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研究成果の概要（和文）：単一胃癌内の分化度の異なる部位（管状腺癌および低分化腺癌）からRNAを抽出しマイクロ
アレイで解析した。発現に差がみられた遺伝子をqPCRで確認、マイクロアレイと発現傾向が一致した遺伝子を形態形成
に関わる候補遺伝子と考えた。その中から、管状腺癌より低分化腺癌で発現が低下していたHRASLS2 (HRAS like suppr
essor 2)に着目し、MKN45での安定発現株を作成したところ細胞接着・増殖形態に変化を及ぼした。

研究成果の概要（英文）：Gastric cancer has been classified according to histological types such as 
tubular adenocarcinoma and poorly differentiated adenocarcinoma. Two or three types are often presented 
in one tumor. The mechanisms to form the different histological types are not clear yet. To elucidate 
which molecules are related to morphological formation in gastric cancer, we performed microarray 
analysis of RNA from a formalin-fixed paraffin-embedded gastric cancer specimen which has both tubular 
adenocarcinoma and poorly differentiated adenocarcinoma. Several genes which showed different expression 
level between tubular adenocarcinoma and poorly differentiated adenocarcinoma by microarray were selected 
and confirmed the RNA expression level using qPCR. We focused on HRASLS2 (HRAS like suppressor 2) and 
created stable cell line expressing HRASLS2. Compare to the control, HRASLS2 expressing cell line showed 
different cell adhesion and cell growth pattern.

研究分野： 人体病理

キーワード： 胃癌　組織型
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１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞の概念が提唱され、脳、造血器、乳
腺、大腸等各種腫瘍においてその存在が明ら
かにされつつあり癌の発生源であると考え
られている。癌とひとことで言っても病理組
織学的には多彩な形態を表しそれに応じて
分類もされている。癌幹細胞の特定や幹細胞
性の維持に関与する遺伝子について解明さ
れつつあるが、癌の分化（消化器癌であれば
管腔形成が明瞭な高分化腺癌とびまん性に
増生する低分化腺癌）を制御する遺伝子に関
しては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では単一腫瘍内においても異な
る組織型が存在することが比較的まれでは
ない、胃癌について単一腫瘍内の組織型の異
なる部位での発現遺伝子の相違を調査し、癌
の分化や形態形成に関わる因子の解明を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）胃癌組織からの RNA 精製およびマイ
クロアレイ解析：金沢大学附属病院において
行われた胃癌の手術検体の中から、ヘマトキ
シリン・エオジン（HE）染色にて管腔形成の
比較的明瞭な部位と、癌細胞が充実性に増生
し管腔が不明瞭な部位が共存する検体に対
し、それぞれの部位および非癌部胃粘膜より
ホルマリ固定パラフィン切片から RNeasy 
FFPE kit (Qiagen 社)にて RNA を採取した。
採取された RNA は量・質ともにマイクロアレ
イに適しているか、Nano drop（Nano drop 
Technologies）で濃度測定後、2100 バイオア
ナライザー(Agilent Technologies）で分解
の程度を測定した。RNA 各 1μgを用いて RNA
増幅を施行後に増幅 RNA8μgを CyDye 標識し
3D-Gene®全遺伝子型DNAチップ上でそれぞれ
反応させた。反応後、3D-Gene Scanner 3000
にてスキャンし、各部位におけるおのおのの
遺伝子の発現を比較した。発現差が 4倍以上
みられた遺伝子を中心に、組織型の相違をも
たらす可能性が高い候補遺伝子として選別
した。 
（２）定量的 PCR（qPCR）での発現確認：マ
イクロアレイにて選別された候補遺伝子に
ついて、qPCR にて発現を確認した。ホルマリ
ン固定パラフィン切片から採取できるRNAは
量が限られているため、多数の遺伝子につい
て解析が困難と推測し、まず胃癌由来の培養
細胞内での発現を確認した。細胞株は高分化
管状腺癌由来の MKN7、低分化腺癌由来の
MKN45、および印環細胞癌由来の KATO3 と
HSC39 を用いた。マイクロアレイと細胞株で
発現傾向が一致した遺伝子に関して手術検
体でも同様に qPCR を行った。 
（３）培養細胞を用いた in vitro assay:マ
イクロアレイと細胞株、手術検体 pPCR 間で
発現の増減が一致したものを胃癌形態形成
に関わる有力候補遺伝子とした。有力候補遺

伝子が実際に組織
型の差異に関わっ
ているか、培養細
胞に強制発現させ、
細胞増殖や形態等
の変化を観察した。 
…………………… 
図１.上：管腔形成
のみられる部位
（管状腺癌）、下：
充実性増生を示す
部位（低分化腺癌） 
…………………… 

 
４．研究成果 
 マイクロアレイを施行する際、十分量の分
解がない質の良いRNAを使用することが重要
であるが、ごく少量しか組織を採取できない
未固定凍結組織の中から異なる組織型の胃
癌を探し出すことが困難であり、ホルマリ固
定パラフィン切片を使用した。管状腺癌（図
１上）、低分化腺癌（図１下）および非癌部
組織より RNA を抽出した。RNA の状態はいず
れも分解が進んでいたものの、マイクロアレ
イに適応できるレベルであり（図２）、収量
も解析可能な範囲であった。 

………………………………………………… 
図２．精製 RNA の分解度。上：非癌部、中：
管状腺癌、下：低分化腺癌。いずれも RNA の
高度な分解がみられたものの、増幅を行えば
マイクロアレイ解析に使用可能であった。 
………………………………………………… 
 



RNA 精製後のマイクロアレイ解析は東レの受
託解析にて行った。各遺伝子の管状腺癌、低
分化腺癌および非癌部での発現量を比較し
た結果が図３である。非癌部と管状腺癌（図
３上）あるいは非癌部と低分化腺癌（図３中）
での遺伝子発現を比較した場合、2 本の青線
内からはずれた、発現量の差が 2倍以上ある
遺伝子が多数認められたのに対し、管状腺癌
と低分化腺癌を比較した図３下では、差がみ
られる遺伝子はそれほど多くなく発現量の
差も小さいものが多かった。68 遺伝子につい
てそのRNA発現を管状腺癌由来細胞株である
MKN7および低分化腺癌由来であるMKN45を用
いて確認したところ、21 遺伝子がマイクロア
レイと細胞株のqPCRの発現傾向が一致した。
その 21 遺伝子について、異なる組織型を有
する胃癌４症例で同様に qPCR にて発現解析
したところ、7 遺伝子がマイクロアレイ、細
胞株および胃癌検体で似た発現傾向を示し
た。その中から、低分化腺癌において、非癌
部および管状腺癌より発現が低下していた
遺伝子の 1 つであった HRASLS2 (HRAS like 
suppressor 2)に着目した。HASLS2 はわずか
に報告があるもののその発現や機能は不明
な点が多い遺伝子である。胃癌細胞株での
HRASLS2 の機能を解析するため、強制発現細
胞株の作成を試みた。HRASLS2 の cDNA を
pCMVTag1 ベクターに組み込み、MKN45 細胞へ

トランスフェクションした。G418 にてセレク
ションを行い、生存した細胞をウェスタンで
HRASLS2 の発現を確認し HRASLS2 安定発現株
とした。同様に pCMVTag1 ベクターをトラン
スフェクションしたMKN45細胞をコントロー
ルとした。図４は各細胞株の培養皿上での状
態である。コントロール（右）細胞は細胞塊
を形成し増生する傾向が強いのに対し、
HRASLS2 発現細胞株（左）は比較的平面的に
増生していた。HRASLS2 が細胞接着関連の因
子に影響を及ぼす可能性が推測され、今後そ
の詳細を検索していく。また 3次元培養系を
使用し、HRASLS2 がコロニー形成や形態にど
のように関与しているか現在検討中である。 
 
………………………………………………… 
図３（左欄）．マイクロアレイ結果の遺伝子
ブロット。1 つの点が 1 遺伝子に相当する。
上：非癌部（横軸）と管状腺癌（縦軸）にお
ける遺伝子発現の比較。中：非癌部（横軸）
と低分化腺癌（縦軸）における遺伝子発現の
比較。下：管状腺癌（横軸）と低分化腺癌（縦
軸）における遺伝子発現の比較。 
………………………………………………… 
 

………………………………………………… 
図４．HRASLS2 強制発現による細胞増殖・接
着への影響。左：HRASLS2 を安定発現させた
MKN45 細胞。右：コントロールベクターを組
み込んだ MKN45 細胞。 
………………………………………………… 
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