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1 .研究テーマ

オリゴマイクロアレイを用いた肺癌の発生進展に関わる遺伝子異常の網羅的解析

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 @ ・ 無 (学会名・演題)

1.第44回日本肺癌学会総会

予後因子としての CT腫猿面積遺残率についての検討
2. 95th Annual Meeting of American Association for Cancer Research 

Computed tomographic image of smalllung adenocarcinoma is associated with cell 

proliferation and microvascularization 

(2)学会誌等に発表した論文 有 ・ ⑮ (雑誌名・論文名)
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3.今後の研究計画

L 三回目のマイクロアレイの結果を詳細に分析し、正常気道上皮細胞と肺癌

細胞の mRNAexpressionが違う geneをtargetgeneとして選定し、

RT-PCR法を用いて新しい肺癌に関連する癌遺伝子を同定する。

2. 当施設で切除された肺癌標本から癌細胞をマイクロダイセクションし、 1 

で同定された癌遺伝子を同じ方法で検証する。

3. 遺伝子を単離した後、細胞株に導入し、機能の解析を行う。

4.指導責任者の意見

研究者は、立案した研究計画に従い、 30種類の肺癌細胞株と2種類の正常気道上皮細胞

の培養を行い、これらから順次RNAの抽出を遂行した。抽出したRNAを共同研究機関で

ある中外製薬に委託し、マイクロアレイ解析に供した。用いたマイクロアレイには 12，000

以上の遺伝子がチップ上に配置されており、また、それぞれの遺伝子について、 20のプロ

ープが配置されている。既に、アレイのハイプリダイゼーションが終了し、現在、得られ

た各遺伝子の expressionpatternを解析中である。また、研究者は本研究を遂行しつつ、

一方で、肺癌患者のCT腫蕩面積遺残率と予後の関係についてさらに研究を深め、 CT所

見と血管新生因子や細胞増殖因子、 p53遺伝子の状態との相関、ならびに予後との関連につ

いて検討を行い、 CT所見と相関する分子機構を明らかにした。これらの業績は、助成に

より期待された研究成果として十分なものであると考えられ、また、将来の研究テーマと

しての継続性も有することから、研究者および日中両国にとって有益な研究を遂行するこ

とができたものと評価する。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙「研究報告書の作成についてjに倣い、指定の用紙で作成して下さい.

研究発表または研究状況を記録した写真を添付して下さい.

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当っては、 BlftE.学Iß~きlJ!J/iJf会Iごロf::-3旨を明記して下さい.
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一日中医学協会助成事業ー

オリゴマイクロアレイを用いた肺癌の発生進展に関わる遺伝子異常の網羅的解析

研究者氏名 蓋博鳴

中国所属機関 中国医科大学第一附属病院胸部外科

日本研究機関 東北大学加齢医学研究所呼吸器再建研究分野

指導責任者 教授近藤正

共同研究者名 佐藤雅美、桜田晃、堀井明

要旨

手術療法、化学療法、放射線療法など色々な治療方法はあるにもかかわらず、肺癌の治療成績特に進行癌の

治療成績は良好とは言えない。遺伝子治療は肺癌の新しい治療法として期待されているが、肺癌に関する遺伝

子異常に関しては、いまだ不明の点が多い。本研究においては、肺癌細胞株および肺癌切除標本から RNAを

抽出し、オリゴマイクロアレイを用いて発現の状態を確認する。異常の認められる場合、 RT-PCRと塩基配列

法によって塩基配列の異常を検出する。さらに、遺伝子を単離した後、細胞株に導入することで、機能の解析

を行う予定である。

Key Words lung cancer， oligo nucleotide array， cancer specific exon splicing 

緒言

肺癌の擢患率と死亡率はともに著しく増加している。 21世紀には、さらに増加することが推定されている。

手術療法、放射線療法、化学療法などが行われるが、特に進行癌の治療成績は良好とは言えない。 1996年に

Rothらがレトロウィルスベクターを用いて、正常 p53遺伝子を 9例の肺腫療に注入し、 3例で題揚が退縮し

たことを報告した。遺伝子治療は肺癌の新しい治療法として期待されている。しかし肺癌に関する遺伝子異常

に関しては、いまだ不明の点が多い。肺癌で高顔度に見られるものは p53とRBのみで他の遺伝子異常の頻度

は低い。肺癌の組織型は多彩で、これら遺伝子異常もその組織型別に論じる必要がある。急速に進歩している

遺伝子工学手法により、肺癌に関する遺伝子の同定も期待されるようになってきた。1998年にHibiらはSAGE

法(serialanalysis of gene expression)を用いて、肩平上皮癌2検体と正常気道上皮2検体で約 16，000種の

uniquemRNAの発現を確認し比較した。肺癌で過剰発現をされているものとして報告された2遺伝子PGP9.5

とB-mybは他臓器癌に比べ肺癌での発現が充進していた。一方正常気道上皮で優位に発現されているものの

解析はまれで、肩平上皮癌以外の組織型についての報告も多く見られない。

cDNAマイクロアレーイ技術の開発によって、同時に数千の cDNAあるいは RNA断片が一枚のチップ

の上に同定されるようになってきた。今回我々は Oligonucleotide array Wfymetrix Co.)を利用し、肺

癌組織(培養細胞)と正常肺組織の約l万種の mRNAを調べた。従来の cDNAマイクロアレーイ技術と異な

って、一つの遺伝子の cDNAについて 20個の oligonucleotideを用いているから、肺癌と関係する exon

splicing (遺伝子以上の様式の一つで、今までの文献報告は非常に少ない)の検索が可能になってきた(今ま

で、この手段で癌関連するexonsplicingを検索することは世界でも報告されていなし功。

対象と方法

(ー) オリゴマイクロアレイ技術を用いて、正常肺組織と肺癌組織(肺癌切除標本)、肺癌培養細胞の gene

expressionの差をスクリーンする。正常肺組織、肺癌組織(手術切除標本)と肺癌培養細胞の mRNAを抽出
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し、それぞれオゴマイクロアレーイにて、蛍光にラベルされたシークンス既知の塩基配列(人類正常細胞に発

見される全 mRNAの相補的な塩基配列)とハイプリダイゼーションさせる。蛍光色のパターンによって肺癌

mRNAと正常肺組織 mRNAの発現差を調べる。肺癌で過剰発現しているものと正常肺組織で優位に発現され

ているものを肺癌癌遺伝子領域と癌抑制遺伝子領域に仮想され、癌抑制遺伝子の候補としてステップ二に用い

られる。

(二)目的遺伝子領域のエクソン スプライシングタイプの同定。

(1). 各目的遺伝子領域の正常な cDNA塩基配列を NCBI(National Center for Biotechnology 

Information)に検索し、全エクソン配列をカバーできるように貯'-PCRフライマーを数pair設計する。

(2).肺腹癌、扇平上皮癌、大細胞癌、小細胞癌、障癌 (コントロール グループ)の培養細胞それぞれ五種類

を選んで培養する。

(3). Oligotex mRNA Midi kit(Qiagen Inc.)法を用いて、癌培養細胞と正常肺組織のmRNAを抽出する。

(4). (3)で得られたmRNAを鋳型としてSuperscriptII RT(Life Technologies， Inc)法を用いて各癌培養細胞

と正常肺組織のcDNAを逆転写する。

(5). (1)で設計したプライマーを使って(4)で得られたcDNAにRT-PCRをかける。

(6). 電気泳動法により RT-PCR産物のバンドを検出する。

(7). 正常肺組織によるRT-PCR産物のバンドと異なる肺癌培養細胞のRT-PCR産物バンドに対して、DNAシ

ークンスを施行する。

(三)当施設に手術切除された肺腺癌、扇平上皮癌、大細胞癌、小細胞癌の切除標本を(二)の同様な方法で、

目的領域のエクソンスプライシングを検索する。

結果

1.初回オリゴマイクロアレイ:

肺癌cellline A549、子宮内膜上皮癌cellline Ishikawa 3-H-12、繊維芽細胞癌cellline RB24KYお

よび正常肺組織のmRNAを抽出し、 Affymetrix社が開発したoligonucleotidemicroarrayにて、約6500

個の sequence既知の遺伝子の表現型を調べた。その中から表現型が異なる 23個の遺伝子を可能な癌特別

exon splicingが存在する target遺伝子として選択した。

2. 32個のcelllineを培養して、 OligotexmRNA Midi Kit法を用いてwholeRNAを抽出し、SuperscriptII 

RT法で cDNAを合成しました。その中に、正常気道上皮細胞 2種、肺腺癌7種、肩平上皮癌7種、大細

胞癌2種、小細胞癌5種、降癌5種、繊維芽細胞癌と子宮内膜上皮癌それぞれ1種が含まれている。

3. 一回目のoligonucleotidemicroarrayの再現性も確認する目的で、 20例のヒト肺癌標本から癌細胞を

micro dissectionし、二回目のmicroarrayを行った。 heterogeneousNucIear Ribonucreoprotein 1の結

果のように、 probe1，2，3，4，8，9の表現の強さに差が認められない部分がある一方で、 probe5，6，7，10，11，12，13 

のように表現の強さが異なっている部分も認められ、ある程度exonsplicingの情報を反映できると思われた。

(Fig.) 
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Fig. . Expression pattern of H. sapiens rnRNA f，ぽheterogeneousnuclear ribonucleoprotein 

4. しかし最近、 Affymetrix社より、今回実験に使われた probesetの配列と遺伝子上の場所が公表され、

すべての遺伝子において probesetが均等に全配列をカーパーしているわけではなく、ノーコーディング 3'

側の非常に狭い範囲に限っているものもあることが分ってきた。こうした結果を踏まえて、さらに多くの遺

伝子の spotされたマイクロアレイを用いて、 2種の正常気道上皮細胞と 30種の肺癌と降癌の癌細胞から

mRNAを抽出し、 3回目の oligonucleotide microarrayを行った。正常気道上皮細胞と癌細胞の遺伝子

発現の差を直接比較することで、よりはっきりした結果がより多くの遺伝子において得られることが期待さ

れている。現在は三回目のマイクロアレイの結果を分析している段階である。

教室内での研究発表のスライドのコピーも添付致します。
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