
様式Ｃ－１９ 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書
平成２５年６月１日現在

研究成果の概要（和文）： 

多種類の細胞の細胞内物質量を同時に測定する目的で作成したセルアレイシステムを使用し

て多数の腫瘍由来培養細胞における各種腫瘍マーカーやがん関連遺伝子の発現レベルの網羅的

な解析を行った。20 種類の培養細胞について、24 種類の細胞内物質の発現レベルを解析し、そ

結果をもとに腫瘍分類を試みたところ、得られたデータは既存の由来組織による分類を支持す

るものではあったが、従来と異なった視点からの新分類を見出すには至らなかった。 

研究成果の概要（英文）： 

 We analyzed expression level of tumor makers in many cell lines by ‘cell array system’ 
which we developed for high content analysis. The expression level of 24 kinds of 
intracellular molecules was measured in various cell lines by Laser scanning cytometer 
(LSC). We tried novel classification of tumors based on the data we obtained, but we did 
not succeed.  

交付決定額 
（金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 2,200,000 660,000 2,860,000

2011 年度 700,000 210,000 910,000

2012 年度 600,000 180,000 780,000

年度

年度

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000

研究分野： 医歯薬学 

科研費の分科・細目： 基礎医学、人体病理学 

キーワード：イメージサイトメトリー、腫瘍マーカー、セルアレイ、網羅的解析 

１．研究開始当初の背景 

細胞内では遺伝子や蛋白質をはじめとす

る遺伝子産物が密接に関連し細胞活動を支

えている。それぞれの細胞は連携し、組織

さらには臓器としての機能を発揮している。

従来、分子生物学では生命活動解明のため、

個々の細胞内物質について生化学的な手法

で分子レベルまでおとして解析していたが、

現在ではそれらの物質が生命の基本単位で

ある細胞のどこで（局在）どのくらい（定量）

みとめられ、どのような他の分子と連携し

ているのか（相互関係）といった細胞レベル
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での解析が求められている(サイトミクス, c
ytomics, G.Valet et al. Cytometry part 
A. 59A: 167-171, 2004）。蛍光物質の使用、

測定機器の高機能化にともなって細胞レベ

ルでの物質解析が行われるようになってき

たが、実際の細胞内では非常に多数の遺伝

子や蛋白質が複雑に関係しあっており、そ

の相互作用までの解明を目指すのであれば、

多数物質の同時(同条件での)解析(マルチパ

ラメーター解析)が必要である。また多角的

な解析のためには対象とする検体も数種類

では不十分であり、多数検体を対象にした

網羅的解析も必要となる。つまり生命活動

解明のためには「一度に多数の検体に対して、

多数パラメータを各細胞において短時間で

解析可能とし、細胞形態を含めて対象とす

る分子の細胞内での局在とその量、さらに

は分子間相互の関係を明らかにできる、ハ

イコンテント技術（high-content analysis
技術（HCA技術））」による解析が求められ

ているのである。さて、腫瘍細胞における

各種腫瘍マーカーやがん関連遺伝子の発現

については、多くの報告がなされており、

その研究成果の中には実際に臨床にも応用

されているものもある。しかしながら腫瘍

マーカーの発現については定性的な報告が

多く、がん関連遺伝子の発現についても解

析する遺伝子は数種類、測定対象の細胞も

２，３種類にとどまるものが多く、多種類

の遺伝子産物について多種類の細胞を対象

に網羅的に測定、解析した結果は現在まで

にその報告はない。腫瘍マーカーやがん関

連遺伝子の発現を、多数種類のがん細胞に

ついて網羅的に解析することは、それらの

より詳細な機能解明につながるとともに、

個々のがん細胞の性質についても詳細に評

価することが可能となる。さらには得られ

た結果をもとに発生部位や組織型といった

従来の分類とはちがったアプローチからの

がんの分類を試みることも可能であり、が

ん研究へ新たな視点を提供することが期待

される。そこで本研究課題では申請者自身

が今までに開発してきたHCA技術であるセ

ルアレイシステム（Am. J. Pathol; 157(3):
723-728, 2000, Cytometry A;55:24-29, 2
003）を用いて、腫瘍マーカーおよびがん関

連遺伝子の網羅的解析を行うこととした。

２．研究の目的 
本研究は「独自に開発したマルチパラメー

ター解析技術を用いて、がん細胞における腫
瘍マーカーやがん関連遺伝子産物を多種類
のがん細胞について網羅的に解析し、遺伝子
発現レベルからの新たな腫瘍の分類を試み

る」ことを目指した研究である。

３．研究の方法 
(1)セルアレイの作製 
本研究課題では各種腫瘍由来培養細胞に

おける腫瘍マーカー発現を網羅的に解析す
るために申請者らが独自に開発した「セルア
レイ」システムを使用した。セルアレイは図
１に示す通りスライドグラス上に直径 2㎜の
スポットを 50 個ならべたもので、それぞれ
のスポットに異なる種類の細胞を貼り付け
れば最大 50 種類の細胞を 1 枚のセルアレイ
に貼り付けることができる。 
トリプシン処理等で培養細胞を個々ばら

ばらにし、各細胞それぞれ５スポットに貼り
付けることにした。つまり 1 枚のセルアレイ
に 10 種類の細胞を貼り付けた。10 種類の細
胞のうち 2種類はコントロール細胞としてヒ
ト胎児由来線維芽細胞(TIG-7)と子宮頸がん
由来の HeLa 細胞を使用した。セルアレイを
作製するにあたってはセルアレイ用に作製
した自動スポッターを使用した。 

(2)各種腫瘍マーカーの蛍光免疫染色 
 腫瘍マーカーは上皮マーカー、間葉系マー
カー、リンパ球マーカーなど病理診断で日常
的に使用されているものを中心に選んだ。そ
の他にはがん遺伝子あるいはがん抑制遺伝
子産物のうち代表的なものを選んだ。これら
のターゲット分子に対して間接法による蛍
光免染色を行った。本研究では二次抗体はす
べて Alexa 488○R で標識した。蛍光免疫染色後
は RNase 処理を行い、ヨウ化プロピジウム
（Propidium Iodide, PI）で細胞核を染色し
た。 
(3)レーザースキャニングサイトメーター
（LSC）による解析 
 蛍光免疫染色を行ったセルアレイスライ
ドは LSCによりターゲット分子の細胞内発現
量を定量した。LSC ではスキャン範囲の測定
対象（細胞）の DNA 量、免疫染色の蛍光強度
だけでなく、それぞれの位置（スライド上の



座標）情報を同時に取得できるので、多種類
の細胞を貼り付けたセルスライドグラスで
も、細胞種ごとに測定する必要はなく、スラ
イド全範囲を一度にスキャン、測定した後に
セルアレイの個々のスポットごとにデータ
を取り出すことができる。データを取り出す
範囲は自由に設定できるので、たとえば５個
のスポットに同じ細胞を貼り付けた場合も 5
スポット分のデータを一緒にして解析可能
である。 

４．研究成果 
(1)セルアレイ作成時の問題点およびその解
決 
検討する腫瘍由来細胞は計画では 50 種類

としていたが、実際には 20 種類の培養細胞
で検討した。当初の計画より検討する細胞の
種類が予定数に満たなかった理由はセルア
レイ作成過程におけるサンプル調整に問題
が生じたためである。セルアレイスライドグ
ラス上に細胞を貼り付け際には独自で開発
したセルアレイスポッター（図２）を使用し
たが、手作業でのスポッティングと比較して
労力は格段に減少した。しかしクラスターを
作りやすい細胞や免疫染色時にはがれやす
い細胞についてはサンプル調整の最適化が
必要であり、トリプシン処理時間や細胞濃度
の調整、固定前のメッシュ処理でのクラスタ
ー除去を行うこと等で他の細胞と同様にス
ポッターでスポッティングできるようにし
た。 

(2)LSC での細胞内物質の測定 
 LSC で細胞内物質を測定した際の LSC ディ
スプレイの一例を図３に示す。３．研究の方
法で述べたとおりLSCでセルアレイスライド
全体を一度に測定したのちにゲートをかけ、
目的とする細胞のみのデータを抽出し解析
できる。 
このように各細胞のデータはサイトグラム、
ヒストグラムとしてあらわすことができる
が、細胞ひとつひとつのデータ（座標、蛍光
量等）をリストモードとして取り出すことが
できる。 

 各細胞における腫瘍マーカー発現レベル
一覧表の一部を掲載する（表１）。各腫瘍マ
ーカー発現レベルは正常細胞（TIG-７細胞）
を１としたときの相対的な発現レベルであ
る。このデータを下に階層解析を行ったとこ
ろ、由来組織や組織型による分類を支持する
ものではあったが、新たな視点による分類を
見出すにはいたらなかった。これは検討した
マーカーや腫瘍細胞の種類が少なかったこ
とが理由のひとつとして考えられる。また、
発現レベルを測定した細胞集団全体の最頻
値（蛍光強度を横軸にとったヒストグラムで
ピークを示す蛍光強度）としたが、細胞内局
在を考慮、あるいは細胞周期のある時点（た
とえば G1 期のみ）での発現レベルで比較す
るといった複数の解析アプローチが必要で
あったかもしれない。 
 今後もさらに多くの腫瘍マーカー、細胞種
でのデータを増やし研究を継続する予定で
あるが、データ数の増加や、複数の解析アプ
ローチでの検討を考慮し、バイオインフォマ
ティクス研究者と連携することを考えてい
る。 
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