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研究成果の概要： 

  凍結材料を用いた研究では、中皮腫と肺腺癌の間で統計学的有意差を持って発現異常

のみられる遺伝子のクラスター化を行い、中皮腫では肺腺癌と比較して、231遺伝子の過

剰発現、64遺伝子の発現低下が見られた。 

  FFPE材料を用いた研究では、中皮腫と非腫瘍肺組織の間で統計学的に有意差をもって発現

異常の見られる遺伝子のクラスター化を行い、中皮腫では266遺伝子の過剰発現と948遺伝子の

発現低下があることが判明した。過剰発現のある遺伝子には、Calbindin2(Calretinin)、

Keratin5、PDGF、Ki-67などが含まれ、ホルマリン固定パラフィン包埋材料からでも十分に遺伝

子異常の有無を検討できることがわかった。これらの遺伝子の中でReal Time定量RT-PCR法に

て、NDRG-1、RARRES-1及びHAS-1遺伝子のmRNAの発現が非腫瘍肺組織と比べ中皮腫には過剰であ

ることが判明した。また、Wnt-signal経路に関する遺伝子では、WIF1、MMP7、β-cateninなど

の発現低下とCaM kinase、Nemo-like Kinaseなどの過剰発現を認めた。メチル化及び非メチル

化特異的プライマーを用いたMethylation Specific PCRでは、中皮腫の76％と非腫瘍性肺組織

の32％にはWIF-1プロモーター領域のメチル化を認め、WIF-1の発現減少はメチル化によるもの

と考えた。 
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１．研究開始当初の背景 

 

マイクロアレイを用いた遺伝子発現の網羅

的解析を行い様々ながんに過剰発現あるい

は発現低下の見られる遺伝子を見出すこと

知られている。中皮腫の遺伝子発現の網羅

的解析を行われた報告は少ない。 

 

２．研究の目的 

 

中皮腫では、特異的な遺伝子の発現がその

発生、増殖、進展に関わっていることを考

えられるが、その発生メカニズムの解明や

治療の開発に役立つことが明らかにではな

い。そこで、GeneChip X3P アレイを用いた

中皮腫の遺伝子発現解析にもとづいた中皮

細胞の悪性のメカニズまた、各種遺伝子の

メチル化の解析によってエピジェネティッ

クな変化の解析を行う。 

これらの研究からあげられた遺伝子に基づ

いて中皮腫の早期診断や肺癌との鑑別に重

要な遺伝子マーカーの探索を行う。 

 

３．研究の方法 

 

ホルマリン固定パラフィン包埋ＦＦＰＥ組

織から RecoverAll Total Nucleic Acid 

Isolation Kit(Ambion社)にてRNAを抽出し、

Turbo DNA−Free kit(Ambion 社)にて DNA を

除 去 し 、 そ の RNA と Reference 

RNA(Stratagene 社)を Experion 高速全自動

電気泳動システム(Bio-Rad 社)にかけて上

質な RNA(中皮腫 7例、非腫瘍肺組織 4例、

肺腺癌4例、肺肉腫様癌2例、Reference RNA)

を 選 び SenseAMP One Round linear 

amplification kit (Genisphere 社)を用い

て mRNA 増幅を行った。 

mRNAの増幅後Genechip X3Pにハイブリダイ

ゼーションさせ、遺伝子発現の解析を行う。 

 

その解析から得られた遺伝子単独の発現な

どを検討する。 

 

発現低下した遺伝子の原因の一つであるメ

チル化を検討する。 

 

４．研究成果 

 

Genechip X3P を用いた研究から中皮腫では

266 遺伝子の過剰発現と 948 遺伝子の発現

低下があることが判明した。過剰発現のあ

る遺伝子には、Calbindin2(Calretinin)、

Keratin5、PDGF、Ki-67 などが含まれ、ホル

マリン固定パラフィン包埋材料からでも十

分に遺伝子異常の有無を検討できることが

わかった。これらの遺伝子の中で Real Time

定量 RT-PCR 法にて、NDRG-1、RARRES-1 及び

HAS-1 遺伝子の mRNA の発現が非腫瘍肺組織

と比べ中皮腫には過剰であることが判明し

た。また、Wnt-signal 経路に関する遺伝子

では、WIF1、MMP7、β-catenin などの発現

低下と CaM kinase、Nemo-like Kinase など

の過剰発現を認めた。メチル化及び非メチ

ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た

Methylation Specific PCR では、中皮腫の

76％と非腫瘍性肺組織の 32％には WIF-1 プ

ロモーター領域のメチル化を認め、WIF-1

の発現減少はメチル化によるものと考えた。 
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