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研究成果の概要： 

 前立腺癌は組織内に様々の形態の腫瘍が発生したり、多発性に生ずることが多い。三次元構

築ソフトウエアによって腫瘍間の連続性・非連続性を検討した上で、この差異が遺伝子的に説

明しうるかを DNA マイクロアレイ法で解析したところ、候補遺伝子群が認められた。これら

の遺伝子群の中に術前に得られた生検標本から多発性であるか否かを予測できるマーカー遺伝

子が存在する可能性があると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

 現在、前立腺癌の発生・進展にかかわる

決定的な遺伝子は解明されていない。我々

はヒトの前立腺癌組織を用いて p16、
O6-MGMT、GST-P、p14、RB1、p21、p27 とい

った多数の癌関連遺伝子についてのメチル

化や chromosome 6qの deletion等の変異を

検索してきたが（Am J Pahol, 2002, Jp J 
Cancer Res, 2002, Cancer Ssci, 2003）、
その過程で同一症例における前立腺癌の組

織 学 的 heterogeneity と 遺 伝 子 的

heterogeneity に着目してきた。前立腺癌

は臓器内における分布の観点から単発性と

多発性にわけられる。多発性はこれまで、

膀胱癌や肝癌で化学発癌やウイルス発癌の

観点から述べられてきたが、前立腺癌につ

いても全摘標本の詳細な観察により、末梢

領域を中心に多発することが報告されてき

ている。しかし、初期の報告は数 mm間隔で

の２次元切片を利用したものであり、真に
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多発性と判定するためには、より詳細な切

片による腫瘍の連続性を考慮した立体的な

分布の把握が重要と考えられる。画像診断

学的に経直腸的超音波断層法、MRI 等でも

立体画像を得ることができるが精度上の限

界があり、近年ではコンピューターを用い

て、個々の癌の病巣が顕微鏡下でマッピン

グされた２次元画像から立体画像を再構築

することが可能となった。そこで、２次元

切片ではおそらく単一と考えられた病巣が

実際は多発病巣であったり、多発している

と考えられた病巣が一部連続している箇所

を選び、これらの腫瘍巣の差異が遺伝子レ

ベルで解析できないか試みた。 

 

２．研究の目的 

 前立腺癌全摘症例を用いて多数の連続切

片を作製し、顕微鏡による観察下で Gleason 

grade ごとの腫瘍を区別して精密にマッピン

グした後、デジタル画像をコンピューター処

理し、三次元再構築ソフトウエアを用いて腫

瘍の立体構築を行い、作製した精密な立体画

像に基づいて、マイクロダイセクション法に

よる組織採取を行い、遺伝子変異を再検討し、

前立腺癌がクローンの異なる多発性病変か

らなる場合があるのか、単一の病巣内におい

て遺伝子変異の相違があるかを検討し、臓器

内における前立腺癌の発生および進展動態

を究明する。 

（１）Prostatic intraepithelial neoplasia 

(PIN)との関係を含めた臓器内における

Gleason grade 別の前立腺癌の精密な立体

分布を明らかにする。 

（２）Gleason grade あるいは分化度に応

じた腫瘍の精密な立体分布の形状を明らか

にする。 

（３）上記の結果から推定される多発性、

あるいは単発性かを含む臓器内の前立腺癌

の発生・進展動態を明らかにする。 

（４）多発性病変、あるいは単発性病変で

あるかの二次元のスライドから推定できる

病理組織学的な指標を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）腫瘍の三次元立体構築 

 9 例の前立腺癌全摘症例を使用した。術

前化学療法を施行されていない８症例と 1

例は術前ホルモン療法を施行されていた。

10％ホルマリンで 24時間固定後、5mmごと

の全割ブロックを計 5～8 個作製し、病理

学組織学的な診断を行なった後、各ブロッ

クにつき厚さ 4μm 毎で連続的に薄切して

いき、得られた切片を 80μm ごとに保存、

約 500枚前後の未染スライドを得た。作製

された未染スライド中４枚ごと（320μm

間隔）に HE 染色を施行し、顕微鏡観察下

で Gleason gradeごとの腫瘍および PINの

分布を色分けして精密にマッピングした。

マッピングされた標本はデジタルカメラ

で撮影後、臓器内において Gleason grade

ごとの腫瘍、PIN、および非腫瘍部の境界

が明瞭になるよう画像処理を行い、位置あ

わせソフトウエア Register2001を用いて、

二次元画像の位置あわせを行った。立体化

には三次元再構築ソフトウエア 3D-DOCTOR

（Able Software Corp., Lexington, USA）

を用いた。立体画像の解析には多発性病変、

あるいは単発性病変であるかを考慮した

臓器内の腫瘍の分布と PINの関係を解析し

た。 

（２）Loss of heterozeigosity (LOH)の

解析 

 Laser Capture Microdissection (LCM) 

Systems (Arcturus)を用いて、各症例の正

常腺管および Gleason grade別の癌を複数

の場所から組織を採取し、DNAを抽出した。

各病変の DNA を蛍光色素で標識した 15 種

マイクロサテライトマーカーを用いて 6q 

の LOHの解析を行った。 

（３）DNAマイクロアレイによる解析 

 三次元立体構築を行った症例のうち、HE

標本上で単発の独立した腫瘍であるが、三

次元解析により連続性の証明された腫瘍

を含む代表的 2症例を DNAマイクロアレイ

による網羅的遺伝子解析を行った。 

 採取部位は単発部位と連続性のある腫

瘍部の離れた 2カ所の計 3カ所を組織切片

から RNeasy FFPE Kit を用いて total RNA

を抽出した。しかし、切片からでは十分量

の RNAが得られず、標本ブロックから腫瘍

部をくり抜き、同様に total RNAを抽出し

た。得られた RNAはホルマリン固定による

標本のため、RNA integrity number (RIN)

がかなり低く（2.40～2.60）、十分な DNA

マイクロアレイは期待できなかったが、

biotin labeled aRNA を増幅した後、ハイ

ブリダゼーションを行った。アレイのスキ

ャニングには DNA MicroArray Scanner 

(Agilent)を使用した。(ConPath)。 
 
４．研究成果 
（１）腫瘍の三次元立体構築 

 前立腺癌の組織多様性と多発性について

検討することを目的として前立腺癌の立体

構築を解析した。三次元再構築ソフトウエア



 

 

を用い、前立腺癌全摘症例を解析した。

Gleason grade 別の癌組織の分布を示す立体

画像を９症例作製した結果、8 例を解析に供

した。grade の高い病巣について、de novo

に発生する箇所と、より gradeの低い領域と

連続しており grade の低い病巣からの

progression がうかがえる箇所を選別した。

臓器内に多発する各病巣の立体的形状を捉

えやすいように、比較的各病巣の広がりが限

局している早期の症例を選択したためか、

grade 別に有意に特徴的な病巣の立体的形状

は確認できなかった。その他、二次元・三次

元下でともに多発していることが確認され

た病巣以外に、二次元切片では連続性と考え

られた病巣が実際には単発性の多発病巣で

あったり、多発していると考えられた病巣が

一部連続していた箇所を新たに確認した。特

に二次元切片では連続性と考えられた病巣

が実際は単発性の多発病巣であった領域に

ついては、多数の癌病巣間で核配列の乱れを

伴った不規則に拡張する PIN様の腺管の介在

が目立つ症例を認めた。 

 以上のように、腫瘍の増殖パターンからみ

ると大きく 2 つに分類された。１つは

「massive pattern」で大きな塊状の PIN の

介 在 し な い タ イ プ と 「 fine branched 

pattern」として不規則に枝分かれして、そ

の間あるいは周辺に PINが介在するタイプで

ある。前者は Gleason grade 4に多く、後者

は Gleason grade 3の腫瘍にみられた。 

（２）Loss of heterozeigosity (LOH)の

解析 

 組織切片よりマイクロダイゼクション

で抽出した単発性病変と連続性病変の染

色体 6q LOH について、15 種のマイクロサ

テライトマーカーを用いて検索した。少な

くとも 1つのマーカーに LOHを示した症例

は 9例中 8例であったが、各症例に共通で

見 出 さ れ る LOH は な く 、 6q15-16.3 

(D6S1631, D6S1056) と 6q16-21(D6S424, 

D6S283)の領域の LOH が比較的頻度が高か

った。しかし、6qLOH においては、単発と

連続性病変を識別しうる有意の領域は見

出されなかった。 

（３）DNAマイクロアレイによる解析 
 代表的な 2 症例を用いて、標本ブロック
から単発腫瘍巣の 1 ヶ所と連続病変の異な
る部位である 2 ヶ所を採取して total RNA
を抽出した後、DNA マイクロアレイ法に
より遺伝子変異を網羅的に解析した。 
 
 
 
 

解析した遺伝子群はホルマリン固定後の標
本を用いたため、凍結標本から得られる情
報よりはるかに減少していたものの、連続
病変の異なる 2 ヶ所における遺伝子変異は
共通しているものが多く、単発性病変とは
変異パターンが異なっていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 以上のように、前立腺癌においては単発
の独立腫瘍巣は遺伝子レベルの変異におい
ても独立しており、多発性腫瘍は遺伝子的
に多発性に生じていると考えられる。差異
のある遺伝子群は 87 種あり、発癌に関わ
るものは、71 遺伝子あり、免疫組織学的に
抗体が利用できる遺伝子は 5 種であった。
今後、これらの遺伝子が単発、多発に関わ
るか否かの解析を行ってゆく。 
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