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研究成果の概要（和文）：ヒト進行胃癌の手術検体から、同一腫瘍内においてHER2発現が陽性および陰性の領域を含む
症例を選び出し、そのそれぞれの領域を含む切片からRNAを抽出しマイクロアレイによる遺伝子発現の網羅的解析を行
った。その結果、apoptosis関連遺伝子を含む少数の遺伝子に関しては、その両領域間で４倍以上の発現の差が観察さ
れた。その値の検証のためにreal-time RT-PCR法を行ったが、RNAの分解のため、再現性のある結果を得ることが困難
であった。より再現性の高い結果を得るためにgenomic DNAを用いたSNP arrayを行い、上述の両領域間で互いに増幅の
程度が異なるいくつかの遺伝子の候補を得た。

研究成果の概要（英文）：The tumors with intratumoral heterogeneity of HER2 protein were selected from the 
surgical specimens of HER2 positive advanced gastric cancer. Total RNA were isolated from both HER2 
positive and HER2 negative area in a tumor. Whole genome comparative analyses using gene expression 
arrays of these RNA revealed that the expression levels of some gene including apoptosis associated genes 
were more than four times as high as those in the other area. The results of these gene expression levels 
were attempted to be validate by quantitative real-time RT-PCR, but failed to confirm the values of these 
gene expressions. This might be due to RNA degradation by aging of the tissues and/or formalin fixation. 
To acquire more reproducible data, Genome-Wide human SNP array analyses were performed on the genomic DNA 
from the two areas. These analyses revealed the difference in the gene copy number of some genes 
including a homeobox as were confirmed using fluolecence in situ hybridization.

研究分野：人体病理学

キーワード： CGH　gastric cancer　heterogeneity　HER2
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１．研究開始当初の背景 
（１）腫瘍内ヘテロ不均一性（intratumoral 
heterogeneity）は一つの固形腫瘍の内部で
様々な形質もつ細胞集団が存在するもので
あり、具体的には一つの腫瘍組織内で、互い
に異なる遺伝子の変異やタンパク発現を有
する細胞集団として観察される。特に、乳癌
においては HER2 遺伝子の発現や増幅の腫
瘍内ヘテロ不均一性が、その分子標的治療薬
であるトラスツズマブ投与に対する無病生
存期間が有意に短いという報告あり、分子標
的治療薬に対する治療抵抗性の原因の一つ
として考えられる。腫瘍内ヘテロ不均一性が
生じる原因の一つとして考えられるのは、癌
幹細胞仮説によれば、分化類似の形質を示す
cancer stem cell、progenitor cellsなどの各
段階の癌細胞が腫瘍内ヘテロ不均一性を生
み出している可能性があり、さらにそれらは
遺伝的には均一なためエピジェネティック
クな変化であると考えられる。腫瘍内ヘテロ
不均一性を生じるメカニズムには、それに関
連する遺伝子を含めて不明なことが多い。 
 
２．研究の目的 
（ １ ） 胃 が ん で 観 察 さ れ る HER2
（Erbb2/neu）の発現に対する腫瘍内（ヘテ
ロ）不均一性の原因として、これまで報告さ
れている遺伝子変異の他に、後成的な遺伝子
機能変化であるエピジェネティクス機構が
関与する可能性を、特に腫瘍内のHER2陽性
および陰性部分での遺伝子プロモータ領域
における DNA メチル化状態の相違を解析す
ることにより、検討する。続いてHER2関連
遺伝子、既知の胃がん関連遺伝子に対しても
同様に、腫瘍内のHER2陽性および陰性部分
に対して DNA メチル化異常の相違や遺伝子
増幅などの遺伝子変異の状態を検索する。 
 
（２）DNA メチル化異常が、HER2 の分子
標的治療薬であるトラスツズマブ適応の病
理学的判定時における腫瘍内（ヘテロ）不均
一性の評価の一つとして利用できる可能性
について検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト胃がんの手術材料からHER2発現
の腫瘍内（ヘテロ）不均一性を示す検体の収
集を行い、それらのHER2陽性、HER2陰性
部分からレーザーキャプチャーマイクロダ
イセクション(LCM)法により組織片を採取
し、HER2の DNAメチル化異常の程度や部
位に対する情報を得る。 
 
（２）HER2関連遺伝子、胃がんの既知遺伝
子に対しても HER2陽性、陰性部分の DNA
メチル化状態を検索する。次いでHER2陽性、
陰性部に対して胃がんに関連した既知の遺
伝子変異の解析も行う。さらに HER2 陽性、
陰性部に対してマイクロアレイを用いて網
羅的な遺伝子発現の解析を行う。 

 
（３）胃がんにおける（ヘテロ）不均一性を
DNAメチル化異常の程度などにより分類し、
トラスツズマブの治療後の患者に対して予
後等について検索する。 
 
４．研究成果 
本学附属病院すでに行われていたあるい
は行われた進行胃癌の手術検体に対して、そ
の臨床医学的・病理学的な情報に偏りがない
ように十分な数のパラフィンブロックを入
手した。これらの症例のうち抗HER2抗体に
陽性のものを選び出し、さらに腫瘍内（ヘテ
ロ）不均一性を示すものを２０例選び出した。 
それぞれの検体から HER2 タンパク発現陽
性領域と陰性領域に対し、Laser captured 
microdissection (LCM)法を用いて、あるいは
トリミングにより、間質細胞の混入が出来る
だけ少なくなるように腫瘍細胞塊を選別し、
それらからゲノム DNA、total RNA を抽出
した。得られた DNAおよび RNAは、Agilent 
Technologies社の 2100バイオアナライザー
にて分解の程度や量を測定した。（図１） 
 

解析の結果、ホルマリン固定パラフィン包埋

(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded: 
FFPE)検体から得られた組織において RNA
はかなり分解が進んでいた。 
当初の計画では、HER2陽性進行胃癌にお
ける HER2 陽性領域および HER2 陰性領域
で HER2 およびその関連遺伝子のプロモー
タ領域における DNA メチル化の状態を
methylation specific pcr (MSP)法により比
較し、さらにそれが mRNA発現の差および
タンパク発現の差となることを確認する予
定であったが、計画書の最後の方に書いてあ
る HER2 陽性進行胃癌における HER2 陽性
領域およびHER2陰性領域でのmRNAの発
現の差をマイクロアレイにより網羅的に比
較を行い、そこで 10 倍以上の差が確認され
た遺伝子に対してプロモーター領域におけ
る DNA メチル化の状態の差を比較すること
を試みた。なぜなら、DNA メチル化の状態
に変化があった遺伝子が、必ずしもその発現
に関与しない可能性があるからである。さら
に、これまで胃癌での報告がない遺伝子を含
め網羅的な遺伝子解析が可能であることも
実験を進める上で有利であると考えた。 

図１FFPE検体から得られた RNAの

2100バイオアナライザーによる解析 



マイクロアレイは本学遺伝子実験施設に
おいて、Agilent Technologies社のマイクロ
アレイを用いて HER2 陽性領域および
HER2 陰性領域から得られた mRNA 使い試
みたが、FFPE 材料では RNA の分解が進ん
でいるため蛍光標識のラベリングが困難で
あった。そのため、FFPE材料に対するマイ
クロアレイを株式会社東レに受託し、
3Dgene という解析を行うことが出来た。そ
の結果、両部分において多くの遺伝子発現は
3 倍以内であったが、ある apoptosis 関連遺
伝子などでは 4 倍以上の発現の差が見られ
た。マイクロアレイにてHER2陽性領域およ
び HER2 陰性領域で発現の差があったもの
に対して real time RT-PCRなどにより確認
を行ったが、その結果にばらつきが見られた。 
そこで FFPE からの mRNA ではなく、

genomic DNA を用いると解析結果が安定す
る と 考 え 、 Comparative genomic 
hybridization 法を用いてHER2陽性領域お
よびHER2陰性領域のゲノムを比較した。 
り、両領域間の遺伝子増幅や遺伝子の欠失な
どの情報を得ることが出来た。（図２） 

 
HER2 陽性領域および HER2 陰性領域間での遺
伝子増幅の程度が大きく異なる遺伝子は全
ゲノム中においてもわずかな数であった。
（図３）。 
 
それらの中には、これまで胃癌関連遺伝子
としてすでに多くの報告がなされているも
のも含まれていたが、報告が見当たらないも

のも見られた。 
今後の課題としては、これまでに胃癌で遺
伝子の過剰発現が報告されていないものに
対して、120例程度の他の胃癌検体での遺伝
子増幅を Fluolence in situ Hybridization 
(FISH)法、Real-time quantitative PCR法に
て検索する。（図４） 

 
 
さらにその遺伝子発現の頻度、そのプロモ
ーターにおける DNA メチル化の程度との相
関に関しても検討を行う。以上の結果をまと
め、国際的な学術雑誌への投稿を予定してい
る。 
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