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研究成果の概要（和文）：【目的】本研究では Affymetrix GeneChip® Mapping 10K Array を用い

て口腔扁平上皮癌における全ゲノム上のゲノムコピー数異常を解析し口腔扁平上皮癌の新規転

移関連遺伝子の同定を試みた。 

【材料および方法】口腔扁平上皮癌症例 20 例を使用した。病理組織学的に所属リンパ節転移陽

性例(pN(+))3 例および陰性例(pN(-))2 例を GeneChip® Mapping 10K Array により解析し、pN(-)

例と比較して pN(+)例に共通して認められるゲノムコピー数異常を検出、同座位に存在する転

移関連遺伝子候補をリストアップした。さらに候補遺伝子の mRNA 発現状況を定量的 Real-time 

PCR 法により検証した。 

【結果】pN(+)例に共通してゲノムコピー数が増加していた領域は 16 領域、減少していた領域

は 32 領域であった。これらの領域上に存在する 75 の候補遺伝子をリストアップした。pN(+)

例に特異的にコピー数が増加していた領域の一つ 6q25.3 領域には ZDHHC14 遺伝子が座位して

いた。同遺伝子のｍRNA発現量を定量した結果、高頻度な発現亢進が認められた（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=0.019)。 

【結論】これらの結果から ZDHHC14 が口腔扁平上皮癌の新規転移関連遺伝子である可能性が示

唆された。 

この研究はこれまで行われてきたゲノム解析とは想像を遥かに超えるほどの情報量が得られ、新

探索方法として確実に実績が上げられ、これも海外論文で発表し大きな成果をあげた。 
 
研究成果の概要（英文）：[Purpose] We analyzed genomic copy number abnormality on all genomes in 
the oral squamous cell carcinoma using Affymetrix GeneChip(R) Mapping 10K Array in this study and 
tried the identification of the new metastasis connection gene of the oral cavity squamous cell carcinoma. 
[Materials and Methods] We used 20 oral squamous cell carcinoma cases. We analyzed a metastasis to 
regional lymph node-positive case (pN(+))3 case and a negative case (pN(-))2 case by GeneChip(R) 
Mapping 10K Array for histopathology and detected genome copy number abnormality we were 
common to a pN(+) case as compared with a pN(-) case, and to be found and listed the metastasis 
connection gene candidates who were present in theatrical company rank. Furthermore, we inspected the 
mRNA manifestation situation of the candidate gene by quantitative Real-time PCR. 
[Results] In the region that we were common to a pN(+) case, and a genomic copy number increased, 16 
regions, region that decreased were 32 regions. We listed 75 existing candidate genes on these regions. 
A ZDHHC14 gene did locus in the one 6q25.3 region of the region that a copy number specifically 
increased for a pN(+) case. As a result of having assayed the mRNA expression level of the gene, 
high-frequency manifestation sthenia was found (40% of 8/20 cases). Furthermore, the mRNA 
manifestation sthenia was significantly found in a pN(+) case (P = 0.019). 
[Conclusions] These results suggested the possibility that ZDHHC14 was a new metastasis of the oral 
squamous cell carcinoma-related gene. As for this study, information as we exceeded imagination with 
the conducted genomic analysis much more was obtained till now, and the results were given as a new 
search method surely and this gave a presentation by foreign countries thesis and gave large result. 
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１．研究開始当初の背景 
癌治療において再発・転移の有無は重要な診
断情報であり、その後の治療方針に大きく影
響する。一旦、再発・転移が発生するとその
結果は死に至ることが多いため、再発・転移
が確認されていなくても、原発腫瘍の状況等
から再発・転移の可能性が高いと判断された
ときは、外科的追加切除や予防的な抗がん剤
治療が行われる。しかし、予防的な抗がん剤
治療では、実際に明らかな転移が存在しない
事や、抗がん剤治療をしなくても良好な予後
を得る症例が含まれているために、強い副作
用を招くような強力な治療を行うことは少
なく、結果として抗がん剤治療の効果が低下
する。転移に関する、より信頼性のある情報
があれば、強力な抗がん剤治療を行う根拠と
なり、また、不要な治療を避ける事が可能と
なる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまで当講座において LOH に関
する研究から、多くのマイクロサテライト領
域を特定してきた。これらは、海外論文でも
発表し高い評価を得ている。今回はさらに発
展させ、31 億個の分子からなるヒトゲノムを
篩いに分け、ほんの一握り変異した遺伝子、
欠損遺伝子や過剰コピーされた遺伝子を特
定することが必要となる。これは気の遠くな
る解析で、その進行はこれまで遅々としてい
た。 
 そこで、本研究は Affymetrix 社製の
GeneChip DNAマッピングアレイ解析を行い全
ゲノム上のマイクロサテライト領域を一度
に解析し、数百〜数千の口腔癌に関与する新
規未知癌抑制遺伝子座位を一度に同定する。
これはこれまで行われてきたゲノム解析と
は想像を遥かに超えるほどの情報量が得ら
れる。さらに、同座位に存在する転移関連遺
伝子候補をリストアップした。さらに候補遺

伝子の mRNA 発現状況を定量的 Real-time PCR
法により検証する。 
 この新探索法により、体内に潜む微少転移
細胞や再発の早期発見に結びつけ、世界初の
口腔癌の再発・転移関連遺伝子の同定を計る
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
【平成 22 年度】 
1)患者検体：東京歯科大学口腔外科を受診し
た 100 名の口腔扁平上皮癌患者から採取し
た検体を試料とする。試料は生検時または手
術時に採取・保存しておく（採血も同時に行
う）。 
2)DNA の抽出：腫瘍ならびに正常 DNA は通法
に従いフェノール・クロロフォルム抽出法に
より抽出・加工・調整する。採血しておいた
全血液は遠心分離し白血球から正常DNAを抽
出する。 
3)PCR およびマイクロサテライト解析：抽出
した DNA を鋳型とし PCR 法 (polymerase 
chain reaction) を用いて増幅させ、マイク
ロサテライト解析を行なう。この解析は、
Affymetrix 社製の GeneChip DNA マッピング
アレイ解析を行い全染色体上の構造異常を
マイクロサテライト領域を一挙に特定する。 
4)ヘテロ接合性消失(LOH)の評価：得られた
マイクロサテライトバンドをコンピュータ
ー上にスキャンし、その強度を数値化する。
腫瘍から得られたDNAにおけるシグナル強度
を、対応する正常組織または血液試料から得
られた DNA と比較し、シグナル強度が 50%以
下を LOH と判定する。 
5)結果の再現性の確認：LOH を認めた試料に
ついては結果に再現性があることを確認す
るため、再度 PCR マイクロサテライト解析を
行う。 
6)解析：得られた LOH とコピー数異常（CNA）
の結果と、臨床的・病理組織学的特性からフ



ィッシャーの直接確率法を用いて、統計解析
し再発・転移の予測の関係について検討を行
う。 
【平成 23 年度】 
 前年度に引き続き、多数の口腔癌患者組織、
さらに非扁平上皮癌（腺系癌・悪性黒色腫な
ど）を用いて、以下の研究を行う。 
1)実験進行中に新たに入手した試料につい
ても随時 DNA を抽出する。 
2)口腔非扁平上皮癌についても全ゲノム上
のマイクロサテライト領域をDNAマッピング
アレイ解析を用いて行う。 
3)既知癌抑制遺伝子の異常との関連性を検
討し、さらに予後や悪性度との比較も行う。 
4)病理組織学的に所属リンパ節転移陽性例
pN(+))3 例および陰性例 (pN(-))2 例を
GeneChip® Mapping 10K Array により解析し、
pN(-)例と比較して pN(+)例に共通して認め
られるゲノムコピー数異常を検出、同座位に
存在する転移関連遺伝子候補をリストアッ
プした。さらに候補遺伝子の mRNA 発現状況
を定量的 Real-time PCR 法により検証する。 
 以上の結果をもとに、口腔扁平上皮癌の再
発・転移過程に関与する一連の癌抑制遺伝子
群の局在を同定することと、体内に潜む微少
転移細胞や転移の発現パターンの相違の役
割を考察する。 
 
４．研究成果 
pN(+)例に共通してゲノムコピー数が増加し
ていた領域は 16 領域、減少していた領域は
32 領域であった。これらの領域上に存在する
75 の候補遺伝子をリストアップした。pN(+)
例に特異的にコピー数が増加していた領域
の一つ 6q25.3 領域には ZDHHC14 遺伝子が座
位していた。同遺伝子のｍRNA 発現量を定量
した結果、高頻度な発現亢進が認められた
（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=0.019)。 
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