PhIP (ΔΔLog2=-0.51±0.17, P<0.01)、BOP 
(-0.71±0.67, NS)、MNNG (-0.65±0.50, P<0.05)、
DMBA (-0.71±0.23, P<0.01)群で h2afx mRNA の発
現が有意に低下した。また、p21 mRNA の発現をみ
ると Control 群 1 に対して、それぞれ、ΔΔ
Log2=0.18±0.48, 0.39±0.26, 0.52±0.26, 0.13±0.17
と MNNG 群での発現が有意に上昇した(P<0.05)。
Pepsinogen C および A については、各群で有意な

変動は見られなかった。 
 
【実験２：ヒト胃粘膜】 
 ヒト非がん部胃粘膜では、炎症のない症例、炎症
はあるが腸上皮化生のない症例、炎症があり腸上皮
化生のある症例の腸上皮化生腺管と胃型腺管の
γ-H2AX 陽性細胞数は、それぞれ 2.03±1.33、
6.01±4.21、7.91±4.80、8.44±5.00 個/腺管であり、
H. pylori 感染による慢性萎縮性胃炎の発生ととも
に有意に増加することが明らかとなった(P<0.05)。 
 予後の検討では、Stage III の症例では γ-H2AX 
suppressed（反応性低下）の方が expressed より予
後が悪かった(Log rank test, P<0.05)。一方、Stage 
I, II では有意な差は見られなかった。 
 
Ｄ．考察 
【実験１：ラット】 
 既知の胃発がん物質 MNNG（直接発がん物質）お
よび大腸あるいは乳腺発がん物質である PhIP によ
り胃腺管増殖帯で γ-H2AX 陽性細胞の増加が見られ
た。一方、胃発がん性の報告されていない BOP、
DMBA では γ-H2AX 陽性細胞の有意な増加はなく
予想通りの結果であった。胃発がん性の報告されて
いない PhIP で γ-H2AX 陽性細胞数増加が確認され
たことから、その胃発がん性の検討を要すると考え
られた。遺伝子発現の解析では、組織学的に γ-H2AX
陽性細胞数を定量的に計測することで、化学物質の
DNA 損傷性さらにその発がん性の推測が可能であ
り、未知の胃発がん性物質のスクリーニングが可能
となることが示唆された。 
 遺伝子発現の検討では、PhIP、MNNG、DMBA
群で h2afx mRNA の有意な低下が見られ、MNNG
群で p21 mRNA の有意な上昇が観察された。DNA
損傷に伴う細胞周囲の停止が関与している可能性が
示唆された。 
 
【実験２：ヒト胃粘膜】 
 非がん部では、H. pylori 感染とそれによる慢性胃
炎の発症とともに γ−H2AX 陽性細胞が有意に増加
した。炎症に伴う活性酸素等の産生や AID の異所性
発現が DNA 損傷を誘発し、胃発がんに寄与する可
能性が示唆された。 
 一部の白血病や頭頸部扁平上皮がんでH2AX遺伝
子（H2AFX）の存在する染色体 11q23 領域の変異
や欠失が起こるとの報告や H2afx(-/-)マウスでは
DNA 二重鎖切断の修復に障害があるとの報告もあ
り、がん抑制遺伝子としての側面を持つと考えられ
る。今回の進行胃がんの検討においても、Stage III
などのより進行した症例で γ−H2AX 発現低下症例
の予後が悪い結果であり、発がん後期でのその重要
性が示唆された。 
 
Ｅ．結論 
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 実験動物を用いた γ−H2AX の免疫組織学的定量
的解析、h2afx および p21 mRNA 遺伝子発現変動
を利用した統計学的解析を行う事で、被験化学物質
の DNA 損傷性や発がん性を推測できるモデルが有
用である可能性が示唆された。 
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