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【マイクロアレイとプロテオミクス解析による一次

スクリーニング】

　我々は、機能ゲノム学と共同開発した口腔疾患用マ

イクロアレイと、ヒト全遺伝子搭載 Affymetrix 社製

GeneChipTM を用いて、mRNA レベルでさまざまな病

変や病態の異なる多くの癌、および癌関連疾患における

遺伝子の発現プロファイリングを行った。表 1 は複数の

口腔扁平上皮癌組織を解析した結果である。

【マイクロアレイ解析でピックアップした候補遺伝子

の検討と機能評価例－１：Rab1a 遺伝子】

　表 1 の結果の中から注目した細胞内タンパク輸送因

子（粗面小胞帯からゴルジ装置への輸送を担当）である

Rab1a と未だ機能が明確でない C1orf10 遺伝子を代表

例として、一次スクリーニング後の分子腫瘍マーカーと

しての確認と機能評価法を紹介する。

　Rab1a に つ い て は 図 1 に 示 す よ う に、 半 定 量 的

RT-PCR 法、 あ る い は real time PCR 法 に よ り 定 量

的に多くの扁平上皮癌組織中における遺伝子発現量を

mRNA レベルで検索した。

　扁平上皮癌における Rab1a 遺伝子の発現が正常扁

平上皮に比較して著しく高いことが多くのサンプルの

RT-PCR 解析で確定したので、次に、抗体を用いて、臨

床サンプル中の Rab1a 遺伝子タンパク発現状態を確認

した。この際に、Rab1a は細胞中のタンパク輸送を担う

因子であるため、発癌過程における細胞内代謝等の変化

を捉えるひとつの指標となる可能性があると考え、前癌

病変における遺伝子発現状態も検索した。口腔扁平上皮

癌の前癌病変は白板症であるが、多くの白板症は刺激や

炎症によってできた反応性のものであり、原因を除去す

ると消失するものが多い。この点を考慮して、本実験で

はあらゆる刺激や炎症を一月以上除去しても消失しない

白板症のみを用いた。

　図 2 に免疫染色の結果を示す。正常粘膜上皮では染色

されず、前癌病変である白板症と扁平上皮癌で強い染色

性を示した。この結果を、IHC score により数値化した。

図 3 にスコアの算出方法と代表的染色程度見本を示す。

　これらのスコアをグラフ上にプロットしたところ図 4

に示すように、正常粘膜上皮と前癌病変・癌との間に、

明らかなスコア上の乖離が認められ、Rab1a が癌の腫瘍

マーカーのみならず、前癌病変の発癌予測マーカーや早

期癌診断マーカーになる可能性が示唆された。現在、臨

床材料で発癌マーカーとしての価値を検討している。

【マイクロアレイ解析でピックアップした候補遺伝子

の検討と機能評価例－ 2：C1orf10 遺伝子】

　表１からピックアップした遺伝子の代表例として、癌

中で増強した遺伝子から Rab1a 遺伝子を紹介したが、

次に遺伝子発現減弱例として C1orf10 遺伝子について

紹介する。

　図 5 に示すように C1orf10 遺伝子は多くの組織や細

胞株において発現が消失、ないしは大幅減弱しているこ

とが RT-PCR 法で確認できた。抗体が入手できなかった

ので、次に細胞内での強制発現による機能解析に移った。

　図 6 のように Edycson の系による強制発現を口腔扁

平上皮癌由来細胞株 SAS 中で行った。
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分子腫瘍マーカーの検索
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要　旨

　癌の分子腫瘍マーカーを検索同定することは臨床上のさまざまな意義を持つ。例えば、前癌病変の発癌予測、

早期癌の発見、癌の悪性度判定（予後予測、微小転移の有無の判定、浸潤度の判定等）、効果的治療法選択（副

作用予測、抗癌剤選択、放射線療法の適応と線種の選択等）、癌治療における分子標的・新薬開発などがあげら

れる。ここでは、特許や論文発表の関係から我々が同定した口腔扁平上皮癌と唾液腺癌の分子腫瘍マーカーの

うち、すでに学会や論文で発表したものについてのみ紹介する。
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　遺伝子発現用プラスミド構築後、SAS 細胞中に遺伝子

導入を行い、その発現と、強制発現した際の増殖抑制を

図 7 に示す。

　C1orf10 遺伝子は口腔扁平上皮癌における新たな癌抑

制遺伝子であることが明らかになった。また、本遺伝子

を分子標的とした新たな治療法の開発が期待できる。

　このような方法で同定した分子腫瘍マーカーは多数あ

り、現在、機能評価を行っている。

【プロテオミクス解析によるスクリーニングにより

同定した分子腫瘍マーカー】

　二次元電気泳動法、あるいは Ettan DIGETM による多

色素標識二次元電気泳動法に基づき、正常組織と癌組織

で発現量に差が認められたタンパクを質量分析により同

定した。図 8 に二次元電気泳動の結果の例と表 2、3 に

口腔扁平上皮癌において特異的な発現状態を示したタン

パクを示した。

　この一次スクリーニングによりピックアップしたタ

ンパクについてその抗体が存在する場合には抗体で確認

しする（図 9）。抗体が存在しない場合には RT-PCR か

real time PCRによりその遺伝子の発現状態を確認する。

　この方法で同定した分子腫瘍マーカーの例として正

常唾液腺と唾液腺癌の区別、正常扁平上皮と扁平上皮

癌の区別、扁平上皮系と腺系の組織の鑑別等に用いるこ

とのできる Maspin 遺伝子（図 10, 11）と扁平上皮癌

でも腺癌でも、癌であるか、正常であるかを鑑別できる

Stathmin 遺伝子（図 12, 13）を紹介する。

　他にも、多くのマーカー候補を同定しているが、その

中でも、CDDP 感受性・耐性を染め分けることのでき

る Caveolin-1( 図 14) は注目に値する。詳しいことは

CDDP 感受性・耐性関連遺伝子の検索の項に譲るが、機

能解析が臨床材料により終了し、さらに実際の臨床に大

きな役割を果たす可能性があるマーカーであることは特

筆に値する。

図 1.  扁平上皮癌組織中における Rab1a 遺伝子の mRNA 発現量の検討

A 半定量的 RT-PCR 法　 B. real time PCR 法

図 2.  Rab1a の免疫組織染色。左から正常粘膜、白板症、扁平上皮癌

A

B
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図 3.  IHC Score 算出法と代表的染色程度見本

図 4.  Rab1a の正常粘膜、白板症、癌における IHC score の分布
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図 5.  口腔扁平上皮癌組織および細胞株における C1orf10 mRNA の発現減弱状態

図 6.  Edycsone Expression System
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図 8.  口腔扁平上皮癌 二次元電気泳動法の例（Proteome Map）

図 7．口腔扁平上皮癌由来細胞 SAS を用いた Edycsone Expression System による C1orf10 遺伝子の強制発現と増殖抑制
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図 9.  タンパクの発現プロファイリングと候補タンパクのピックアップ、さらに抗体による確認の１例。

左：口腔正常粘膜上皮、右：口腔扁平上皮癌

図 10.  扁平上皮と唾液腺における Maspin タンパク、mRNA 発現状態
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図 11.  免疫組織染色 (Maspin)

図 12.  扁平上皮と唾液腺における Stathmin タンパク、mRNA 発現状態
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図 14.  免疫染色による Caveolin-1 タンパクの口腔癌組織における発現。抗癌剤 CDDP に対する感受性・耐性が判定できる

図 13.  免疫組織染色 (Stathmin 1)
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表 1.  複数の口腔扁平上皮癌を用いたマイクロアレイによる遺伝子発現プロファイリングの一例

表 2.  口腔扁平上皮癌において発現が亢進しているタンパク

表 3.  口腔扁平上皮癌において発現が減弱しているタンパク
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