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研究成果の概要（和文）：抗癌剤感受性に関わる因子の分子生物学的検索において、マイクロア

レイによる遺伝子発現解析は大変有用な方法である。本研究の目的はホルマリン固定パラフィ

ン包埋（FFPE）標本から抽出した RNA を用いた cDNA マイクロアレイを開発することであ
る。 
 
研究成果の概要（英文）：Microarray technology is potentially a powerful approach to 
identify genes expression signatures that predict the effects of chemotherapeutic 
drugs. The aim of this study is to develop cDNA microarray using RNA isolated from 
laser-capture microdisssected formalin fixed paraffin embedded (FFPE) specimens.   
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１．研究開始当初の背景 
我々はオーダーメイド治療の確立に向け、
消化器癌の腫瘍内遺伝子発現量を RT-PCR
法を用いて半定量的に評価する方法を開発
した。近年 cDNA microarray が開発された
ことにより、一検体に対して一度に 15,000
種に及ぶ遺伝子発現の網羅的解析が可能と
なった（グローバルアプローチ）。しかし、
凍結標本より汎用性の高い FFPE 標本を用
いた cDNA microarray はい開発されてなか

った。その理由としては、パラフィン包埋
標本からの RNA 抽出の困難さがもっとも大
きな要因と思われる。我々は質・量とも定
量的RT-PCR法を行なうに十分なRNAをパラ
フィンから抽出することに成功していた。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、パラフィン包埋標本を用
いた cDNA microarray を開発し、より多く
の症例の抗癌剤効果規定因子、予後予測因
子、副作用予測因子をグローバルに解析す
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ることにより、抗癌剤治療のテーラーメイ
ド化を確立し一般化することである。 
３．研究の方法 
（1）胃癌・大腸癌切除標本（FFPE）を
用い、抗癌剤感受性予測因子と思われる
遺伝子の発現検索を行う。Real-Time PCR
機器（7300 リアルタイム PCR システム（ア
プライドバイオシステム社））を購入し、
遺伝子発現量を半定量法にて測定する。
パラフィン標本からの RNA 抽出について
は、Real-Time PCR 法を行うに十分な量が、
再現性を持って得られる方法を確立する。
FFPE 標本の癌細胞だけを打ち抜く Laser 
Capture Microdissection(LCM) 法を併用
し、癌細胞のみの遺伝子検索を行う。 

（2）上記の方法でFFPEから抽出したRNA
について、マイクロアレイ解析が可能で
あるかを検討する。マイクロアレイ解析
を行うに十分な量と質のRNAをすべての
標本において回収することを目的とす
る。RNA収量が不十分な検体に関しては
T7増幅を試みているが、現在のところ再
現性が得られていない。実験手法などを
更に検討する。また、収量が十分である
にもかかわらずマイクロアレイ解析が
行い得ない検体に関しても RNA の
Qualityなどについて検討する。LCM法の
マイクロアレイへの応用についても検
討する。 

（3）胃癌、大腸癌のFFPE標本を用いて、
上記の過程で確立されたRNA抽出とcDNA
マイクロアレイ法で遺伝子発現を網羅
的に解析し、抗癌剤感受性因子や予後因
子を検索する。 

４．研究成果 
（1）FFPE 標本を用いた LCM+RT-PCR 法による
遺伝子解析 
Nuclear Fast Red 染色を用いることにより、
RNAの質を保った状態でLCM+RT-PCRを行うこ
とが可能であることが分かった。この方法で
胃癌、大腸癌の抗癌剤感受性に関する遺伝子
を解析し、腫瘍の癌部と間質で発現強度が異
なることを示した（「業績、論文発表の雑誌」
の 2） 
 
 
（2）FFPE 標本を用いた cDNA マイクロアレイ
の開発 
上記の方法で抽出した RNA を用い、cDNA マイ
クロアレイへの適応を検討した。T7増幅など
を使って cDNA マイクロアレイへの応用が可
能となった。この方法を用いて胃癌化学療法
を受けた患者の検体を分析し、化学療法の効
果を予想する Clusterわけが可能であること
を示した（「業績、学会発表」の 3） 
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