
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ５月 ７日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
本研究の目的は、ヒト全遺伝子搭載ＤＮＡチップを用いて口腔扁平上皮癌の新規転移関連遺伝
子を同定し転移の診断および腫瘍の悪性度の評価を可能にすることであった。口腔組織、口腔
扁平上皮癌組織、リンパ節転移組織の網羅的遺伝子発現解析により zinc finger DHHC-type 
containing 14(ZDHHC14)、Spleen tyrosine kinase(SYK)等をはじめとした、75 個の候補遺伝
子をリストアップした。各症例に共通して発現異常が認められる遺伝子は少なくとも口腔扁平
上皮癌においては 50遺伝子以上は存在する可能性が示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study was to identify novel metastasis-associated gene of oral squamous 
cell carcinoma by using DNA microarray on which all human genes are carried in order to 
make it possible to diagnose metastasis as well as to evaluate grade of tumor. Based on 
a global gene expression analysis on oral tissue, oral squamous cell carcinoma tissue 
and lymph node metastasis tissue, 75 of candidate genes including zinc finger DHHC-type 
containing 14(ZDHHC14) and Spleen tyrosine kinase(SYK) have been listed up. It has 
suggested a possible existence of more than 50 of genes with impaired expression, which 
are commonly recognized in each case, at least in oral squamous cell carcinoma, if not 
in all cases. 
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１．研究開始当初の背景 
癌転移の有無は、臨床上癌患者の予後に直結
する因子の一つである。近年、遺伝子の発現
異常と各種癌転移との関係が少しずつ報告
されてきた。とくに Spleen tyrosine kinase 
(SYK)は乳癌及び膵臓癌でリンパ節転移を有
する症例において高頻度に発現が低下して

いる事が報告されている。さらに培養細胞を
用いた実験により SYKの発現を抑制すると細
胞の浸潤能が増強されるという現象も報告
されている。癌転移メカニズムの分子生物学
的解析は、新規予後の判定方法、新規治療法
選択基準の設定、新規転移抑制剤の開発等、
臨床上非常に有用であり、この SYK 遺伝子の
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果たす役割は検討する必要がある。また口腔
癌領域における SYK遺伝子の果たす役割はい
まだ明らかになっていない。 
２．研究の目的 
口腔癌、正常組織、リンパ節転移組織を用い
て以下の事項を明らかにする。 
ヒト全遺伝子搭載 DNA チップを用いて、癌、
正常組織、リンパ節転移組織における SYK を
はじめとする、転移関連遺伝子における遺伝
子の発現状態を網羅的に明らかにする。RT－
PCR，Real-Time PCRにより、半定量的、定量
的にみつかった発現異常遺伝子を確認する。
免疫染色によりこれらの遺伝子タンパクの
局在と発現状態を明らかにする。これらの遺
伝子の発現状態を正常、癌、リンパ節転移組
織のそれぞれについて検討し、腫瘍マーカー
として用いることができるかどうかを検討
する。PCR-SSCP,Direct sequencing による
DNA の構造異常及び Methylation specific 
PCR による DNA のエピジェネティクな変化を
解析し、発現異常の原因を明らかにする。検
討された遺伝子の完全長 cＤＮＡを発現ベク
ターに組み込み、遺伝子導入法を用いて口腔
扁平上皮癌由来細胞株に導入し遺伝子の機
能解析を行う。 
３．研究の方法 
各組織から mRNA とタンパクを抽出・精製す
る。微量サンプルや入り組んだ構造のサンプ
ルについては凍結ミクロトームとレーザー
マイクロダイセクション装置によってサン
プルを切り出す。抽出・精製・増幅した各 mRNA
に Cy3, Cy5 で色素標識し、ヒト全遺伝子が
搭載された affymetrix社製 GeneChipで mRNA
の発現状態を解析する。特徴的な動向を示し
た遺伝子について、RT-PCRと real-time PCR
により発現状態を確認する。それぞれ処理済
DNA チップをマイクロアレイ読みとり解析ス
キャナーで標準化して読み取る。読み取った
データ－をコンピューター上で解析し、発現
異常(発現増強、発現減弱)が認められた遺伝
子を選別する。PCR-SSCP,Direct sequencing
による DNA の構造異常及び Methylation 
specific PCRによる DNAのエピジェネティク
な変化を解析し、発現異常の原因を明らかに
する。検討された遺伝子の完全長 cＤＮＡを
発現ベクターに組み込み、遺伝子導入法を用
いて口腔扁平上皮癌由来細胞株に導入し遺
伝子の機能解析を行う。In vitro invasion 
assay, Wound healing assay による機能解析
を行う。 
４．研究成果 
口腔組織、口腔扁平上皮癌組織、リンパ節転
移組織の網羅的遺伝子発現解析によりzinc 
finger DHHC-type containing 14(ZDHHC14)、
Spleen tyrosine kinase(SYK)等をはじめとし
た75個の候補遺伝子をリストアップした。ま
た、これまでに我々が解析してきたプロテオ

ミクス解析による口腔扁平上皮癌の網羅的タ
ンパク質発現解析の結果とリンクさせ有力な
遺伝子および遺伝子産物をリストアップした。
各症例に共通して発現異常が認められる遺伝
子は少なくとも口腔扁平上皮癌においては50
遺伝子以上は存在する可能性が示唆された。
ZDHHC14遺伝子はマイクロアレイ解析にて病
理組織学的にリンパ節転移を有する症例で高
頻度に発現が亢進している遺伝子としてリス
トアップされた候補遺伝子である。臨床検体
を用いてReal-Time PCRにより同遺伝子のｍ
RNA発現量を定量した結果、高頻度な発現亢進
が確認できた（8/20例40％）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらにmRNA発現亢進はpN(+)症例において有 
意に認められた(P=0.025)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 



 

 

 
 
Syk遺伝子は病理組織学的にリンパ節転移を
有する症例で、高頻度に発現が低下している
遺伝子としてリストアップされた候補遺伝子
である。臨床検体を用いた免疫組織化学染色
法では、正常組織と比較して、53例中33例62％
でSykの発現低下が認められた。また、リンパ
節転移症例において統計学的に有意にSykの
発現低下が認められた（P=0.0042）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
免疫蛍光染色法により正常細胞と比較して口
腔扁平上皮癌由来細胞株すべてにおいてSyK
タンパク質の発現低下が認められた（７株中
７株：100%）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
定量的Real-time PCR法によるmRNAの定量に
おいても口腔扁平上皮癌由来細胞株において
Sykの発現低下が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCR-SSCP法によるDNA構造解析では、変異は検
出されなかったが、Syk遺伝子５’側CpG 
island領域に高頻度なメチル化が検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに脱メチル化剤によるdemethylation 
assayにおいても、これらの細胞株でSyk ｍ
RNAの発現が回復した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wound healing assayではSykを導入した癌細
胞は、ベクターのみを導入した癌細胞と比較
して細胞の浸潤能・運動能ともに抑制された。 
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これらの結果はSykの発現低下が口腔扁平上
皮癌で高頻度な事象であること、またその発
現の低下がエピジェネティックな制御による
可能性が示唆された。さらにSykの発現低下と
口腔扁平上皮癌の浸潤・転移能との関連が示
唆された。 
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