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《研究の概要》 

 

ヒトゲノムプロジェクトによるヒト遺伝情報の解析が終了し、遺伝情報の分子生物学的

解析手法における技術革新にも目を見張るものがある現在、癌の遺伝学的個性の把握が可

能となりつつある。癌の遺伝学的個性はそれぞれの癌の様々な抗がん剤への感受性の違い

や悪性度の違いなどを規定するものであり、遺伝学的個性を理解することにより、それぞ

れの癌において最も効果的な治療法を選択することが可能となるものと期待される。しか

し、どのような遺伝子が癌の個性を規定するかをより正確に理解するためにはそれぞれの

遺伝子の機能とそれぞれの遺伝子ネットワークを十分に解き明かす必要がある。このため

には臨床および病理学的に正確な記述を備えた各種癌組織を用いて、マイクロアレイなど

による RNA レベルでの網羅的な遺伝子発現データをより多く集積するとともに同一の癌組

織からタンパクレベルでのデータの集積を行うことが必要と考えられる。そこで本研究は、

DNA microarray を用いて、各患者に発生する癌における網羅的遺伝子発現情報の収集を行

うとともに、特に同一癌検体よりプロテインチップを用いてタンパクの発現解析を行う系

の確立を行った。プロテインチップのシステムはチップの担体上でタンパクの吸着・部分

精製を行い、時間飛行型の質量分析計を用いてタンパクの定量的プロファイルを行うもの

であり、様々な検討の結果、おおよそ 2 千個の細胞という微量なサンプルからの解析が可

能であった。乳癌 40 例、大腸癌 45 例、食道癌 20 例についてそれぞれマイクロアレイとプ

ロテインチップとでの解析を行った。特に高分化型進達度 ss の大腸癌 18 例（リンパ節転

移あり、なしそれぞれ 9 例）を用いた解析では、顕微鏡下で正確な癌部の回収（マイクロ

ダイセクション）を行った後に同一サンプルより RNA とタンパクとについてそれぞれマイ

クロアレイ、弱陽イオン交換樹脂を担体とするプロテインチップでの解析を行った。プロ

テインチップを用いた解析では、149 本のピークを検出し、Ada Boost の手法を用いて大腸

がんのリンパ節転移を予測する 7 本のピーク（M/z1283、3460、5352、5871、6124、7208、

8104）の組み合わせを選択した。このピークの組み合わせによる誤判別率は、5.56％（1/18）

であった。現在、マイクロアレイの結果との照合および統合を行うことでより正確な癌の

個性の理解を目指している。このような RNA、タンパクの多層的な情報の集積により、今

後効果的な治療法へと結びつくことを期待している。また、癌早期発見のための血漿タン

パクのプロテインチップを用いた解析では、正常人 94 サンプル、肺癌 48 サンプル、乳癌

73 サンプルの解析を逆相プロテインチップでの解析を行い、肺癌、乳癌にそれぞれ特異的

なピークを見出し、それらピークの検証と同定との解析をすすめている。 
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研究報告 

 

Ⅰ．研究の目的 

がん化学療法の理想は、個々のがんとがん患者の薬剤感受性や薬剤代謝系の特徴を把握

して、最も有効な薬剤を選択し、副作用を避けつつ患者一人一人に適したがん化学療法

（オーダーメイド治療法）を実施することにある。ヒトゲノムプロジェクトによるヒト遺

伝情報の解析が終了し、遺伝情報の分子生物学的解析手法における技術革新にも目を見張

るものがある現在、がんの遺伝学的個性の把握が可能となっている。そこで本研究は、DNA 

microarray（以下 DNA チップ）とプロテインチップを用いることにより、各患者に発生す

る癌における各種遺伝子の発現パターンの変化を解析することにより「癌の遺伝学的個性

の診断」を行ない、これにより得られる情報を基にして、がんの「オーダーメイド治療法」

を確立することを目的とする。 

 

Ⅱ．研究計画および材料と方法 

癌研病院において手術の対象となる患者のがんの遺伝的個性の解析を目的として、がん

組織より RNA を採取し、その遺伝子発現プロファイルを解析すると同時にタンパクの抽出

も行いプロテインチップによるタンパクプロファイル解析を行う。これを患者の臨床病理

学的データと対照することにより、薬物応答性および悪性度などがんの各種形質を規定し

ている遺伝学的マーカーの同定を行った。 

1）cDNA チップを用いた解析 

DNA 約 25,000 種は Amersham 社より購入し、同社スポッターを用いてスライドグラスに

載せ、作製した。各スライドグラスには約 4,000 種の cDNA がそれぞれ duplicate で載せ

られ、6 枚 1 セットとして発現解析に用いた。癌研病院から得られる検体（すべて患者の

同意を得たもので、癌研倫理審査委員会にて承認を得られたもののみを使用）は、RNA の

分解を防ぐために迅速に処理を行い、回収時まで超低湿（-145 度）で保存した。検体から

目的の部位の回収には薄切後に病理医の指示のもとで顕微鏡下でレーザーを基本としたい

わゆるマイクロダイセクション法により正確に癌部（および正常部）の回収を行った。回

収された部位からの RNA の回収には QIAGEN 社の RNeasy を用いて行い、ENA の量と質の

チェックには nanodrop（アサヒテクノグラス）、バイオアナライザー（Agilent）を用いた。

RNA からラベル化体の作製は cDNA 合成／T7polymerase 法で増幅を 2 回繰り返した後、cDNA

合成時に Cy3、Cy5 の取り込みにより行う。ハイブリは Amersham 社の Auto Slide Processor

を用いて行い、それぞれの蛍光強度は同社 GenePix を用いて行った。このシステムについ

ては各遺伝子の発現はレファレンスとの比として測定されるために、それぞれのプロジェ
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クトに応じたレファレンスを用いた。（正常部 RNA を Cy5 vs 癌部 Cy3） 

2）oligo DNA チップを用いた解析 

Agilent 社にて約 23,000 種のカスタムメード oligoDNA（60mer）の作製を行い、解析に

用いた。上記 cDNA チップとの主な相違点はハイブリダイゼーションに供するラベル体の

作製が cDNA チップの場合が DNA 合成時に蛍光色素の取り込みを行うのに対して oligo DNA

チップの場合には T7polymerase での RNA 合成時に行う点であり、その他の RNA の回収等

は上記方法に準じた。 

3）プロテインチップを用いた解析 

がん患者血漿タンパク・ペプチドの解析による早期診断の為の新規腫瘍マーカー探索と、

がん組織より抽出したタンパク・ペプチドの解析によるがんの遺伝学的個性診断の為のプ

ロファイリングパターンの認識とを、プロテインチップのシステムを用いて行った。プロ

テインチップ（Ciphergen 社）は、順相や逆相、イオン交換樹脂を担体とするチップで、こ

の上にサンプルを添加して吸着・部分精製を行い、飛行型の質量分析計（TOF-MS）でタン

パクのプロファイリングを行うシステムである。がん患者血漿タンパク・ペプチドの解析

では、乳がん、大腸がん、肺がんを中心とした様々ながん患者から血液を採取した。（すべ

て患者の同意を得たもので、癌研倫理審査委員会にて承認を得られたもののみを使用）得

られた血液は、遠心して血漿成分のみを—80 度にて解析時まで保存した。解析は、血漿 IO

μl に尿素、アセトニトリルを加えて逆相のチップ（H4）に結合させ、2％アセトニトリル

で洗浄後、マトリックを添加し、質量分析計による測定を行った。また、がん組織より抽

出したタンパク・ペプチドの解析では、細胞数 1,000～2,000 個程度のマイクロアレイと同

一のサンプルから、RNA 抽出後のタンパクを含んだ画分を用い、50mM Tris-HC1（pH 9.0）

で 5 倍に希釈して弱陽イオン交換のチップ（WCX2）に結合させ、50mM Tris-HC1（pH 9.0）

で洗浄後、血漿タンパクと同様の解析を行った。 

4）総合的データベースの構築と解析プログラムの開発 

遺伝子および蛋白発現変化情報と患者情報とを併せた総合的データベースの構築を行

い、既存のプログラムあるいは独自に開発を行うプログラムを用いて解析を行った。 

 

Ⅲ．研究成果 

1）癌部および非癌部からの細胞の正確な回収法の確立 

ARCTURUS 社製 PixCell LM200 装置は顕微鏡下で目的の細胞群にのみレーザーを照射し、

フィルムに吸着させることで癌部および非癌部の正確な回収を可能とする。この際、組織

切片の厚みや堅さによって最適な条件が異なってくる。そこでこれまでにヒト大腸癌、ヒ

ト胃癌などを用いて、最適な条件の確立を行なった。また、Cell Robotics 社製 Laser 

Scissors Pro300 は前述の装置とは異なり、非常に細いレーザーにより目的の組織を切り

出すことが出来る。この装置は広範に存在する組織をより迅速に回収する場合に適してお

り、癌種やそれぞれの癌の密集度に応じた使い分けを行なうことにした。 

2）cDNA マイクロアレイシステムの安定運用のためのチェックシステムの構築 

cDNA チップはいわゆるホームメードのアレイであり、約 2 万 5 千種類の cDNA をスライ

ドグラス上にスポットすることにより作製する。また、針生検などから得られる微量の RNA

は T7polymerase 法を 2 度繰り返して増幅することでマイクロアレイでの解析を可能にし
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ている。これらのことは一つの結果を出すために非常に多くのステップを必要とし、いず

れのステップにおいての小さな効率の低下や一つのトラブルも結果全体に反映されてしま

うことになる。そこで、スポッターの管理やスポット後のアレイの品質管理、試薬の納品

および保存時の活性のチェック、ハイブリおよびスキャナー等の機器類の管理等、50 以上

のチェック項目を導入し、それらを徹底することで安定したマイクロアレイシステムの運

用が可能になった。 

3）マイクロアレイデータのクリーニング 

マイクロアレイで得られた生のデータは解析を行う前に、チップに付着した微量のごみ

などのデータが混入しないようにデータクリーニングと呼ばれる処理が必要になる。さら

にシグナルの強度が正確に RNA の量を反映する範囲にあり、飽和していないかどうか判定

を行う必要がある。当初これらの作業を手作業で行って来たが数時間から数日かかると同

時に人的ミスが生じる可能性も排除できないことから新たにこれらの作業を自動化するプ

ログラムの作成を行った。様々な試行錯誤の結果これらの作業を完全に自動化するプログ

ラムが完成し、数分で人的ミスのないデータクリーニングが可能になった。 

4）プロテインチップシステムによる血漿および癌組織タンパクの解析法の確立 

プロテインチップはイオン交換などの樹脂を付着したチップに目的のサンプルを載せ、

部分精製した後に質量分析計を用いて微量蛋白の正確な検出を行うものであり、がん早期

発見のための血液マーカーの探索に有用であることが示唆されている。使用可能なプロテ

インチップの種類は、順相、逆相、陽・陰イオン交換、金属結合などを担体とするチップ

があり、まず、チップの選択とそれぞれにおける結合条件・wash の条件などの詳細な検討

を行った。その結果、もっとも検出ピーク数の多い、再現性の高い逆相チップ（H4）を用

いて以下の血漿タンパクの解析を行うこととした。 

一方、臨床検体を用いた RNA レベルでの網羅的解析と組織内タンパクレベルの解析とを

同一のサンプルから行うことは非常に難しいとされている。この理由として RNA サンプル

では微量サンプルからの増幅が可能であるのに対して、タンパクでは増幅が不可能であり、

それぞれの分離とその検出がマイクロアレイに比べて非常に難しいということが挙げられ

る。そこでわれわれはプロテインチップを用いて癌組織内タンパクの解析への応用を試み

た。はじめに RNA の回収と同時に蛋白の抽出を行い、RNA 発現とまったく同じ検体からの

蛋白レベルでの解析が可能であるかについて様々な条件検討を行った。その結果、細胞数

1,000～2,000 個程度という微量組織から抽出した微量タンパクを、プロテインチップシス

テムを用いたタンパクのプロファイリングが可能であることがわかった。使用するチップ

は、血漿タンパクと同様の条件検討を行った結果、弱陽イオン交換プロテインチップが最

も再現性、および情報量が多かったため、これを用いることとした。 

5）患者臨床情報データベースの構築 

薬物応答性を始めとする癌の各種形質を規定している癌の遺伝学的マーカーを 2 万種以

上のマイクロアレーデータの中から検索するためには、コンピューターを用いた解析が避

けられなく、このためには患者臨床情報を出来る限り数値化してデータベースの構築を行

うことが必須である。また、これらのデータはセキュリティーの面からも厳重に保管され

なければならない。そこでこれら条件を満たすデータ入カシステムと保管システムの構築

とを行い、データの入力を行った。 
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6）大腸癌のリンパ節転移予測 

癌の外科的治療の際には切除部位の決定が最も重要であり、患者にとってリスクを最小

限にし、かつ予後の QOL を十分に考えて決定される。特にリンパ節の転移の有無を知るこ

とが出来れば適切な術式の選択が可能となる。そこでリンパ節転移を予測可能な遺伝子、

およびタンパクの抽出を試みた。高分化型で深達度 ss の大腸がんからリンパ節転移・非転

移各 9 例の手術材料を用いて、マイクロアレイでの解析を行った。転移有無の群での遺伝

子発現の比較をマンホイットニーU 検定を用いて行い、17 遺伝子が抽出された。CART 法を

用いて、判別能力の高い遺伝子の順位をつけ上位 4 番まででの判別能力を調べたところ、

誤判別率はそれぞれ 0/18～3/18 と高いものであった。同一サンプルを用いたプロテイン

チップでのタンパクの解析ではマイクロアレイと同一のサンプルから、RNA を抽出した残

りのタンパクを含む画分 40uL（細胞数 2000 個程度）を 50mM Tris-HC1（pH 9.0）で希釈し

て陽イオン交換チップに添加し、タンパクをチップに結合させた。チップは 50mM Tris-HC1

（pH 9. 0）で洗浄し、EAM を添加して質量分析計による解析を行った。MS のデータから

149 本のピークを検出し、Ada Boost の手法を用いて大腸がんのリンパ節転移を予測する 7

本のピーク（M/z 1283、3460、5352、5871、6124、7208、8104）の組み合わせを選択した。

このピークの組み合わせによる誤判別率は、5.56％（1/18）であった。 

7）乳がんにおける抗癌剤感受性予測 

癌における化学療法の施行前に、その癌の特定の抗がん剤への感受性を予測することは、

患者の負担を減らすだけではなく、他の治療法の選択を可能とし、治癒率の向上につなが

るものと期待される。パクリタキセル（タキソール）単剤化学療法前の乳がん検体を用い

た遺伝子発現情報を用いて、病理および臨床効果判定をもとにパクリタキセルヘの感受性、

非感受性を予測する遺伝子の検索を行った。まず、病理効果・臨床効果判定を用いて、全

体を治療効果に応じて 5 つの群に分類を行った。最も効果の高かった群と効果のほとんど

見られなかった群とで発現に 1.4 倍以上差のある遺伝子群の抽出をマンホイットニーU 検

定を用いて行い、さらにこの遺伝子群から全体の検体の感受性、非感受性を判定できる遺

伝子セットの抽出を AdaBoost 法を用いて行った。その結果、得られた遺伝子のセットを用

いて、解析に用いた検体では完全に（誤判別率 0/40)感受性の予測を行うことが可能であ

ることが分かった。現在、これらの結果についてオリゴマイクロアレイを用いて、追試を

行うとともに、Real Time PCR 法を用いた検証を行っている。 

プロテインチップを用いた解析では、大腸がんと同様の手法により、マイクロアレイと

同一のサンプルから、RNA を抽出した残りのタンパクを含む画分 40uL（細胞数 1000 個程

度）から解析を行った。MS のデータから 166 本のピークを検出し、AdaBoost の手法を用い

てパクリタキセルに対して著効・非著効を判別する 8 本のピーク（M/z1050、1094、1280、

1356、1513、3654、4304、11334）の組み合わせを選択した。このピークの組み合わせによ

る誤判別率は、11.4％（4/35）であった。 

8）骨軟部腫瘍の悪性度分類 

軟骨系腫瘍は、病理学的分類に難渋する代表的な骨軟部腫瘍のひとつである。悪性度の

低い軟骨肉腫と良性病変である内軟骨腫との病理学的に鑑別診断には現在、病理組織像に

加えそれらが発生する部位の情報を用いて診断を行っているが、時として両者の判別が難

しい境界病変が存在する。そこで我々は、軟骨系腫瘍のこういった境界病変の鑑別診断を
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正確に行うことを目的として、43 例の軟骨系腫瘍に対して、マイクロアレイを用いての網

羅的な遺伝子発現解析研究をおこなった。その結果軟骨肉腫と内軟骨腫との間で発現レベ

ルが異なる遺伝子を、マンホイットニーU 検定を用いて選定した。さらに AdaBoost プログ

ラムを用いて、マンホイットニー検定にて選定された遺伝子を対象に、良性病変と悪性病

変を鑑別する能力の高い遺伝子セットを抽出した。この遺伝子セットの診断能力の評価を、

この遺伝子セットの抽出に用いていない他の症例にて行った所、ほぼ正確に良性と悪性腫

瘍とを鑑別することに成功した。現在、これら症例についてもプロテインチップのデータ

の収集を終了し、ピークの解析をすすめている。 

9）食道扁平上皮癌の放射線化学療法感受性を規定する遺伝子群の抽出 

StageIII から IVa の食道扁平上皮癌の放射線化学療法における CR 率はおおよそ 50％程

度である。そこで放射線化学療法の効果を治療施行前に予測することにより、それぞれの

患者に適した治療の選択を可能とすることを目的として、化学療法前に内視鏡にて得られ

た生検サンプル 24 例（CR12 例 vsnon-CR12 例）についてマイクロアレイを用いた網羅的遺

伝子発現解析を行った。現在、これらを判別する遺伝子セットの抽出を行うとともにプロ

テインチップのデータ収集を終了し、ピークの解析をすすめている。 

10）患者血漿蛋白のプロテインチップを用いた解析 

正常人 98 検体、各種がん患者 151 検体（乳がん 73、肺がん 48、大腸がん 20、直腸がん

3、卵巣がん 2、胃がん、子宮体がん、十二指腸、S 状結腸、非ホジキンリンフォーマ各 1）

について血漿タンパクの解析を行った。これらの解析では電荷あたりの分子量（M/z）1,000-

15,OOODa の範囲で 399 本のピークを検出し、t 検定により各がん種で特異的に検出され、

かつ正常サンプルで強いピークの検出されないものを早期診断の為のマーカーの候補とし

て探索した。この結果、乳がんでは M/z3324.94（P＝5.93219255648613E-14）、肺がんでは

M/z1660.55（P＝1.71263710786645E-06）のピークを選出した。 

11）プロテインチップの新規ピークデータ処理システムの構築 

プロテインシステムに組み込まれたソフトウェアを用いた場合には、これまでに集積さ

れた患者血漿および癌組織の蛋白プロファイルデータ解析は強度の比較的強いピークに

限って可能であった。そこで比較的弱いピークに関して、より詳細に解析を行うためにそ

れぞれのイオンピークの位置（m/z）と強度とを補正し、それぞれの帰属について明らかに

する必要がある。そのため、主だったピークを用いてそれらを補正し、定量化するアルゴ

リズムの開発を行った。このアルゴリズムの導入により、これまではピークとみなされな

かった小さなピークの検出と、非常に近い複数のピークの分離などが可能となり、より詳

細で正確なプロファイルデータの解析が可能となった。現在、このアルゴリズムを用いた

再解析を開始し、これらの蛋白データと上記マイクロアレイの発現情報との統合を行って

いる。 

 

Ⅳ．考察 

癌の遺伝学的個性はそれぞれの癌の様々な抗がん剤への感受性の違いや悪性度の違い

などを規定するものであり、遺伝学的個性を理解することにより、それぞれの癌において

最も効果的な治療法を選択することが可能となるものと期待される。しかし、どのような

遺伝子が癌の個性を規定するかをより正確に理解するためにはそれぞれの遺伝子の機能と
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それぞれの遺伝子ネットワークを十分に解き明かす必要がある。このためには臨床および

病理学的に正確な記述を備えた各種癌組織を用いて、マイクロアレイなどによる RNA レベ

ルでの網羅的な遺伝子発現データをより多く集積するとともに同一の癌組織からタンパク

レベルでのデータの集積を行うことが必要と考えられる。そこで本研究は、DNA microarray

を用いて、各患者に発生する癌における網羅的遺伝子発現情報の収集を行うとともに、同

一癌検体よりプロテインチップを用いてタンパクの発現解析を行う系の確立を行った。大

腸癌におけるリンパ節転移の予測ではマイクロアレイの結果とほぼ同様にプロテインチッ

プを用いてのほぼ正確な予想が可能であることが示された。このように微量のサンプルか

ら RNA とタンパクとの解析が可能となったことは今後これらのデータを統合していくこと

により、より正確で詳細な解析が可能となっていくものと期待される。 

また、マイクロアレイを用いた乳がんにおけるパクリタキセルの効果予測においては今

後の検証が必要ではあるものの極めて高い精度での効果予測が可能であることが示唆され

た。これと同様にプロテインチップを用いたタンパクプロファイル解析においてもピーク

の組み合わせにより高い効果予測が可能であることが分かった。現在用いているプロテイ

ンチップのシステムではそれぞれのピークがどのようなタンパクであるかを同定すること

にはハードウェア的な限界がある。そこで、今後他のシステムを用いていくことにより、

それら分子の同定を行い、マイクロアレイのデータとリンクした形での解析をすすめてい

くことが、必要と考えられる。また、現在進行中であるエピルビシン、ドセタキセルの効

果予測についても同様に効果予測が可能となれば、各個人に最も効果の高い治療法を選択

することが出来るようになるものと考えられる。また、このように各薬剤に対する効果予

測システムを確立しておけば、今後奏効率がより高いとされる新たな抗癌剤の出現した場

合においても現在の治療法を一つの選択肢として残すことができるため、それぞれのがん

に対するより高い治療効果が期待できる。 

プロテインチップを用いた血漿サンプルの解析は早期診断のためのマーカーの検索に

有効と考えられ、今後より多くのデータの集積を行っていきたい。また、同様にプロテイ

ンチップを用いた癌組織蛋白の解析法は現時点では最も微量な組織からの蛋白解析が可能

な方法の一つであり、また、マイクロアレイの解析を行ったサンプルと同一の部位のもの

であることは RNA レベルでの遺伝子発現情報と蛋白発現情報を合わせることで今後、多次

元的な解析へつながるものと考えられる。 
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