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研究成果

<研究目的>

胃癌は、減少してきているとは言え、世界で4番目に発生頻度が高く、死因では肺癌に次
ぐものであり、その制圧は極めて重要な課題である。精力的な分子病理学的研究の結果、
そこでみられる増殖因子受容体、細胞周期調節因子、細胞接着分子などの異常は、癌細胞

の特性である増殖、浸潤、転移を規定しており、エビジェネティツクな機構の関与から-、
癌を「遺伝子発現病」ととらえることの重要性が明らかになっている。膨大なゲノム、ト
ランスクリプト-ム、プロテオーム、メタボロームなどのデータが蓄積されるポストゲノ
ムでは、新規技術とバイオインフォマティクスから得られる情報により、臨床・予防-の

貢献が社会から求められているOゲノム医療時代を担う病理学では、組織検体における遺
伝子・分子・形態情報の関連を明らかにし、治療に直結する診断に還元することがその責
務である。

検索し得るすべての遺伝子を体系的に解析する網羅的遺伝子発現解析において、定量性・

再現性に優れたSAGE (serial analysis of gene expression)法は、未知遺伝子の解析も可能であ
る。本法は、 mRNAのpoly Aテールから最も近いCATG配列の下流約10塩基(タグ)を
PCRで増幅後、シークエンスしてタグの出現頻度と種類を解析するものであり、タグに対

応する遺伝子を特定し、その出現頻度を数えれば発現量を正確に知ることができる。現在、
NCBIのwebサイトSAGEmapには、約250種類の細胞/組織のSAGEライブラリーが登録・
公開されており、その遺伝子発現プロファイルとの比較が可能である。申請者らは、この
方法で、 5種類の胃癌のトランスクリプト-ム解析を行い、世界最大の胃癌SAGEライブ

ラリーを完成した(GEO Accession no. GSE545 : SAGE Hiroshima Gastric Cancer Tissue),そ
こから、 COLIAl、 CDH17、 APOCl、 COLIA2、 YF13H12、 CEACAM6、 APOE、 REGIV、

FUSなどが高頻度に胃癌で過剰発現し、そのいくつかは悪性度と相関することを兄い出し
た。本研究の目的は、胃癌と種々の正常臓器のSAGEライブラリーの比較から新しい特異
的発現遺伝子を抽出し、標的治療および予防を視野に入れた胃癌の診断系を確立すること
である。

そこで、まず、臓器障害性のない治療標的となることを考慮し、胃癌SAGEライブラリ

ーと心臓、肺、肝臓等の生存に必須の正常臓器のライブラリーを比較し、胃癌特異的遺伝
子の候補を抽出する。次に、定量的RT-PCRなどを用い、胃癌および正常組織における発

現を確認するとともに、新規胃癌特異的遺伝子については、機能解析により、分泌の有無、
増殖、アポトーシス、浸潤-の影響を検討する。また、モノクローナル抗体を作成し、病
理組織診断-の導入の可能性を検討するとともに、分泌蛋白については、 ELISAによる血

清診断系の構築を行う。さらに、癌の悪性度や薬剤反応性などの個性を診断し、その結果
と病理組織像を対比するためには、上記において抽出した癌特異的遺伝子の候補に加えて、
癌の発生や薬剤感受性に関連する既知遺伝子を含むカスタムオリゴDNAアレイを作成する。
尚、胃癌SAGEライブラリーは申請者ら以外では、 2例が登録されているのみであり、そ

れに基づいた治療標的を念頭においた病理診断系の開発研究は国内外においてなく、本研
究の最大の特徴である。さらに、本研究では、特異的遺伝子のSNPを含む遺伝子多型解析
を行い、症例一対照研究および症例一症例研究によって、胃癌の発生および浸潤・転移と
の関連性を検討し、非癌部組織検体を用いた発癌リスク診断の基盤とする。

本研究の最終的な目標は、得られた成果を分子診断/遺伝子診断の形で病理診断の場に組

み入れることであるが、その受け皿として、申請者らが実践してきた病理検体に対する分
子病理診断システムを利用する。これは、遺伝子発現異常と形態学的変化との対比を行え
るという特色を有しており、ゲノム、トランスクリプト-ムから形態異常までをも包括す

-8-



る「morphological genomics」の大きな推進力となるものである。多型解析を含む本研究は、
「根拠および個性に基づいた癌の治療と予防」という社会からの要請に「癌ゲノム病理学」
が答えるためのフロントラインに位置する研究であると確信する。

<研究計画>

SAGE法で得た胃癌と種々の正常臓器における遺伝子発現プロファイルの比較から新しい
胃癌特異的遺伝子を抽出し、標的治療および予防を視野に入れた胃癌の分子病理診断系、
血清診断系を確立するために、次のことを行う。

1)胃癌SAGEライブラリーと正常臓器ライブラリーの比較による新規胃癌特異的遺伝子
候補の抽出

2) Recombinant蛋白の調整およびモノクローナル抗体の作成

3)免疫組織化学による蛋白の局在と臨床病理学的事項との関連解析
4)モノクローナル抗体を用いたELISA系の構築と血中レベルの測定
5) SAGEライブラリーに基づいた胃癌組織解析用カスタムアレイの作成
6 )新規胃癌特異的発現遺伝子の機能解析

7)胃癌特異的発現遺伝子のSNPの探索および分子疫学的検討
8)新規胃癌特異抗体、胃癌用カスタムアレイの分子病理診断-の導入

1)胃癌SAGEライブラリーと種々の正常臓器ライブラリーの比較による新規癌特異的遺
伝子候補の抽出

癌の発生・進展に関与し、且つ、癌には発現するが生存に重要な正常臓器には発現のな
い遺伝子は、治療を考える場合に、正常臓器-のダメージを与えることはない理想的な標
的となり得る。そこで、まず、申請者らが作成した胃癌SAGEライブラリー(GEOAccession

no. GSE545 : SAGE Hiroshima Gastric Cancer Tissue)とSAGEmapデータベース中の主要な

種々の正常臓器におけるライブラリーとを比較し、候補遺伝子をリストアップする。これ

らにつV.、て、実際の正常臓器(心臓、肺、肝臓、脳、腎臓など14臓器)と10例程度の胃
癌組織における遺伝子発現を定量的RT-PCR法によって検討し、胃癌特異的に発現する遺
伝子かどうかをスクリーニングする。胃癌にほぼ特異的に発現することが確認できた遺伝

子については、 50例の胃癌の癌組織(T)と非癌部胃粘膜組織(N)における発現を定量的
RT-PCR法によって解析し、 T/N比と臨床病理学的所見との関連を検討する0

2) Reco血binant蛋白の調整およびモノクローナル抗体の作成

1)の中で、特にその配列から膜蛋白や分泌蛋白が想定されるものについて、ヒスチジ
ンあるいはGST融合蛋白質を作成する。タグを有するベクターに目的遺伝子をin frameで

挿入し、大腸菌にトランスフォーメーション、単一コロニーを増殖、大量培養を_行い、蛋
白質の精製を行う。溶菌後は、担体(Ni-NTAあるいはグルタチオン)を用いて、アフイニ
ティーカラムにて目的蛋白質を精製、 Factor Xa等のプロテアーゼでタグを切り離し、目的

蛋白質のみを得る。これについて、常法に従い、モノクローナル抗体を作成、液相系およ
びウエスタンプロット、免疫染色にて反応性、特異性を確認する。

3)免疫組織化学による蛋白の局在と臨床病理学的事項との関連解析
2)の内、パラフィン切片において染色可能な抗体を用いて、全身諸臓器において発現

のないことを確認すると共に、予後を含めた臨床病理情報の揃った約200例の胃癌につい
て発現を検討し、関連解析を行う。さらに、腸上皮化生、腺臆等の前癌性病変、食道癌、
大腸癌における発現も解析し、癌化過程における関与と鑑別診断マーカーとしての意義、
他の消化管癌診断-の可能性について検討する。
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4)モノクローナル抗体を用いたELISA系の構築と血中レベルの測定

2)で準備したモノクローナル抗体の内、認識エピトープが異なり、且つ、液相系および
固相化条件で反応性の高い2種を選定し、サンドウィッチELISA系を構築する。胃癌細胞
株の培養上清を用いた予備実験後、臨床血液検体について標的蛋白のレベルを測定する。
この場合、検討する血清は、胃癌100例、非癌症例100例、食道癌50例、大腸癌50例を

目安とし、臨床病理学的事項との関連を解析する。また、組織における発現レベルとの相
関を確かめるために、定量的RT-PCR、免疫染色で検討した症例の血清値を検討する。

5)SAGEライブラリーに基づいた胃癌組織解析用カスタムアレイの作成とそれによる検索
これまでに、 SAGEで抽出した164遺伝子に、既知のがん関連遺伝子、薬剤感受性マーカー

遺伝子を加えた395遺伝子を搭載するカスタムオリゴDNAアレイを試作している。これを用い

て、臨床検体を解析し、数理統計学的に、浸潤、転移、薬剤感受性を有意に判別できる遺伝
子を絞り込む。これに、上記1)で抽出した胃癌特異的発現遺伝子を加えて新たなカスタム
アレイを作成する。

臨床病理学的事項、治療・効果情報および予後の判明している多数例の胃癌について発

現パターンを解析し、悪性度や薬剤感受性にかかわる癌の個性診断における有用性を検証
する。

6 )新規胃癌特異的発現遺伝子の機能解析

胃癌細胞株を用い、強制発現系あるいはknockdown系によって、平成17年度に抽出され
た胃癌特異的発現態度を示す遺伝子の機能解析を行う。そこで、まず、癌細胞株パネルを

スクリーニングし、発現の有無を確認する。次に、新規胃癌特異的発現遺伝子の全長cDNA
発現ベクター、 siRNAあるいはアンチセンスを調整する。これらを用いて標的遺伝子発現

のない細胞株あるいは発現レベルの高い細胞株に対して導入あるいは処理する。機能解析

としては、細胞外分泌の有無、 MTTアッセイによる増殖能、 DNA LadderやCaspase
3!p85PARP等の発現によるアポトーシス、 invasionアッセイによる浸潤能などについて検討

する。これらにより、癌化あるいは癌の進展に関わる遺伝子を同定し、治療標的となり得
るか否かを知るとともに、診断標的としての意義が検証できる。

7)胃癌特異的発現遺伝子のSNPの探索および分子疫学的検討
上記の研究により抽出された特異的遺伝子について、 NCBIのdatabaseおよびIMS-JSTの

JSNPdatabaseなどからsNPの有無を探索し、コーディング領域あるいは転写調節領域に存在
するSNPを抽出する。健常者(約400例)および患者(それぞれ約200例)の末梢血または非

腫癌部組織を用いてSSCP、 RFLP、 DHPLC、 sequencingによりSNP解析し、症例一対照研究
を行うOさらに、症例-症例研究によ・り、癌の個性とSNPとの関連解析を行うoこれにより、
胃癌のリスク診断の標的遺伝子多型か否かが分かり、予防につながる情報を得ることがで
きる。

8)新規胃癌特異抗体、胃癌用カスタムアレイの分子病理診断-の導入

実践導入に関しては、広島市医師会臨床検査センターと共同で実践してきた分子病理診断

システムに上記解析を組み込み、得られた結果をファイルするとともに追跡調査を行う。こ
のシステムは、病理診断を行う組織検体をサンプルとして行うものであり、得られた胃癌特
異的発現遺伝子の発現状況、遺伝子発現プロファイル、遺伝子多型情報と形態学的変化とを

対比して解析することができる特徴を有しており、これを行ない、種々の遺伝子発現変化/
多型を形態に還元することを目指す。尚、遺伝子発現プロファイルの検索のためには、ホル
マリン固定される病理組織検体とは別個に臨床的に採取されたサンプルを用い、遺伝子多型
の検索は、パラフィン包埋された非癌部組織について行う。
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*研究の倫理面での配慮

ヒト由来試料を用い、遺伝子発現解析および遺伝子多型解析を行う本研究は、 「ヒトゲ

ノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」 (平成13年文部科学省・厚生労働省・経済産業
省告示第1号、平成16年全部改定)および細則に定めるヒトゲノム・遺伝子解析研究に該
当するため、上記指針に従って研究を実施する。即ち、提供者の人権及び利益の保護を最

優先し、十分なインフォームド・コンセント、個人情報管理者の設置による個人情報の保
護、研究実施担当者及び研究責任者の責務の明確化などを行い、広島大学医学部ヒトゲノ
ム研究倫理審査委員会の承認の下に実施する。

<研究結果>

1)胃癌と正常臓器のSAGEライブラリー比較による新規癌特異的遺伝子候補の抽出:

我々の胃癌SAGEライブラリー(GEOaccessionno.GSE545)と正常14臓器のライブラリー

との比較と定量的RT-PCR法により、胃癌特異的発現遺伝子9個を同定した。具体的には、

胃癌SAGEライブラリー(GSM8867、 GSM8505、 GSM7800、 GSM9103)とSAGEmapデー
タベース中の14の正常臓器(大脳白質、小脳、視床、脊髄、心臓、肺、胃、大腸、肝臓、
腎臓、腹膜、骨格筋、リンパ節、白血球)のライブラリーを比較し、胃癌ライブラリーで

発現があり正常臓器で全く発現のない遺伝子を抽出した。遺伝子発現の実際の組織におけ

るmRNA発現の確認は、定量的RT-PCR法によって行い、正常臓器における最高レベル(A)
と癌におけるレベル(ち)の比(追/A)が10以上を高特異性とした。胃癌SAGEライブラリー

と正常臓器ライブラリーの比較から、胃癌特異的発現遺伝子の候補として54遺伝子を抽出
した。これらの全てについて、定量的RT-PCR法によって実際の14正常臓器と9例の胃癌

組織における発現解析を行ったところ、 9遺伝子(APIN、 TRAG3、 CYP2Wl、 MIA、
MMP-10、 DKK4、 GW112、 REGIV、 HORMADl)が高特異性であった。 44例の胃癌症
例における発現解析では、 TRAG3、 CYP2Wl、 MMP-10、 GW112、 HORMADlが40%以上

で過剰発現していた　GW112およびMIAのmRNA発現レベルは、 Tgrade、 Ngrade、ステ
ージと有意な相関を示した。

2) Recombinant蛋白の調整およびモノクローナル抗体の作成:

上記9遺伝子の内、抗体の得られていないものについて、順次Recombinant蛋白を精製し、
常法に従いモノクローナル抗体の作成を行っている。得られた各クローンについて、液相
系、ウエスタンプロット、免疫染色にて反応性、特異性を確認した。

3)免疫組織化学による蛋白の局在と臨床病理学的事項との関連解析:

抗体が利用できるMIA、 MMP-10、 DKK4について、免疫染色で組織における発現を検討し

たところ、胃癌151例中、それぞれ47例(32%)、 68例(45%)、 2例(1%)で陽性であっ

た　MIAの発現は、 Tgrade、 Ngrade、ステージと有意に相関し、 MMP-10の発現は、 Tgrade
と有意に相関していたo　さらに、進行胃癌症例において、 MIAおよびMMP-10の発現と不
良な予後との間に有意な相関を認めた。

一方、 REGIV抗体を作成し免疫染色で発現を検討したところ、胃癌(2936%、 42/143)、
大腸癌(36%、 13!36)、肝癌(22%、 5!23)、消化管カルチノイド(93%、 14!15)に発現し

ていたが、肺癌、乳癌には発現は全く認められなかった。胃癌におけるREGIVの発現は、
腸型粘液形質および神経内分泌-の分化と有意に相関していた。

4) ELISA系を用いた血中レベルの測定:

-1ト



胃癌患者血清(69症例)でMIAが20ng/ml以上の高値を示したのは、 5.8%のみであり、いず

れもステージ4であったMMP-10ではcutoff値を200pg/mlとすると、陽性例は健常者および
胃炎患者では15%、胃癌では94%であり、ステージ2以上では全例陽性であった。腹膜洗浄
液では細胞診陽性サンプルのみで高値を示した。

また、 REGIV蛋白もELISAによって血清中で捉えられる。胃癌患者では36% (22!61)
でに対し、非癌対照者では1% (1/101)のみが陽性であり、ステージ1からも陽性になる
ことから腫癌マーカーとしては有用とみなされた0

5) SAGEデータ解析による新規癌特異的遺伝子候補の抽出と機能解析:

胃癌と正常臓器のSAGEライブラリーの比較と定量的RT-PCR法により抽出した新規癌特

異的発現遺伝子の内、 REGIVにづいては、 5-FUによるアポトーシスの抑制には、 EGFRの
リン酸化、 caspase-9を経由したcaspase-3の抑制が関与することを明らかにした。
MIA導入胃癌細胞株MKN-28では、 emptyベクター導入株と比較して、増殖に差はみら
れなかったが、浸潤能は有意に促進された。

一方、カスタムアレイを用いた20例の胃癌組織における遺伝子発現解析で、悪性度・進
行度と相関する遺伝子としてSPC18を同定した　SPC18については、定量的RT-PCRにて

発現がステージ・転移と相関することを確認した　SPC18は、分泌蛋白前駆体のシグナル

ペプチドを切断するsignalpeptidasecomplex (SPC)の5つあるサブユニットのひとつであり、
SPC21とともに触媒サブユニットと考えられているが、そのがんにおける発現および機能
は全く検討されていない。そこで、 SPC18発現ベクターを調整し、強制発現系において機
能解析を行った。発現レベルの低い胃がん細胞株MKN-1にSCP18を強制過剰発現させたと

ころ、細胞増殖に変化はなかったが、 invasionassayおよびwouldhealingassayにおいて
invasionおよびmigrationが明らかに促進された。

癌特異的遺伝子DKK4に関連して解析したwNT-5aについては、その発現が胃癌の悪性
度・予後と相関すること、細胞浸潤を促進することを確認した。

一方、新しい癌特異的発現遺伝子Xを同定し、細胞外分泌を確認し、 ELISAによる血清
診断系を確立した。

6)胃癌特異的発現遺伝子のSNPの探索および分子疫学的検討:同様にJ SAGEデータ解

析に基づいて新しい胃癌の癌抑制遺伝子として同定したClaudin-18 (CLDN-18)遺伝子にお
いて、 5-UTRにG/AのSNPが存在することを新規に兄い出した。そこで、胃癌症例(約150
例)と健常対照症例(約300例)についてジェノタイプ解析を行ったところ、 A/Gおよび

G/G型が胃癌症例で有意に高頻度であり、 Oddsratio (OR)は5.17 (2.01-13.3)であった。

7)胃癌診断用カスタムアレイの分子病理診断-の導入:

感度および再現性を高めるために作成した中空繊維配列体スライス法によるオリゴDNA3

次元マイクロアレイ(Ex-STOMACHIP、 ver.2)を用いて発現解析を行った。これは、 207

遺伝子を搭載しており、 SAGE法で抽出した胃癌関連遺伝子(47)、既知の浸潤・転移、予
後に関連している遺伝子(33) 、DNA damage response / DNA repairに関連している遺伝子(60) 、
薬剤感受性遺伝子(40)、その他(27)を含んでいる. 23例の胃がん組織について発現解析

を行ない、 GeneSpringの1-wayANOVAにより、 T gradeと有意に相関する5遺伝子、 N grade
と有意に相関する7遺伝子、 Stageと有意・に相関する11遺伝子を抽出した。これらには、
既知の遺伝子としてはCDKN2AやEGFRが含まれていた.定量的RT-PCRによりvalidation
を行なった。
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<今後の研究の展開>

SAGEデータの解析に基づいて、胃癌に特異的に発現し、正常臓器には発現の殆どない多く

の遺伝子を同定した。その内、 REGIVやMMP-10は高率に胃癌患者血清で高値を示し、優れ

た血清診断マーカーであることが判明した。さらに、詳細な発現解析および機能解析から、

いくつかは浸潤能の促進やアポトーシスの抑制などの機能を持つことから、治療の新しい

標的であることが明らかとなった。また、遺伝子多型と発がんリスクとの関連解析は、予

防に関する重要な情報を与えるものである。癌特異的遺伝子として同定されたものの中で、

未だ、抗体を用いた詳細な発現解析、血清値の測定、機能解析が完了していないものがあ

り、今後の課題である。さらに、カスタムアレイによる解析では、悪性度と関連する発現

態度を示す遺伝子は同定出来たが、発現パターンによる癌の生物学的個性診断には至らな

かった。搭載する遺伝子の変更が必要である。
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