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研究成果の概要（和文）：癌の分子生物学的な検索同定することは臨床上の様々な意義をもつ。マイクロアレイ解析は
、癌の腫瘍マーカーの素早いスクリーニングに優れた手段である。その結果、多くの遺伝子が口腔癌において特異的な
発現状態であることが判明した。全ゲノム上のCANとLOHについて検索した結果、1q31.1領域に3か所（D1S1189、D1S215
1、D1S2595）の候補遺伝子座位を同定した。

研究成果の概要（英文）：Molecular biological search and identification of cancer have a variety of 
clinical significance. Microarray, proteomics and metabolome analyses are powerful analytical methods for 
rapid screening of tumor markers. As the results, it was revealed that a number of genes are specifically 
expressed in oral cancers. As the results of CAN and LOH analyses of the entire genome, three candidate 
gene loci (D1S1189, D1S2151, D1S2595) were identified on 1q31.1 region.

研究分野： 口腔外科

キーワード： 口腔がん　DNAマッピングアレイ　ヘテロ接合性消失（LOH）
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１．研究開始当初の背景 
 癌治療において再発・転移の有無は重要な
診断情報であり、その後の治療方針に大きく
影響する。一旦、再発・転移が発生するとそ
の結果は死に至ることが多いため、再発・転
移が確認されていなくても、原発腫瘍の状況
等から再発・転移の可能性が高いと判断され
たときは、外科的追加切除や予防的な抗がん
剤治療が行われる。しかし、予防的な抗がん
剤治療では、実際に明らかな転移が存在しな
い事や、抗がん剤治療をしなくても良好な予
後を得る症例が含まれているために、強い副
作用を招くような強力な治療を行うことは
少なく、結果として抗がん剤治療の効果が低
下する。転移に関する、より信頼性のある情
報があれば、強力な抗がん剤治療を行う根拠
となり、また、不要な治療を避ける事が可能
となる。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまで、平成 17年度から 2年間、
科学研究費（課題番号 17791497）によって循
環血清中の多くの free DNA、中でも、腫瘍細
胞の free DNA の特定に成功し、再発・転移
の早期診断や治療の効果判定に役立ててい
る。その成果は海外論文でも発表し、学会学
術奨励賞など高い評価を得た。現在までに行
われた口腔扁平上皮癌におけるヘテロ接合
性消失（LOH）に関する研究から、多くのマ
イクロサテライト領域が判明している。この
LOH の局在情報を癌細胞の指紋と考え、循環
血清中の腫瘍 free DNA の検出を行う研究を
可能とした。 
 さらに、平成 20 年度から 2 年間、科学研
究費（課題番号 20791549）によって口腔扁平
上皮癌患者から抽出した DNA を用い、DNA マ
ッピングアレイ解析を用いた全ゲノム上の
LOH とコピー数異常の有無を検索し、その結
果、数百〜数千の口腔癌に関与する新規未知
癌抑制遺伝子座位が一度に同定することを
可能とした。 
 さらに、平成 22 年度から 2 年間、科学研
究費（課題番号 22792017）においても口腔癌
のマッピングアレイを用いた全染色体上の
構造異常を LOH の有無を検索し、新規未知癌
抑制遺伝子座位を同定することを明らかに
した。 
 今回はさらに発展させ、Affymetrix 社製の
GeneChip DNAマッピングアレイ解析を行い全
ゲノム上のマイクロサテライト領域を一度
に解析し、数百〜数千の口腔癌に関与する新
規未知癌抑制遺伝子座位を一度に同定する。
これはこれまで行われてきたゲノム解析と
は想像を遥かに超えるほどの情報量が得ら
れる。さらに、同座位に存在する転移関連遺
伝子候補をリストアップした。さらに候補遺
伝子の mRNA発現状況を定量的 Real-time PCR
法により検証する。 
 この新探索法により、体内に潜む微少転移
細胞や再発の早期発見に結びつけ、世界初の

口腔癌の再発・転移関連遺伝子の同定を計る
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
【平成 24 年度】 
1） 患者検体：東京歯科大学口腔外科を受診

した 100 名の口腔扁平上皮癌患者から採
取した検体を試料とする。試料は生検時
または手術時に採取・保存しておく（採
血も同時に行う）。 

2） DNA の抽出：腫瘍ならびに正常 DNA は通
法に従いフェノール・クロロフォルム抽
出法により抽出・加工・調整する。採血
しておいた全血液は遠心分離し白血球か
ら正常 DNA を抽出する。 

3） PCR およびマイクロサテライト解析：抽
出 し た DNA を 鋳 型 と し PCR 法 
(polymerase chain reaction) を用いて
増幅させ、マイクロサテライト解析を行
なう。この解析は、Affymetrix 社製の
GeneChip DNA マッピングアレイ解析を行
い全染色体上の構造異常をマイクロサテ
ライト領域を一挙に特定する（下図）。 

4） ヘテロ接合性消失(LOH)の評価：得られ
たマイクロサテライトバンドをコンピュ
ーター上にスキャンし、その強度を数値
化する。腫瘍から得られた DNA における
シグナル強度を、対応する正常組織また
は血液試料から得られた DNA と比較し、
シグナル強度が 50%以下を LOH と判定す
る。 

5） 結果の再現性の確認：LOH を認めた試料
については結果に再現性があることを確
認するため、再度 PCR マイクロサテライ
ト解析を行う。 

6） 解析：得られた LOH とコピー数異常（CNA）
の結果と、臨床的・病理組織学的特性か
らフィッシャーの直接確率法を用いて、
統計解析し再発・転移の予測の関係につ
いて検討を行う。 

【平成 25 年度】 
 前年度に引き続き、多数の口腔癌患者組織、
さらに非扁平上皮癌（腺系癌・悪性黒色腫な
ど）を用いて、以下の研究を行う。 
1） 実験進行中に新たに入手した試料につ

いても随時 DNA を抽出する。 
2） 口腔非扁平上皮癌についても全ゲノム

上のマイクロサテライト領域を DNA マッ
ピングアレイ解析を用いて行う。 

3） 既知癌抑制遺伝子の異常との関連性を
検討し、さらに予後や悪性度との比較も
行う。 

4） 病理組織学的に所属リンパ節転移陽性
例(pN(+))3例および陰性例(pN(-))2例を
GeneChip® Mapping 10K Array により解析
し、pN(-)例と比較して pN(+)例に共通し
て認められるゲノムコピー数異常を検出、
同座位に存在する転移関連遺伝子候補を
リストアップした。さらに候補遺伝子の
mRNA 発現状況を定量的 Real-time PCR 法



により検証する。 
以上の結果をもとに、口腔扁平上皮癌の再
発・転移過程に関与する一連の癌抑制遺伝子
群の局在を同定することと、体内に潜む微少
転移細胞や転移の発現パターンの相違の役
割を考察する。 
【平成 26 年度】 
平成 24 年度、25 年度で得られた研究成果
を学会発表ならびに論文発表する。 
 
４．研究成果 
1. 高 密 度 SNP （ single nucleotide 
polymorphism）Genotyping アレイを用いた全
ゲノムコピー数とヘテロ接合性消失の解析 
 発がんの検索は、ゲノムコピー数の異常
（CAN: copy number abnormality）やヘテロ
接合性消失（LOH: loss of heterozygosity）
など遺伝子変化を検出することから始まっ
た。多くのがんの場合、がん抑制遺伝子の不
活化によって起こる。口腔扁平上皮癌（OSCC: 
oral squamous cell carcinoma）の発生過程
について第 2番、3番、21番染色体上の欠失
状況をLOH法を用いてアレル不均衡の解析を
行った結果、OSCC 患者から 2q で 2 か所、3p
で 3 か所、21q で 4 か所に共通欠失領域の同
定を明らかにし、これらの染色体座位には口
腔がんの発生に関与している未知がん抑制
遺伝子が存在していることを明らかにした。 
 一塩基多形（SNP: single nucleotide 
polymorphism）タイピング用に高密度オリゴ
ヌ ク レ オ チ ド （ Affymetrix 社 製
GeneChip®Mapping 10K Array）が開発され、
がん細胞ゲノムに生じる様々な変化を全染
色体上で網羅的に解析することが可能にな
った。今回、全ゲノム上の CAN と LOH につい
て結果、1q31.1 領域に 3 か所（D1S1189、
D1S2151、D1S2595）の候補遺伝子座位を同定
した。 
2.CGH 法 （ comparative genomic 
hybridization）による網羅的な解析 
 Array-based CGH を用い頸部リンパ節転移
の分子マーカーを全ゲノム網羅的に検索し、
検出した分子マーカーの臨床応用の有効性
を検討した。検体は外科的手術を行った口腔
扁平上皮癌患者 54 例（リンパ節転移有り群：
22 例、転移無し群：32 例）を対象とした。
まずこの中の 20 例（リンパ節転移有り群：
10 例、転移無し群：10 例）をアレイ CGH を
用いて全ゲノム網羅的な解析を行った。その
解析から抽出した領域に対して全 54 例を用
いリアルタイム QPCR を行った。1番染色体か
ら 12番染色体までのアレイ CGHの結果から、
11 番染色体長腕の領域ではリンパ節転移有
り群、無し群の偏りを示した。13 番〜22 番
染色体と性染色体には2群間の偏りのある領
域は検出されなかった。11q13 領域はリンパ
節転移有り群の 30％に増幅がみられる。リン
パ節転移有り群のみでコピー数の増幅がみ
られた11q13領域には多くの遺伝子が存在し
ている。この領域についてリアルタイム QPCR

を用いて 54 例を対象とコピー数変動解析を
行って、新規頸部リンパ節転移予測マーカー
として利用できる可能性が示唆された。 
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