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研究目的

1.  マイクロアレイ解析の難しさ

　マイクロアレイによる臨床検体を対象とした解析はこ

れまでも多くの報告がある。特に悪性腫瘍のマイクロア

レイ解析は、様々な臓器を対象として、予後予測などに

使用可能かどうか検討されている。一部には、実際の臨

床現場に、これまでにない新しい情報を提供する試みが

始まっている。しかしながら、それぞれの研究機関で、別々

の臓器保存方法、RNA 抽出方法、異なった種類のマイ

クロアレイ、実験手技の差、病期分類の違いなど、その

解析方法は全く異なったものといってもよい印象すらあ

る。さらに、マイクロアレイから得られた情報をどのよ

うに処理するかについても、議論の余地がある。いわゆ

るバイオインフォマティクスの進歩により、多くのマイ

クロアレイ解析方法が示されているが、ゴールドスタン

ダードとなるものはまだ無いのが現状である。そもそも

マイクロアレイ解析自体が、やや不安定な結果をもたら

す可能性が高く、これが混乱に拍車をかけている (1-5)。

2.  胃癌症例のリンパ節転移の問題点

　胃癌は、検診等の普及によって減少傾向にはあるが、

日本人の死亡原因の依然として上位である。根本的な胃

癌治療には、手術による病変の完全切除が最も効果的で

あるが、リンパ節や他臓器への転移を認めた場合の予後

は不良である。リンパ節への転移が認められるか否かに

よって、治療方針の変更を余儀なくされる。また、術後

の経過観察中に転移を認めることもある。したがって、

手術検体もしくは術前内視鏡検査時の検体からの情報で

リンパ節転移の将来にわたっての有無が予測できれば、

患者も医師も最善の治療を選択する重要な情報となるこ

とは間違いない。現在、病理所見によって、ある程度の

情報は得られるが、十分なものとはいえない。
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要　旨

　マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析は、我々も含め多くの研究者が行ってきた。特に、癌組織をサンプ

ルとして、その予後因子や転移因子などを検索する研究はこれまでも数多くなされてきた。しかし、その鍵とな

る遺伝子の選び出し方法については、確立された方法がなく、各研究機関によってばらばらである。今研究では、

先に報告された胃癌組織をサンプルとしたマイクロアレイ解析データを基に、転移に関与する遺伝子の絞込み

を行った。様々なステージの胃癌組織 16 例を約 4600 遺伝子搭載の in house cDNA マイクロアレイ解析を行

い、このデータを解析対象とした。（1）マイクロアレイ上の blank スポットの intensity を計測し、その中心

値を含む 80％のデータを使用し、平均値、標準偏差を計算し、各スポットの原 intensity より、blank スポッ

トの平均値と２倍の標準偏差値を引き、正であるものを解析対象スポットとした。（2）リンパ節転移がある群

とない群で臨床サンプルをグループ分けし、並び替え検定と交差検証解析を行った。（3）（2）の解析で、仮説

検定のための有意水準の数値（p 値）が得られ、p 値が 0.01 以下になった遺伝子に対して、臨床サンプルを一例

ずつ抜いて同じ解析を行い、全サンプルを入れ替えしても、p 値が 0.01 以下であり、さらに 2 群の平均の差が

2 倍以上である遺伝子を、グループ間の判別に使用可能な遺伝子とした。リンパ節転移のある、なし群の判別に

有意な遺伝子として、（2）の解析で 228 遺伝子が選び出された。さらに（3）の解析を加え、99 遺伝子を選び

出した。さらに、発現レベルが一定以上必要と考え、最終的に 29 遺伝子が、リンパ節転移の有無の判別の候補

遺伝子群として選び出された。臨床検体をサンプルとしたマイクロアレイ解析を基に、統計学的手法を用いて、

リンパ節転移判別遺伝子群を同定した。これら遺伝子群は、腫瘍の大きさや他臓器への転移などの因子との関

連は薄く、独立した予測因子である可能性があり、今後の胃癌の治療方針決定に役立つ可能性がある。
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方　法

1.  対象とするマイクロアレイ解析

　肝臓、胃由来の in house cDNA microarray 千葉大

学付属病院にて手術を受けた 20 症例を対象サンプルと

し、約 4600 個の遺伝子を搭載した肝臓、胃由来の in 

house cDNA マイクロアレイを使用し、duplicate で解

析した。そのうち、リンパ節転移に関与する可能性があ

る遺伝子として S100A11 という遺伝子に注目し、既に

報告した（6）。そのうち 6 症例はバックグラウンドの

intensity が高いため、解析不適とし、16 例（マイクロ

アレイ解析は 28 回）を再解析対象とした。

2.  バックグラウンド値の処理

　マイクロアレイ上の Blank スポット全ての intensity

データより、平均値、標準偏差値を測定した。各スポッ

トの intensity より、バックグラウンド値の平均値と標

準偏差の 2 倍を引き算し、正であるスポットを解析可能

とした。全サンプルで、intensity が正であるスポットを、

解析対象とした。

3.  並び替え検定と交差検証

　はじめに、それぞれの遺伝についてリンパ節転移ある、

なし群で intensity の平均値を求め、実際の intensity

がどちらの群に近いかによって、いずれの群に所属する

遺伝子かを仮に決定する。その上で、２群を判別する遺

伝子群を選択する。並び替え検定（Permutation tests）

と交差検証（Cross-validation）を繰り返し行った。仮

説検定のための有意水準の数値（p 値）が得られ、p 値

が 0.01 以下になった遺伝子に対して、臨床サンプルを

一例ずつ抜いて同じ解析を行い、全サンプルを入れ替え

しても、p 値が 0.01 以下であり、さらに 2 群の平均の

差が 2 倍以上である遺伝子を、グループ間の判別に使用

可能な遺伝子とした（7）。

4.  T 因子、M 因子との比較

　方法 3 で選び出された遺伝子群が、リンパ節転移ある

なしの因子（N 因子）以外の従来用いられてきた臨床的

な因子とどのような関係があるかを検討した。胃癌取り

扱い規約に基づき、各臨床例を、T、M 因子の stage を

決定し、選び出された遺伝子群の発現量を検討した。

結　果

　約 4600 遺伝子全スポットに対して、方法（2）の解

析を行った。全 16 症例において、十分な発現が確認され、

解析対象となった遺伝子は 2127 個であった。リンパ節

転移のある、なし群の判別に有意な遺伝子として、（2）

の解析で 228 遺伝子が選び出された。さらに並び替え検

定（Permutation tests）と交差検証を行い、リンパ節

転移あるなし群を有意に判別する遺伝子（P<0.01）であ

り、かつ両群での平均値の差が 2 倍以上ある遺伝子とし

て、99 遺伝子を選び出した。さらに、マイクロアレイ解

析において、スポットの intensity が低い場合は、解析

困難であることが多く、intensity 値が 1000 以上のも

のが今後の解析に耐えうるものと判断し、最終的に 29

遺伝子が、リンパ節転移の有無の判別の候補遺伝子群と

して選び出された（表 1、図 1）。29 遺伝子の中で、リ

ンパ節転移群では、発現が上昇し、転移陰性群では発現

が不変もしくは低下している遺伝子は 7 個認めた（表 2

＊マーク）。この 7 個の遺伝子の発現について、T, M, N

因子について検討したところ、N 因子では、群間で明ら

かな発現差を認めたが、T 因子、M 因子との関連性は乏

しかった（図 2-a, -b, -c）。

考　察

　マイクロアレイの解析方法については、近年統計学的

手法を取り入れた解析が広く行われ、一定の評価を受け

ている。しかし、絶対的な解析方法というのはなく、目

的や用途、また実験のスケールに応じて、最も適した解

析方法を選択している。これまで我々は、マイクロアレ

イを用いた実験を行い、既に報告してきた。解析方法と

しては、いわゆるクラスター解析を中心に行ってきたが、

臨床サンプルを用いた実験の場合、予後診断、病型診断

など、2 つの群を分ける主因となる遺伝子群を検出する

ことが必要になってきた。今研究で、株式会社ダイナコ

ムと協力して、市販ソフトでは不可能な解析方法を試み

た。その結果、29 個の遺伝子群を胃癌のリンパ節の有

無を判別する遺伝子群として抽出した。興味深いことに、

この 29 個の遺伝子群のうち、発現量の差が大きい 7 つ

の遺伝子についてみると、腫瘍の大きさや他臓器転移な

どのいわゆる T 因子、M 因子といわれる癌の進行度を表

す因子とは発現量との関連が薄かったことである。これ

まで、リンパ節転移は、癌が浸潤、成長し起こるもので

あり、リンパ節転移を伴う癌に特異的な遺伝子が存在す

ることは、我々も疑問視していた。しかしながら、今回

の結果から、手術標本もしくは術前の内視鏡検査から得

られる標本を使用し、遺伝子発現解析を行うことによっ

て、リンパ節転移の有無の予測に役立つ可能性があり、

患者にとって、治療法の選択にあたる上で、重要な情報

提供となるかもしれない。本研究では、前向き試験を行

っていないが、今後症例を積み重ねることによって、よ

りよいマイクロアレイ解析のアルゴリズム作製の手がか

りとなるかもしれない。
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図 2.  マイクロアレイ解析によって選び出された 7 つの遺伝子群の発現比
(a) リンパ節転移あり（N(+)）、なし（N(-)）群による分類。(b) T 因子（1 から 4）による分類。ｘ軸の値は、T 因子を示
す。(c)M 因子による分類。他臓器に転移があり（M(+)）, なし（M(-)）群

図 1.  マイクロアレイ解析を基に、統計学的手法を用いた、リンパ節転移の有無判別遺伝子群の選び出し手順

図 2-a
図 2-b

図 2-c
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表 1.  リンパ節転移の有無を判別する遺伝子セット

遺伝子名は、未発表のため、番号のみの表示とした。P 値は、各遺伝子が各群を判別可能かを表しており、0.01 以下を有意と

している。リンパ節転移がある群を N(+)、無い群を N(-) とした。マイクロアレイでの結果の比は、全て log2 換算してある。
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