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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、臨床検体から高レベルゲノム異常のある微量の細胞だけを対象にゲノム構
造異常を検出する「手法」を開発することにある。ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織からDNAを抽出し、初
期DNA量を100ng程度まで減らしても良好なCGHアレイデータが得られることが判明した。また、免疫組織染色後の封入
されたプレパラートから抽出したDNAがCGHマイクロアレイ解析可能であることが明らかになった。より微量なDNAでゲ
ノム構造解析を行うために、次世代シーケンサーを用いたターゲットシーケンスを行ったところ、初期DNA量は15ng程
度でゲノム変異が検出できた。

研究成果の概要（英文）：The aim is to develop the methods that detect the genomic structure abnormality in
 oral cancer cell with high-level genomic abnormality. We were confirming the satisfactory data of CGH mic
roarray analysis using extracted 100ng input DNA from a formalin fixation paraffin embedded (FFPE) tissue.
 Moreover, we were confirming the satisfactory data of CGH microarray analysis using extracted DNA from a 
sample mounted in slide-glass which coverslip on the slide were removed by soaking the slide in xylene aft
er immunohistostaining. To detect the genomic abnormality using smaller quantity of input DNA, we performe
d the targeted next-generation sequencing. We detected the genomic abnormality in oral cancer from 15ng in
put DNA.
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年 cDNA マイクロアレイや CGH アレイ

法、さらには次世代シーケンサーを用いた全

ゲノム配列解読などの様々な先端技術によ

り、各種癌における網羅的遺伝子解析がすす

められている。しかし、世界規模で研究が推

進されているのにもかかわらず、転移や生命

予後、薬剤感受性を高精度に予測する遺伝子

マーカーは開発されていない。その理由の１

つに、臨床検体における癌細胞は、形態学的

に均一に見えても実は様々なレベルの遺伝

子異常をもつヘテロな細胞集団であるにも

かかわらず、現在行われている遺伝子解析は、

たとえマイクロダイセクトしたとしてもそ

れは非癌組織と分離しただけで、様々なレベ

ルの遺伝子異常をもつヘテロな「癌細胞集

団」から抽出した遺伝子で行われていること

があると考えている。癌細胞集団すべてで生

じている遺伝子異常がすなわち重要な遺伝

子異常であるとの証拠はなく、むしろ癌幹細

胞などの少数の細胞がもつ微細な遺伝子異

常が患者の生命予後に結局影響を及ぼして

いるであろうことは、想像に難くない。いく

ら組織学的に同じような癌細胞に見えても、

これらヘテロな細胞集団をまとめて処理し

たのであれば、数％の細胞がもつ重要な遺伝

子異常は、他の多くの重要でないシグナルに

「埋もれて」しまい、検出が難しい。組織を

対象とした場合に、数％の細胞がもつ重要な

遺伝子異常が他の多くの重要でないシグナ

ルに埋もれてしまわないようにしたいと多

くの研究者が考えることだが、実際には何を

たよりに重要な細胞を「選択」していくかが

問題となる。研究者らはすでに 11q13.3 領域

に座位する遺伝子 FADD(Fas-associated 

death domain) が、多くの口腔癌においてゲ

ノム増幅・タンパク高発現を示し、リンパ節

転移や生存率に影響を与えることを報告し

ている（DNA amplification and expression 

of FADD in oral squamous cell carcinoma.: 

Prapinjumrune C, Morita K, Kuribayashi Y, 

Hanabata Y, Shi Q, Nakajima Y, Inazawa J, 

Omura K: J Oral Pathol Med. 39(8) 

802-805 2010）。さらに免疫染色により

FADD の高発現が同一症例の組織中でモザ

イク状に生じているという興味深い知見を

得ている。一方この研究のなかで、口腔癌培

養細胞というホモジニアスな細胞集団では

FADD のゲノム増幅、mRNA 発現、タンパ

ク高発現がパラレルであることも示してい

ることから、組織中でモザイク状に生じてい

る 11q13.3 領域のゲノム異常を、タンパクの

免疫染色によって検出しうるという確証と

手法を有している。この「FADD タンパク高

発現」によるナビゲーションをたよりに、

11q13.3 領域ゲノム異常をおこしている細胞

を選択的に抽出し解析に使用することがで

きる。11q13.3 領域ゲノム異常が真に意味の

ある異常かどうかは不明であるが、ナビゲー

ションに用いることにより、11q13.3 領域プ

ラスアルファの詳細なゲノム構造異常を検

出する意義は十分にあると考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究の目的は、臨床検体癌組織から特に

高レベルゲノム異常のある細胞だけをあら

かじめ厳選たうえでゲノム DNA を抽出し、

網羅的ゲノムコピー数異常を検出する「手

法」を確立することにある。 

 

 

３．研究の方法 

 

【テストサンプル DNA 抽出・CGH アレイ解析

による最適条件の検討】 

口腔癌症例の生検および切除標本で凍結保

存されている組織および FFPE 組織の両方が

保存されているテストサンプルを用いて、



DNA を抽出し、全ゲノム増幅の有無、および

2 種類の蛍光色素ラベル法の組み合わせ、ス

タートのサンプル量などの条件をちがえた

複数のサンプルを用意し、アジレント社

SurePrint G3 Human CGH 8X60K を用いてゲ

ノムコピー数異常の頻度、程度、S/N 比など

を検討した。その上で、どの手法が微量 DNA

の解析に適しているか、また精度の高い CGH

アレイ解析に必要なDNAの質と量の限界を検

討した。 

 

【免疫組織染色後のプレパラートからの DNA

抽出・CGH アレイ解析】 

口腔癌サンプルの切片を抗 FADD 抗体にて染

色し、封入観察後に、キシレン溶液中でプレ

パラートを振盪しカバーガラスをはがした

上で、プレパラート上の標本から DNA を抽出

し、上記で検討した最適条件下に処理した蛍

光標識 DNAを用いて CGHアレイ解析を行った。 

 

【微量 DNAでゲノム構造解析を行うための次

世代シーケンサーを用いたターゲットシー

ケンス解析】 

より微量な DNA でゲノム構造解析を行う方

法として、次世代シーケンサーを用いたゲノ

ム変異解析の可能性について検討した。Life 

Technologies 社 Ion AmpliSeq Cancer 

Hotspot Panel v2 にてがん関連 50 遺伝子上

の 2800以上のCOSMIC変異を含むHotspot 

領域を増幅し Life Technologies 社 Ion PGM

にてシーケンスを行った。 

 

 

４．研究成果 

【テストサンプル DNA 抽出・CGH アレイ解析

による最適条件の検討】 

FFPE 組織から抽出した DNA では、酵素法によ

る蛍光色素ラベルを用いると、S/N 比が低く

なり良好なマイクロアレイデータが得られ

ないことが判明した。一方、化学標識法では、

投入 DNA量が 250ng と比較的多く必要である

が、FFPE 組織由来 DNA でも、S/N 比が高く比

較的良好なマイクロアレイデータが得られ

ることが明らかとなった。そこで、微量の DNA

を全ゲノム増幅後に化学標識法を用いてラ

ベルした DNA を用いたところ、酵素法ほどで

はないが、S/N 比が低くなり良好なマイクロ

アレイデータが得られないことが判明した。

これらの結果は、酵素法のラベル化のステッ

プでPCR反応が必須となることが原因と考え

られ、全ゲノム増幅においても同様であるが、

FFPE組織から抽出したDNAにPCR反応を加え

るとバイアスのかかった増幅がおこり、コピ

ー数変化が維持されないと考えられた。さら

に微量の DNA で検討したところ、投入 DNA 量

を 100ng程度まで減らしても同様なデータが

得られることが判明した。 

 

 

【免疫組織染色後のプレパラートからの DNA

抽出・CGH アレイ解析】 

免疫組織染色後の封入されたプレパラート

から抽出した DNAが CGH マイクロアレイ解析

に用いることができるかを検討した。十分な

DNA 量を得るために、マイクロダイセクショ

ンを施行せずに4um厚の切片を免疫組織染色

し、キシレンで脱水後に封入したプレパラー

トを再度、キシレン中で一晩振盪しカバーガ

ラスを除去した上で、DNA を抽出し CGH アレ

イを実施したところ、良好な S/N 比のマイク

ロアレイデータが得られることが明らかに

なった。 

 

 

【微量 DNAでゲノム構造解析を行うための次

世代シーケンサーを用いたターゲットシー

ケンス解析】 

FFPE 組織から抽出した DNA を用いても、初期

投入 DNA 量が 15ng 程度でも解析が可能で

あることが明らかとなった。口腔扁平上皮癌



32 症例の解析で、読み深度は約 640 であり、

変異頻度が 5％以上のアミノ酸置換を伴う変

異は、1症例あたり1から6遺伝子で認めた。

遺伝子別では KDR および TP53 の変異が半

数以上の症例で認められ、次いで APC、

CDKN2A の変異が多く認められた 
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図 1 化学標識法による蛍光ラベル後の CGH
アレイ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 32 症例のターゲットシーケンス解析 
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