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研究成果の概要（和文）：染色体の増幅が生じる領域に位置する遺伝子の中で口腔扁平上皮癌に高発現している遺伝子
を検索し,8番染色体および11番染色体における増幅の生物学的役割を明らかにすることを目的として行った.11q13領域
に位置する16遺伝子および8q24.3領域に位置する8遺伝子の発現を網羅的にスクリーニングした.11q13領域では3遺伝子
を候補遺伝子として選定したが,8q24.3領域では候補遺伝子を選定できなかった.遺伝子の増幅と発現の関係を検討した
ところ，1遺伝子が相関関係を認めた．同遺伝子の増幅は口腔扁平上皮癌症例50例中13例に生じており，同遺伝子は口
腔扁平上皮癌の進展に関わっていると考えられた.

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the biological role of chromosomal 
amplification in chromosome 8, and 11 and to clarify the genes canditating with amplification of these 
chromosomal region with over-expression in oral squamous cell carcinoma (OSCC). We comprehensively 
screened gene expression of 16 genes in 11q13 and 8 genes in 8q24.3. Three genes were identified as 
candidate gene in 11q13 and no gene associated in 8q24.3. The gene amplification correlated with the 
over-expression in 1 of 3 genes in 11q13. Amplification of this gene was observed in 13 of 50 OSCC cases. 
This result suggests that the gene relates with the development of OSCC.

研究分野：外科系歯科学

キーワード： 癌　ゲノム　細胞・組織
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１．研究開始当初の背景 
 口腔扁平上皮癌のみならず多くの悪性腫
瘍は，ゲノムに生じる様々な異常の積み重ね
により生じる．染色体領域の増幅は，遺伝子
の発現上昇に密接に関わる異常であり，乳癌
では HER2 遺伝子の増幅が乳癌の増殖に寄
与しており，それを標的とした治療薬が臨床
応用されている．また，HER2遺伝子のコピ
ー数を検討することで，がん細胞のHER2依
存性増殖の有無を検討することができる．口
腔扁平上皮癌では以前より 11q13.3 領域に増
幅が生じることが知られており，同領域に位
置する CCND1 や FGF4 といった遺伝子が関
連遺伝子として検討されてきた．また，最近
の報告では，同領域に位置する TMEM16Aが
頭頚部癌で高発現しており，その発現抑制が
頭頚部癌の制御に役立つ可能性が示唆され
ている．しかしながら，同領域に位置する遺
伝子の口腔扁平上皮癌における役割や抑制
効果を検討した報告は数が限られている．さ
らに，11q13.3 領域の増幅が，直接その発現
上昇に関与する遺伝子は明らかではない． 
 われわれは口腔癌の遺伝学的解析を研究
テーマの一つとして行っており，その結果を
報告してきた．また，口腔扁平上皮癌症例 50
例の Array-CGH法による DNAコピー数異常
のスクリーニングと，その結果に基づいて口
腔扁平上皮癌の新規予後マーカーの検索を
行った．その結果の一つとして，約 20％の症
例に 8q24.3領域に位置する約 100kbの領域で
増幅が生じることを発見し，免疫染色による
検討で同領域にコードされている RECQL4
が癌組織で高発現していることを確認した．
同領域に位置する遺伝子に関して，口腔扁平
上皮癌を用いて解析を行った報告は，渉猟し
得た限りでは認められない． 

 
２．研究の目的 
 本研究では，8q24.3領域および 11q13領
域に位置する遺伝子の中から，口腔扁平上
皮癌で高発現している可能性がある遺伝子
を，我々が有するデータおよび文献検索の
結果に基づいて選択する．選択した遺伝子
に関して，細胞株および臨床検体を用いて，
分子細胞遺伝学的手法を用いて検討を行い，
口腔扁平上皮癌で高発現している遺伝子を

明らかにする．最終的には，データを統合
することにより，8q24.3領域および 11q13
領域の増幅の生物学的役割および口腔扁平
上皮癌の新規分子標的なり得る遺伝子を明
らかにすることを目的としている． 
 
３．研究の方法 
(1)口腔扁平上皮癌細胞における 8q24.3 領
域および 11q13.3領域に位置する遺伝子の
Real-time qPCR法を用いて網羅的にスクリー
ニングした．われわれが以前報告した
Array-CGH 法による解析結果より，遺伝子増
幅が高頻度に生じている 8q24.3領域の 8遺
伝子（RECQL4，CYHR1，LRRC14，FOXH1，
MFSD3，KIFC2，PPP1R16A，GPT）および
11q13.3領域の 16遺伝子（MRPL21，FGF3，
FGF4 ， ANO1 ， GAL ， MRGPRF ， FGF19 ，
MIR3164 ， MYEOV ， MTL5 ， ORAOV1 ，
MRGPRD ， IGHMBP2 ， CPT1A ， TPCN2 ，
CCND1）を検討の対象とした．また，内部
標準として 3 遺伝子（GUSB，GAPDH，
ACTB）を用いた．先述の遺伝子に対する
PCR プライマーセットを Integrated 
Genome Technology社より購入し，実験に
供 し た ． Stratagene qPCR Standard 
RNAをRandom Primerを用いて逆転写し
て得られた CDNAを用いて，PCRプライ
マーの定量性を検討した．すなわち，先述
の CDNA を用いて連続希釈系を作成し，
SYBR Green法を用いてｑPCRを行った．
検量線を作成し，定量性を検証した．また，
同時に解離曲線を作成し，シングルピーク
（PCR産物が単一である）であることを確
認した． 

 
 ヒト正常ケラチノサイト由来細胞株 HaCaT，
口腔上皮異形成症由来細胞株 DOK，口腔扁平
上皮癌由来細胞株 CA9-22，SAS，HSC2，HSC3，
HSC4 を培養し，増殖期に Trizol を用いて細
胞を採取し Direct-zol RNA MiniPrep kit を
用いて RNA を抽出した．逆転写を行い CDNA
を作成後，定量性が確認できたプライマーを
用いてｑPCR を行い，網羅的に 8q24.3 領域
および 11q13 領域に位置する遺伝子のｍ−



RNAの発現レベルを検討した． 
(2)MYEOV および FGFのコピー数を Real-time 
PCR 法を用いて検討した．プライマーの塩基
配列は，Sugahara らの報告（Int. J. Oncol）
と同じものを用いた．対象として NAGK を用
いた．Promega 社の Human refernence DNA を
用いて，遺伝子発現の検討と同様に，連続希
釈系および解離曲線を用いて，各プライマー
PCR 効率および PCR 産物が単一であることを
確認した．各細胞株から，DNeasy Blood and 
Tissue kit（QIAGEN 社）を用いて DNA を抽出
した．同サンプルと口腔扁平上皮癌症例 50
例の組織から，Microdissection 法にて選択
的に癌細胞を回収し抽出した DNA を用いて，
qPCRを施行し上記3遺伝子のコピー数を検討
した．各遺伝子のコピーレベルは，（Sample
の NAGK の Ct-Sample の標的遺伝子の Ct）
-(Human reference DNA の NAGK の Ct-Human 
reference DNA の標的遺伝子の Ct)を算出し
て決定した．0.59 を上回った場合を，標的遺
伝子の増幅があると判定した． 
 
４．研究成果 
(1)今回検討の対象とした，8q24.3 領域の中
で 1 遺伝子(GPT)，11q13.3 領域の中で４遺
伝子(FGF3，MRGPRF，MIR3164，MRGPRD)
が Stratagene qPCR Stndard RNAから
得られた CDNA では発現が確認できなか
った．従い，8q24.3 領域は 7遺伝子，11q13.3
領域は 12 遺伝子に関して検討を行った． 
 口腔扁平上皮癌由来細胞株 CA9-22，SAS，
HSC2，HSC3，HSC4 および口腔上皮異形成症由
来細胞株 DOK の相対的遺伝子発現レベルを，
HaCaT 細胞と比較することにより相対定量し
た．内部標準は，細胞株間で発現レベルが一
定であった GUSB を用いることとした．以降
に，検討結果を Heat Map 表示して示す（10
倍以上の発現レベルを示した遺伝子は赤色
で示す）． 

 
8q24.3 領域では，RECQL4 や FOXH1 が比較的
高発現をしている細胞株を認めたが，いずれ
も HaCaT 細胞に対する相対的発現レベルは 3
倍以内であり，今回の検討では口腔扁平上皮
癌に特異的に高発現している遺伝子をスク
リーニングすることはできなかった．この結
果より，8q24.3 の増幅は口腔扁平上皮癌では
高頻度に認めるものの，同領域に位置する遺

伝子は Epigenetic な変化等によりサイレン
シングされている可能性が考えられた． 

 
11q13.3 領域では，ANO1，MRPL21，CCND1
および CPT1A が口腔扁平上皮癌由来細胞株
で高い発現レベルを示していたが，HaCaT
細胞も同様に高いレベルで発現しており，両
者の相対的レベルは図 4の様に差が無かった．
ANO1とCCND1は口腔扁平上皮癌で高発現
することが報告されているが，これは癌細胞
に特異的な変化では無く，細胞の増殖能を反
映していると考えられた．HaCaT 細胞との
相対的定量では，MYEOV，FGF19，FGF4
が口腔扁平上皮癌由来細胞株で発現上昇し
ていた．さらに，同 3遺伝子は DOK細胞で
発現が HaCaT 細胞と比較して同程度または
低下していた．従い，同 3遺伝子を 11q13.3
領域の増幅に関連した候補遺伝子として検
討を行うこととした． 
 
(2)MYEOV，FGF4および NAGKに対するプ
ライマーはいずれも PCR効率はほぼ 100%で
あり，解離曲線はシングルピークであった．
細胞株における検討では，MYEOV，FGF4と
もに HaCaT，DOK，HSC2および SASでは増
幅は認めなかったが，CA9-22，HSC3および
HSC4 では増幅を認めた．各遺伝子の増幅と
発現レベルの関係を検討するために，両者の
直接相関を Spearman の順位相関係数を用い
て検討したが，統計学的有意に相関する遺伝
子は認めなかった．しかしながら，MYEOV
ではCA9-22で 118.6倍，HSC3で 9.3倍，HSC4
で 95.2 倍と増幅を検出したすべての細胞株
において，HaCaT細胞よりも高発現していた．
FGF4ではCA9-22で 0.1倍，HSC3で 10.7倍，
HSC4 で等倍と増幅を検出した細胞株で，
FGF4 の高発現を検出した細胞株は HSC3 の
みであった．FGF19 では CA9-22 で 0.1 倍，
HSC3で 7.3倍，HSC4で 0.1倍と増幅を検出
した細胞株で，FGF19の高発現を検出した細
胞株は HSC3のみであった．MYEOVの遺伝
子増幅有する細胞株で，発現上昇を検出した
ため，臨床検体を用いてさらなる検討を行う
こととした． 



 

 

 
 
口腔扁平上皮癌症例 50 例に対して
MYEOVのコピー数をqPCRを用いて検討
した．増幅を有する症例は 13例であった．
さらに，BAC array CGHの解析結果と，
MYEOV遺伝子のコピーレベルの関係を比
較した．BAC array CGH の解析結果は
Oncol rep. 2011に報告済みであり,4000個
の BAC chipが搭載された Arrayによる
解析結果である．そのうち,今回の検討の対
象となった 11q13.3の遺伝子が搭載されて
いるプローブ Plate No. 124 の信号強度
を各サンプルにおける 11q13.3領域のコピ
ーレベルとして検討に用いた．11q13.3 領
域のコピー数と MYEOV のコピー数は R2

＝067996と高い相関関係を示した．従い，
MYEOVのコピー数は口腔扁平上皮癌にお
いて 11q 領域に高頻度に生じる HSR 型の
染色体再構成に付随してコピー数が変化し
ていると考えられる． 

 
MYEOVのコピーレベルと臨床病理学的因
子の関係を検討した．TNM 分類および
Stage において高値を示す傾向にあったが，
Wilcoxonの順位和検定では，有意差は無か
った．この結果は，MYEOVの増幅が発生
初期から関与している Subgroupが口腔扁
平上皮癌において存在する可能性を示唆し
ていると考えられた． 

 
MYEOV は多発性骨髄腫で関連遺伝子として同
定された．その後，神経芽細胞腫や大腸癌で
関与が報告されている．しかしながら，MYEOV
の機能は全く明らかになっていない．今後，
口腔扁平上皮癌におけるMYEOVの役割を明ら
かにすることにより，悪性腫瘍における同遺
伝子の機能解析を検討する予定である． 
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