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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮細胞株 21 株に対してアレイ解析を行い、コピー数増幅   

のみられた 6 番染色体に注目して解析を進めた。増幅をみとめた Tosca55 細胞株の 6q22 領域

に amplicon map を作成し、FISH 解析を行ったところ、約 3.5Mb の増幅領域を認めた。 
この 3.5Mb の増幅領域に関してゲノムデーターベースにより標的遺伝子の選択を行い、8 つの

遺伝子に着目し、RT－PCR をおこない発現レベルを検討したところ、3 つの遺伝子に増幅が

みとめられた。今後この４つの遺伝子に着目し更なる機能解析・臨床検体による解析を検討す

る予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： We assessed copy-number alterations among the 21 OSCC cell  
lines by array-CGH .High-level amplifications were detected in Tosca 55 cell lines 
around 6q22.By FISH analysys,We recognized around 3.5 Mb amplification region. 
In this region,eight genes located according to the information archived by genome 
detabases.Next we determined the mRNA expression levels of eight genes in 21 OSCC 
cell lines .Among eight genes,three genes were expressed in most of the OSCC cell 
lines,suggesting that these genes are the target for 6q22 amplification region. 
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１．研究開始当初の背景 

癌細胞は、様々な遺伝子に多段階の変異が生

じることで悪性形質を獲得し、浸潤・転移・

治療への抵抗性を示す異なった個性をもつ

ものへと変化する。従って、癌の遺伝子異常

とその組み合わせを解明して癌の個性を診

断して癌の質的診断を行っていくことは重

要である。 

DNA マイクロアレイでは数十～数千の遺伝

子異常を網羅的に検索し、得られたデータを

もとに遺伝子異常の程度やその組み合わせ

を調べて、診断や治療を行うことが可能であ

る。これらの結果を総合的に加味しながら

個々の患者の健康状態を判定することが次

世代の医療において望まれる。 

これらの背景より、新規口腔扁平上皮癌関連

遺伝子の単離・同定を目的に、ゲノムアレイ

を用いた口腔扁平上皮癌細胞株の潜在的ゲ

ノムコピー数異常の網羅的解析、ならびに同

解析で見出された候補遺伝子の詳細な解析

を行い、これらの領域より口腔癌でのバイオ

マーカーや分子標的治療の標的となりうる

ものが探索されることが今後期待される。 

 
２．研究の目的 

口腔癌のアレイ解析で新規に検出されてき

た染色体領域から、mRNA,蛋白レベルでの発

現解析を行い,癌関連遺伝子を単離・同定し診

断・治療に有用な分子を探索する。 

 

 
３．研究の方法 

口腔癌でのゲノムコピー数異常の確認と異

常領域の決定を行い、標的遺伝子候補を選択

して各遺伝子の癌細胞の悪質形成獲得への

関与の機能的解析を行う。 

アレイ CGH 解析については、主として癌関連

遺伝子を含む BAC (Bacterial artificial 

chromosome)クローン 800 個をスポットした

MCG Cancer Array-800、ヒト 24 本の全染色

体を 4523 個の BAC クローンでカバーする

Whole Genome Array-4500 を用いた。対象と

して、OSCC 組織より樹立した TOSCa シリーズ

14 株(TOSCa-2S, -7, -18, -23, -24, -30, -32, 

-36, -45, -50, -52, -55, -58S1, -65) と

SAS, Sa3, KOSC-3, HO-1-u-1, T3M1 Cl2, T3M1 

Cl-10, HSQ89 の計 21 株の OSCC 細胞株、なら

びに正常コントロールとして正常口腔粘膜

上皮由来不死化細胞株 RT7 を用いた。 

同領域内に座位する各遺伝子の発現変化を

Reverse Transcription (RT)-PCR にて確認し

た。ゲノム DNA は Genomic DNA Purification 

kit (Gentra, Minneapolis, MN)を、total RNA

は Isogen (Nippon Gene, Toyama, Japan)を

用いて抽出した。complementary DNA (cDNA)

は SuperscriptⅡ逆転写酵素(Invitrogen, 

Carlsbad, CA)を使用して作製した。 

 
 

４．研究成果 

口腔癌細胞株 21 株の CGH アレイ解析を用い

てゲノムコピー数異常が新規に検出されて

きた領域の中で、１つの細胞株 Tosca55 で増

幅がみとめられた 6gq22 領域に着目した。 

その領域に座位する遺伝子をデータベース

より確認したところ最大５Mb の増幅領域が

みとめられた。 

増幅をしめした細胞株を対象にして、FISH を

行った。アレイの BAC を FITC で６番染色体

のコントロール BACをローダミンでラベルし

て FISH を行うと図のように緑のシグナルが

増幅して、HSR パターンがみられ、著明な増

幅が確認された。  

FISH の結果から、Amplicon Map を作製

し,6q22 領域に下図に示すように約 3.5Mbの

HSR パターンの増幅がみとめられ、その領域

に関して座位する遺伝子をデーターベース



にて解析し、詳細な地図を作成し、８つの標

的遺伝子を選択した。この領域の候補遺伝子

の発現を確認するため、細胞株 21 株に対し

RT-PCR を行い mRNA レベルでの発現、蛋白レ

ベルでの発現解析を行った。その結果を下図

に示しす。赤い枠で囲んだ部位がアレイで増

幅のみられた Tosca55の細胞株で、GJA1,HSF2、

SMPDL3の3つの遺伝子で発現の亢進がみられ

ました。これらの遺伝子は他の癌でも報告が

みられた。 

今後、候補遺伝子として GJA1 HSF2、SMPDL3A

に注目してさらなる解析をすすめていく予

定である。 
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