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研究成果の概要：  
Diploid5 例の平均テロメア長は 6.7 kbp であり、G3を含む悪性度の高い例でテロメアが短かっ
た。5 例に共通してテロメアが有意に短縮する染色体は存在しないが、12p(Kras 遺伝子搭載)
は 5例中 3例で有意に短縮していた。染色体不安定性の指標であるアナフェーズブリッジの出
現頻度はテロメア長と逆相関を示し、テロメアの短縮が染色体不安定性に深く関与しているこ
とが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
なぜ高齢者や超高齢者では癌が爆発的に発
生してくるのでしょうか。この疑問の解明の
ために、我々は老化と癌化の接点を解明する
ことを目的として、加齢・老化に伴い短縮す
るテロメアを指標として、様々な癌について
解析を行ってきています。これまでに食道癌、
胃癌、大腸癌、甲状腺癌、肺癌、乳癌、膵臓
等についてサザンブロット法に加えて、平成
１８年度からは新たに開発した Tissue-FISH
法（組織切片上で細胞ごとにテロメア長を測
定します）により組織の細胞ごとのテロメア
長解析を行っています。加えて培養細胞の

PDL 増加に伴う各染色体のテロメア長の変化
を Q-FISH 法（分裂中期染色体の各テロメア
92 本のテロメア長を測定します）により解析
し、テロメア短縮に起因する染色体の癒合
(telomeric association)や染色体の欠失、
サブテロメア解析による転座、anaphase 
bridge 等を見いだしてきました。 
 
２．研究の目的 
今回、膀胱癌の時間経過とともに悪性度が増
す過程が、テロメア短縮によりテロメア機能
不全を生じ染色体の異常に原因があること
を、新たに開発した Tissue-FISH 法（組織切
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片上で細胞ごとにテロメア長を測定します）
を用いて膀胱癌組織の細胞ごとのテロメア
長解析を行います。加えて培養細胞の PDL 増
加に伴う各染色体のテロメア長の変化を
Q-FISH 法（分裂中期染色体の各テロメア 92
本のテロメア長を測定します）を用いて解析
し、カリオタイプにより染色体ごとのテロメ
ア長の変化を知ります。2n=46 のカリオタイ
プを示す腫瘍細胞のテロメア長が G1>G2>G3
の順に短縮することを証明し、テロメア短縮
により染色体の異常の発生と約 80 本の異数
体を獲得する経過を明らかにします。また同
じ異型度でもカリオタイプにより予後の異
なることが予想され、G2 でも 80 本の染色体
を有するものと、G3 では 2n=46 を有しない
ものが、予後不良であることを証明したいと
考えました。 
 
３．研究の方法 
① DNAの抽出と検定：これまで蓄積したサ
ザンブロット法によるデータとの比較は重
要なことと考え、膀胱癌組織についてもサザ
ンブロット法用のDNA抽出を行います。抽出
キットを用いずにフェノール・クロロホルム
法にて抽出します。これはキットによる抽出
では 100kbp程度のDNAを抽出することが難し
いためです。また、抽出したDNAについては
ジェノフィールド電気泳動法によるDNAの変
性の有無について検定を加えます（分担：泉
山、石井） 
② サザンブロット法によるテロメア長の
測定：各組織のDNA 5μgを制限酵素H nfIで
切断し、これを 0.8％アガロースゲルにて電
気泳動を行い、サザンブロット法により
BAS-2500Macを用いてテロメア長を求めます
（分担：石井）。 

i

③ Q-FISHについて：カルノア固定で保存さ
れている 120サンプルについてカリオタイプ
分析が完了しており、G1は全てが 2n=46、G2
の多くは 2n=46、G3 の多くは 80 本程度の染
色体数であることが既知です。G2、G3 ではモ
ザイクがあり、2n=46 と 80 本が混在しこれら
のモザイクサンプル（展開標本）を用いて、
Q-FISHを行い 1 サンプル 20 メタフェースの
解析を行い、染色体ごとのテロメア長解析に
より染色体ごとのテロメアを比較解析しま
す。また、全染色体の平均をサンプルごとに
比較します（分担：仲村）。 
 
４．研究成果 
① DNAの抽出と検定：これまで蓄積したサ
ザンブロット法によるデータとの比較は重
要なことと考え、膀胱癌組織についてもサザ
ンブロット法用のDNA抽出を行った。しかし、
カルノア固定カリオタイプ分析用標本から
は、十分なDNA量が得られずジェノフィール
ド電気泳動法によるDNAの変性の有無やサザ

ンブロット法によるテロメア長の測定がで
きないことがわかった。 
②Q-FISHによる分裂中期展開標本のテロメ
ア長測定：カルノア固定で保存されている
120サンプルについて、カリオタイプ分析が
完了しているものを含めて再度分析を行っ
た。組織学的異型度がG1からのサンプルは
2n=46が多く、G2の多くは2n=46とそれ以上、
G3の多くは80本程度の染色体数であること
がわかった。これらのモザイクサンプルを用
いて、2n=46のカリオタイプを示す染色体の
テロメア長を求めてG1と比較検討した。 
外科的切除された6例の膀胱癌組織の初代培
養癌細胞で染色体46本のDiploid 5例（年齢
55〜82歳、男2例、女3例）と46本以上1例に
ついて検討した。Diploid5例の平均テロメア
長 は 6.7kbp で し た 。 そ の 他 の 1 例 は
Neuroendocrine carcinoma例で46本とそれ以
上の染色体を含むもので、このカリオタイプ
は未実施でその平均テロメア長は6.3kbpで
あった。G2、G3混在型が46本のうちでは最も
短縮しておりテロメア長と異型度の関係が
示唆された。 
染色体のp、q腕別の測定結果では5例に共通
して有意に短縮する染色体はないが、Kras遺
伝子搭載12pは5例中3例で有意に短縮してい
た。 
染色体不安定性の指標であるアナフェーズ
ブリッジの出現頻度はテロメア長と逆相関
を示し、テロメア短縮が染色体不安定性に深
く関与していることが明らかになった。 
写真はアナフェーズブリッジを示しており
ます。二個の核が分断できずにアナフェーズ
ブリッジによって連結されています。 
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