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研究成果の概要： 
酸化ストレス発癌モデルとして認知されている鉄ニトリロ三酢酸誘発ラット腎癌は高い染色体
不安定性（染色体レベルでの広範なゲノム変異）を示すことを，アレイ CGH 解析により明らか
にした。各種のヒト散発性がんに頻繁に見られる染色体不安定性を再現する動物モデルとして
確立することができた。さらに、高頻度に染色体変化が見られる部位において，酸化ストレス
発癌に関わる遺伝子をいくつか見出した． 
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１．研究開始当初の背景 

癌では，ゲノムの変化つまり遺伝子変異，
染色体の構造および数の変化が多く見られ
る．しかも，これは単に選択による結果では
なく，１細胞周期あたりの突然変異の頻度が
実際に亢進している．このような癌細胞にお
けるゲノムの不安定性は，「微小な遺伝子配
列の変化」と「染色体の構造および数の変化」
に 大 別 さ れ る ． 前 者 の 変 化 に は NIN
（ NER-related instability ） と MIN
（microsatellite instability）という２つ
の タ イ プ が あ る と さ れ ， 後 者 は CIN

（chromosome instability）と呼ばれている．
近年の研究により，悪性腫瘍一般で見ると塩
基配列の不安定性を示す症例はむしろ尐数
で，塩基配列は比較的安定でありながら，染
色体の数あるいは構造が著しく不安定なタ
イプの遺伝的不安定性を示す症例が非常に
多いことが明らかとなった．例えば，散発性
の大腸直腸癌では MINと CINを示す症例がそ
れぞれ約 15%と 85%に相当し，そのほかの上
皮性悪性腫瘍ではCINの割合がさらに多いも
のと考えられている．したがって，一般的な
ヒト癌の発生過程を明らかにするためには，
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CIN すなわち癌における染色体不安定性の動
態を詳細に解析することが重要であると考
えられた． 
 
２．研究の目的 

研究代表者の所属する研究室では，鉄ニト
リロ三酢酸（Fe-NTA）投与によるラット腎発
癌モデルの解析が長年にわたって続けられ
ていた．腹腔内投与された Fe-NTA は，血流
中へ吸収された後，腎臓において強度の酸化
ストレスを引き起こす．すなわち，Fe-NTA 誘
発ラット腎癌モデルは，酸化ストレスによる
動物発癌モデルとして広く認知されている．
本研究の目的は，Fe-NTA 誘発ラット腎癌にお
ける染色体変化の解析を基盤として，新規の
酸化ストレス発癌関連遺伝子を同定し，また
発癌過程における染色体不安定性誘導機構
を解明するための動物モデルを確立するこ
ととした． 
 
３．研究の方法 
(1) アレイCGHによるラット腎癌における染
色体コピー数変化の解析 

アレイCGH法は全染色体を対象にゲノムコ
ピー数変化を調べる方法であり，従来の CGH
（comparative genomic hybridization：比
較ゲノムハイブリダイゼーション）法を，マ
イクロアレイを用いたかたちに発展させた
ものである．今回は，CGH 解析用のマイクロ
アレイとして，Agilent Technologies 社製の
オリゴ DNA アレイを採用した．このアレイに
は，ラットのゲノム上の位置を特定可能なオ
リゴ DNA プローブが 18 万 2 千本搭載されて
いる．腫瘍サンプルは，研究代表者の所属す
る研究室においてそれまでに作成済みの鉄
ニトリロ三酢酸（Fe-NTA）誘発ラット腎癌を
用いた．13例の腎癌から採取した腫瘍組織よ
り，ゲノム DNA を調製し，アレイ CGH 解析に
供した．さらに，同じラット腎癌を由来とす
る2系統の細胞株について，同様にアレイCGH
解析を施行した．また，比較のために，遺伝
性腎癌（Eker ラット腎癌）1サンプルの解析
も加えて実施した． 

アレイCGHにより得られたデータの基本的
な解析は，Agilent 社の提供する解析ソフト
ウェア CGH Analytics を用いて行った．また，
染色体変化パターンの比較などの高度な解
析を行うために，オープンソースのデータ解
析環境である「R」のライブラリ群を組み合
わせて使用した． 
 
(2) 酸化ストレス発癌において重要な染色
体変化および癌関連遺伝子の検索 

まず，アレイ CGH を行ったサンプル間で高
頻度に染色体変化が起きているゲノム領域
を拾い出した．さらに，別途一部の同一サン
プルを用いて行った発現アレイ解析の結果

を照合し，ゲノム変化および発現変化がとも
に頻度の高い遺伝子をいくつか見出した． 
これらの遺伝子について，ゲノム変化の検

証を定量的ゲノム PCR により実施した．mRNA
レベルについても，定量的 RT-PCR により測
定し，ゲノム変化と転写レベルとの相関性を
調べた．実際に癌遺伝子または癌抑制遺伝子
として機能しうることを証明するために，培
養細胞を用いた系において検証を行った．癌
遺伝子としての性質を確認する場合は，癌由
来でないコントロール細胞での当該遺伝子
の強制発現によって細胞増殖能力が上昇す
ること，または癌由来細胞での当該遺伝子の
発現抑制によって細胞増殖能力が低下する
ことを示した．癌抑制遺伝子の確認では，反
対に，癌由来細胞での当該遺伝子の強制発現
によって細胞増殖能力が低下することを示
した．さらに，既報のデータから当該遺伝子
の働いている細胞内経路がある程度予想さ
れる場合は，当該遺伝子の経路の下流への影
響を検証した． 
 
(3) FISH法にもとづく染色体不安定性の発生
過程の解析 
ラット腎癌のアレイ CGH の結果では，いく

つかの特定の染色体に関して，染色体のほぼ
全域にわたるヘミ欠失が高頻度に起こって
いた．発癌プロトコールにおいては，Fe-NTA
の腹腔内投与を約 3か月継続する．Fe-NTA は
腎臓に対して強度の酸化ストレスを与える
が，ラットは反復投与の結果，1 週間以内に
酸化ストレスに対する耐性を獲得する．耐性
獲得以後の Fe-NTA の効果は，主にプロモー
ション作用であると考えられる．私は，染色
体の欠落はこのプロモーション期間に発生
しているのではないかという予測を立てた．
Fe-NTAを1～12週間反復投与した後のラット
腎組織を用いて，染色体異数性の発生状況を
現在検討している．異数性発生の解析は 5番
染色体を中心に行っている．私たちは以前に
5 番染色体上の Cdkn2a 遺伝子座に対する
FISH（fluorescence in situ hybridization）
解析を行っており，Fe-NTA の 1～3 週間投与
によって Cdkn2a 遺伝子座の欠失を示す細胞
が増加することを明らかにしたという経緯
がある．今回は，ラット 5番染色体にマップ
のされる複数のBACクローンより作成したプ
ローブを用いて FISH を行うことで，より広
い範囲での異数性の発生を検証している． 
 
４．研究成果 
(1) 顕著な染色体不安定性を示す動物化学
発癌モデルの確立 
13 例のラット腎癌について，全染色体にわ

たるコピー数変化の規模は総じて大きく，ヒ
トの癌で見出されてきた染色体不安定性に
匹敵するものであった．図１に，その中で代



 

 

表的と考えられる 3例のアレイ CGHプロファ
イル（検体ゲノム全体の平均コピー数に対す
る各染色体位置のコピー数の比を，対数変換
してプロットしたもの）示す． 
 

 
腎癌由来細胞株（2系統）のアレイ CGH プロ
ファイルにおいても，同様の染色体不安定性
が保持されていることが確認された．Fe-NTA
誘発ラット腎癌が，このように広範な染色体
変化を示すのに対し，対照として用いた遺伝
性のラット腎癌においては染色体レベルの
ゲノム変化はほとんど見られなかった．実際，
これまでにアレイCGHを用いて調べられた動
物の腫瘍に関して，遺伝子改変動物を用いた
場合を除いては，今回の Fe-NTA 誘発ラット
腎癌の結果ほどに高い染色体不安定性を示
す報告例は見当たらない．散発性のヒト癌の
多くが染色体不安定性の特徴を有すること
を考えると，今回得られた結果はヒトの発癌
においても酸化ストレスが要因となってい
る割合が高いということを示唆している．よ
って，本発癌モデルは他の化学発癌モデルと
比べて，一般的なヒト癌との共通性が高く，
発癌研究のための動物モデルとして有用で
あると考えられる． 

つづいて，Fe-NTA 誘発ラット腎癌の染色体
変化の特徴を分析した．図２は，ゲノムの各 

 

部位で検出されたコピー数異常の頻度を，染
色体に沿ってプロットしたものである．この
図より，Fe-NTA誘発ラット腎癌における染色
体変化の全体的な特徴として，以下の 2つが
明らかとなった． 
（特徴.1）4番染色体のセントロメア側に，
長い範囲の高頻度増幅領域がある． 
（特徴.2）5, 6, 8, 9, 14, 15, 17, 20 番染
色体については, 染色体のほぼ全域にわた
るヘミ欠失（いわゆるモノソミーの状態）が
頻繁に見られた． 
癌のゲノムにおける染色体変化のパター

ンを，異なるプラットフォームのゲノムアレ
イより得られたデータや異なる動物種の腫
瘍のあいだで比較するために，アレイ CGH の
データを統計的推測にもとづいて染色体各
部位のコピー数に変換する方法を考案した．
基本的な計算原理は，腫瘍のゲノム全体での
平均コピー数と正常細胞の試料への混入率
を，シグナル測定値の誤差が最小となるよう
に推定するというものである．図３は，その
ようにして決定した染色体コピー数プロフ
ァイルにもとづいて腫瘍サンプルをクラス
タリングしたものである． 
 

 
ヒト腫瘍ゲノムの網羅的解析データは，既

に相当量が蓄積されている．今回得られたラ
ット腎癌のゲノム変化データをヒトのデー
タと比較するために，両種ゲノムのシンテニ
ー関係にもとづきラットのアレイデータを
ヒトの染色体上にマップするプログラム（中
核となる変換エンジンとして，UCSC ゲノムブ
ラウザのユーティリティプログラムである
liftOver を使用）を作成した．現在，異種動
物の腫瘍間における染色体変化パターンの
類似性の分析を進めている． 
 
(2) 高頻度にコピー数変化の見られるゲノ
ム領域に含まれる癌関連遺伝子の解析 
①ゲノム増幅領域に含まれる遺伝子 

図１．Fe-NTA 誘発ラット腎癌に見られ

る染色体不安定性 

図３．染色体コピー数プロファイルに

もとづく Fe-NTA 誘発ラット腎癌 13

例の分類 

図２．Fe-NTA誘発ラット腎癌（細胞株

含む 15 例）のゲノムにおけるコピー

数異常の頻度分布 



 

 

4 番染色体のセントロメア側領域において
は，10Mb から 50Mb にわたる長い範囲のゲノ
ム増幅が，60%以上のサンプルで認められた．
コピー数が 2 倍以上に増加している頻度が
30%を超えているのは，この領域だけであり，
本領域内に Fe-NTA 誘発ラット腎癌に共通的
に関与する癌遺伝子が含まれていることが
強く示唆された．まず，ゲノム増幅の頻度が
最も高い領域（長さ = 約 0.4Mb）には，癌遺
伝子として知られているc-Metが含まれてい
た．c-Met 遺伝子コピー数の増幅は，定量的
ゲノムPCRにより確認した．発現については，
mRNA を定量的 RT-PCR により測定した．ゲノ
ムの増幅率と mRNA レベルは有意に相関して
いた．腫瘍の表現型とゲノム変化の関係を調
べたところ，c-Met の増幅は転移の有無と有
意に関連していることが分かった． 

つぎに，発現アレイの結果との照合を行い，
4 番染色体の増幅領域内に含まれており正常
組織に対する発現増加が顕著な遺伝子を検
索した．その条件に該当する遺伝子として，
Ptprz1（チロシンホスファターゼの 1種）が
見つかった．さらにネットワーク解析の結果
から，β-カテニンが PTRZ1 の基質となって
いる可能性が考えられた．ラット腎癌組織に
おいては，脱リン酸化されたβ-カテニンが
細胞核に移行していることが免疫組織化学
により確認された．また，ラット腎癌組織を
用いた定量的 RT-PCRによって，β-カテニン
の標的遺伝子（cyclin D1, c-myc, c-jun, 
fra-1, CD44）の発現が正常組織に比して高
まっていることが分かった．さらに，ラット
腎癌由来の細胞株（2系統）において，siRNA
により Ptprz1 をノックダウンしたところ，
核内のβ-カテニン量の減尐およびβ-カテ
ニン標的遺伝子群の発現低下が見られると
ともに，細胞の増殖が抑制された．反対に，
コントロール細胞（形質転換していないラッ
ト腎細胞由来細胞株）に Ptprz1 を導入した
場合は，β-カテニンの核内への移行，標的
遺伝子の発現上昇，細胞増殖率の亢進が確認
された．したがって，Ptprz1 が本ラット腎癌
において癌遺伝子として確かに機能してい
ること，そしてそのメカニズムはβ-カテニ
ン経路の活性化によるものであることが示
された．これは，動物発癌モデルにおいては，
今回初めて確認された． 
 
②ゲノム欠失領域に含まれる遺伝子 

まず，5 番染色体では，3 分の 2 以上のサ
ンプルで，50Mb以上か染色体 1本全体にわた
るような大規模なヘミ欠失が見られた．さら
に，そのヘミ欠失のケースのうちの半分では，
Cdkn2a および Cdkn2b 癌抑制遺伝子の残りの
1 個のアレルも喪失しているという状態にな
っていた．相同染色体の両方で Cdkn2a/2b 遺
伝子座の周辺のみが欠失している腫瘍は1例

もなかった．これは，染色体不安定性により
癌抑制遺伝子がホモ欠失するメカニズムを
考察する上で，重要な知見となるものである． 
つぎに，発現アレイの結果との照合を行い，

広範囲のヘミ欠失が頻繁に見られる染色体
上にあり正常組織に対して発現低下が顕著
な遺伝子を検索した．その条件に該当する遺
伝子として，8q32 に座位する Acy1（アミノ
アシラーゼ-1）が見つかった．ラット腎癌由
来の細胞株（2系統）に Acy1 を導入したとこ
ろ，細胞増殖率および軟寒天上でのコロニー
形成率の抑制とアポトーシスの誘導が認め
られた．したがって，Acy1 が本ラット腎癌に
おいて癌抑制遺伝子として確かに機能して
いることが示された．これは，動物発癌モデ
ルにおいては，今回初めて確認された． 
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