
ぎを近畿大医誌(乱附
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抄録

大腸癌は比較的予後良好であり，その生命予後は原発巣よりも肝・肺等の遠隔転移で規定されることが多い.従

って，大腸癌異時性遠隔転移の予測因子が同定され，異時性遠隔転移の発現前に適切な補助療法を加えることが可

能になれば，生命予後の改善が期待できる.本研究では異時性肝・肺転移の予測因子同定を目的としてS状結腸癌・

直腸癌の原発組織に対して遺伝子プロファイル解析を行った.これまでの我々の研究方法に改善を加え，より良質

なRNAを抽出し，バイアスの少ない cDNA増幅を行い， DNAチップには Affymetrix社製の GeneChip@を用い

た.その結果，大腸癌の同時性転移群・非転移群聞の differentialexpression analysisでは異時性転移群・非転移

群聞の同解析と比較して，有意水準・発現変動倍率ともに高い遺伝子がみられ，より遺伝子変異の蓄積が大きいこ

とが示唆された.さらに，本研究結果と既報論文の比較から，異時性肝転移の予測因子となりうる17遺伝子を同定

した.異時性肺転移を選択的に予測する候補遺伝子は抽出されなかった.しかし，同時性肝転移と同時性肺転移の

遺伝子発現プロファイルには明確な相違があり，両者の病態が単なる転移経路の違いだけでなく，遺伝子学的に異

なる発現ノfターンを示すものであることが示唆された.

Key words:遺伝子発現プロファイル解析，大腸癌，異時性肝転移，異時性肺転移，遺伝子チップ
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緒 言
大きく再現性に乏しいという大きな欠点に直面し

た

大腸癌症例の生命予後を決定するものは，原発巣

よりも肝・肺等実質臓器への遠隔転移であることが

多い.大腸癌の転移には，術前の画像診断で指摘さ

れる場合(同時性転移)と，術後の follow-upにて指

摘される場合(異時性転移)とがあるが，原発巣に

よる検査から異時性転移を発現前に予測し，適切な

補助療法を加えることができれば，生命予後の改善

が大いに期待できる.

近年，網羅的遺伝子発現解析を用いて，大腸癌に

おいても新規腫場マーカーの探索，化学療法・放射

線治療に対する治療応答性の予測診断，転移・予後

の予測診断などの研究が行われるようになったし

かし，現在のところ大腸癌異時性遠隔転移の予測手

段は未だ確立されていない2-8

我々はこれまで，ベンチャー企業との共同開発に

て安価な DNAアレイフィルターを作製し解析を行

ってきた9が，アレイフィルターのロット間誤差が

大阪府大阪狭山市大野東377-2(干589-8511)

受付平成20年 8月28日，受理平成20年11月18日

そこで，今回我々はより良質な totalRNAの抽

出， cDNAの増幅方法の変更，より再現性に優れて

いる AffymetrixGeneChip@の使用など，手法の大

幅な改善を行い，原発巣切除標本の遺伝子発現プロ

ファイル解析より，異時性肝・肺転移の予測因子の

同定を試みた.

方 法

1 _対象

2006年2月から2007年 4月までに切除された原発

性大腸癌症例のうち，同時性肝転移症例 (synchro-

nous hepatic metastasis : SH) 7例，異時性肝転移

症例 (metachronoushepatic metastasis : MH) 2 

例，肺転移を有し肝転移を有さない，即ち同時性肺

転移症例 (synchronouspulmonary metastasis: 

SP) 5例，異時'性肺転移(metachronouspulmonary 

metastasis : MP) 1例と，対照群として年齢，性別，
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症例背景表1
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 SH (synchronous hepatic metastasis) 同時性肝転移， MH (metachronous hapatic metastasis) 異時性肝転移，

SP (synchronous pulnonary metastasis) 同時性肺転移， MP (metachronous pulmonary metastasis) 異時性肺転

移， none 非転移

室温で15秒間遠心操作し， DNase 1 mix solution 80 

1-11 (DN ase 1 stock solution 101-11 + Buffer RDD 70 

1-11)を加え，室温にて15分間インキュベートした.

Buffer RW1を3501-11加えて8000g ・室温で15秒間

遠心操作し， Buffer RPEを500μ加え 2回同様に

遠心操作し，洗浄した.さらに15000g ・室温で 1分

間遠心操作後， RN ase free water 30ぃlをスピンカ

ラム・メンプレンに加え， 8000 g・室温で 1分間遠心

操作し， RNAを溶出した.

3. RNAクオリティーチェック

RNAのクオリティーチェックには Agilent

RNA6000 Nano LabChip@ kit (Agilent Technol-

ogies， USA) ，及びAgilent 2100 bioanalyzer 

(Agilent Technologies， USA)を用いた.total RNA 

を約0.1同/叫に調整し， 70Tで2分間 denatureし

た.冷却後， Gel matrix 65 1-11にRNAdye溶液 1

いlを入れ，遮光にて13000g・室温で10分間遠心操作

した.ラボチップをスタンドに載せ， Gel-dye mix 9 

MをGマークのウェルに， Marker 5ぃlをラダーマ

ークのウェルと，残り全てのサンプルウェル， RNA 

600ラダー 1ぃlをラダーマークのウエ/レに，サンプ

ル 1ぃlを各サンプルウェルにアプライした.室温に

て 1分間2400rpmで混合した後， Agilent 2100 

原発部位，壁進達度，リンパ節転移，組織型などが

類似した非転移症例 (none) 7例を用いた(表1).

後述する RNAクオリティーチェックにより不適切

と判定されたものを除外し，また，非転移症例

(none)のうち 1例は異時性肝転移 (MH)を，また

1例は異時性肺転移 (MP) を追跡中に発現したた

め，症例番号に連続していない部分が存在する.

いずれの症例も術前に研究の目的と意義の説明を

行い，文書にて理解と同意を得ている.外科的手術

にて病変を摘出した際，直ちに癌組織から径 5mm

の組織片を採取し，予め冷却しておいたマイクロチ

ュープに移し，液体窒素で瞬間凍結した.検体は本

研究に用いるまで-80
0Cで凍結保存した.

2. total RNAの抽出

total RNAは RNeasy Mini Kit (QIAGEN， 

Germany) にて抽出した.凍結組織片に Buffer

RLTを600ぃl加えて破砕し， 15000 g・室温で 3分間

遠心操作した.上清を取出し， 70%エタノールを等

量加え，混和したサンプル7001-11をRNeasy mini 

columnにアプライし， 8000 g・室温で15秒間遠心操

作した.このとき RNase -Free DN ase Set 

(QIAGEN， Germany)を用いて DNase処理も行っ

た.カラムに BufferRW1を350ぃ1:11日え， 8000 g ・
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臨1 Quality checkの例
Quality Checkの良女子{例(a， RIN: 7.5)と，
不良例 (b: RIN: 4.4)のエレクトロフエロ
グラムを示す (RIN: RNA Integrity Num-
ber) aではリボソーム RNAの18s，28sのピ
ークが鮮明であるが， bでは28sのピークが
不明瞭となっている.また低分子領域におい
て aではほぼプラットとなっているが b

では発現が多くなっており，これも RNA分
解の指擦となり， RIN値に影響する.

Bioanalyzerにセットして分析を行った.分析結果

において， RNA Integrity Number (RIN値)が5.0

以上のサンプルのみを解析対象とすることとした

(図1).

4. cDNAの合成

cDNA 合成には WT~Ovatíon Pico RNA Ampli-

fication System (NuGEN Technologies， USA)を

鑓用した. First Strand Primer Mix 2ぃ!とサンプ

ル totalRN A 50 ngを加え，水で全量を 71-11に合わ

せた後， 650Cで 2分間インキュベートし， 4
0

Cに冷

去Pし， Primer Annealingをf子った. First Strand 

Master Mix (First Strand Buffer Mix 2.5 1-11 + 
First Strand Enzyme Mix 0.5 1-11)を 3凶ず、つ加え

混和した. 4 oC 1分開， 25T10分間， 42
0ClO分間，

70
0Cl5分間インキュベートし， 40Cに冷部した.次

に SecondStrand Master Mix (Second Strand 

Buffer Mix 9.75 1-11ートSecondStrand Enzyme Mix 

0.251-11)を10同ずつ加え混和し， 4 oC 1分間，

25
0ClO分間， 50度30分間， 70

0

C 5分間のインキュベ

トの後， 40Cに冷却した.

Agecout@ RN Ac1ean@ beadsを再懸濁し， 50 ng/ 

ul yeast tRN Aを1ul力5えた?灸，ビーズを32ぃ1加

え，混和して室温で10分間インキュベートし，チュ

ーブを magnet plateに 5分間立てた. Binding 

Bufferを451-11除き， 70%エタノールを2001-11加え

て洗浄し， 30秒間 magnetplateに立てた.エタノー

ルを除き，同じ洗浄をもう 2沼繰り悲し，完全

燥させた.

5. SPIA ™ Amplification 
ビーズに吸着されたままの 2本鎖cDNAの入っ

たチューブそれぞれに， SPIATM Master Mix 160ぃ

1 (SPIATM Buffer Mix 80 同十SPIATMPrimer Mix 

40ぃi十SPIA™ Enzyme Mix 40ぃ1)を加え混和し

た. 4 oC 1分間，4TC60分間， 950C 5分間のインキ

ュベートを行い， 40Cに冷却した後， magnet plate 

に5分間立てておき，上澄み奇田寂した. SPIA™ 
cDNAの精製には， QIAquick③ PCR Purificaion 

Kit (QIAGEN， Germany) を用いた. QIAGEN 

systemの PBbuffer 800 1-11と，増幅した cDNAを

160ぃl力日え混和した. QIAquick@ spin columnをセ

ットし，カラムに4801-11のサンプルを添方日し， 13000 

rpmで l分間違心操作した.残りのサンプルも陪様

に処理した.80%エタノー/レを700凶加えて， 13000 

rpmで 1分間遠心操作する洗浄を 2密行った.

nuc1ease-free waterを30凶加え， 5分間室温に寵

いておき cDNAを溶出させた.13000 rpmで 1分間

遠心操作し，精製された SPIA™ cDNAを得た.

6. ビオチン化ラベル

精製した SPIA™ cDNA 5 ug を FL~Ovation

cDNA Biotin Module V2 (NuGEN Technologies， 

USA)を用いて，断片北及びピオチン牝ラベルした.

SPIA™ cDNA 5ぃgをに水を加えて total25ぃ1と

し， Fragmentation Master Mix 7凶 (Fragmenta田

tion Buffer Mix 5凶+Fragmentation Enzyme 

Mix 21-11)を加えて混和し，3TC30分間， 95T2分

間インキュベートした. Labeling Master Mix 18ぃ

1 (Labeling Buffer Mix 15同+Labeling Regent 

1.5 1-11十LabelingEnzyme Mix 1.5凶)を加え混和

し，3TC60分間， 700ClO分間のインキュベートを仔

い， 40Cに冷却した.さらに99
0C2分間の熱変性後，

450C 5ラ子間インキュベートし，プレハイブリダイゼ、

ーション終了後の DNAチップにアプライした.

7 . GeneChip@発現解析

DNAチップには GeneChip@ Human Genome 

Ul33 Plus 2.0 Array (Affymetrix， USA) を使用

し，試薬は TheGeneChip③ Hybridizaion， Wash， 

and Stain Kit (Affymetrix， USA)を用いて， Af悶

fymetrix GeneChip expression analysis technical 

manualに準じて以蜂の工程を行った.サンプルを



果

1 .肝転移群(同時性・異時性)

プロファイル解析

同時性肝転移群 (synchronous hepatic metas-

tasis: SH)・非転移群(none)聞において， differen. 

tial expression analysisを行った(表 2a)， p 

value (p) <0.02且つ foldchange (FC) > 1. 5のもの

だけで， 39遺伝子存在した.さらに， p<0.005且つ

2.0<FC<3.0のものはかなり特徴的な遺伝子と考

えられるが， 3遺伝子存在し，その内 2つが MTIF

で重複していたので，実際には MT1FとFAMI07B

の 2遺伝子であった. p<0.05J3.つ FC>l.lのもの

に限ると， 334遺伝子が該当した.

次に，異時性肝転移群 (metachronous hepatic 

metastasis : MH)と非転移群 (none) において，

differential expression analysisを行った(表 2

b). ここでは p<0.02の遺伝子は存在しなかった

が， p<0.05且つ FC>l.lには591遺伝子が該当し

た

表 2a， 2 bの双方において， p<0.05且つ FC>

l.1を満たす遺伝子数はそれぞれ334と591であった

が，これらに共通する遺伝子が62遺伝子存在し，そ

れら62遺伝子に対して階層的クラスタリング解析

(average法)を施行した(図 2). その結果，肝転移

群 (SH十MH)と非転移群 (none)が明確に区別さ

れ，肝転移群のうち異時性肝転移群(MH)は同時性

肝転移群 (SH)に包含される形となった.次に，表

2 aにおいて p<0.05且つ FC>l.lの334遺伝子に

おいて，非転移群 (none)，同時性肝転移群 (SH)，

及び異時性肝転移群(MH)の3群聞において，主成

の遺伝子発現

結

子他日
Eヨ本

アプライした DNAチッ プ は The GeneChip⑧ 

Hybridizaion Oven 640 (Affymetrix， USA)で

450C18時間ハイブリダイゼーション処理し，翌日

GeneChip⑧ Fluidics Station 450 (Affymetrix， 

USA)で洗浄， GeneChip@ Scanner 3000 7G (Af-

fymetrix， USA)でスキャンをf子い， GeneChip@ 

Operating Software version 1.4 (GCOS) (Af-

fymetrix， USA)にて得られたシグナルの数値化を

行った.

8.データ解析

データ解析には，遺伝子解析ソフトウェア

Array Assist@ (STRA T AGENE， USA)を用い，女す

象遺伝子54675遺伝子を RobustMulti・chipAnaly-

sis (RMA法)で読み込んだ. GeneChip@では25塩

基のヌクレオチドからなるターゲットと相補的な配

列の PerfectMatch (PM)プロープと， PMの中央

(13番目)の 1塩基がミスマッチとなる配列の Miss

Match (MM)プロープの 2つのプロープで 1組と

している.これら PMプロープと MMプロープの

蛍光強度の差を， Wilcoxon signed-rank testを用い

て算出した Detectionp-valueにて， P: Present 

(0.00<p<0.04)， M: Marginal (0.04<p<0.06)， 

A: Absent (0.06<p<l.00)の 3つに判定してい

る.今回の解析では全サンプルに対して Present

call (P-call)と判定された遺伝子のみに絞り込み，

対数変換したデータにて， differential expression 

analysisを行った. p-valueと発現変動倍率 (fold

change: FC)にてさらに遺伝子を絞り込み，階層的

クラスタリング解析(average法)及び，主成分解析

を行った.

武14 

肝転移群に対する differentialexpression analysis 表2
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FC>l.l 
FC>1.5 

FC>2.0 
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p.p b (下段)異時性肝転移群 (MH)vs非転移群 (none)a (上段)同時性肝転移群 (SH)vs非転移群 (none)
-value， FC: fold change 



分解析を施行した(図 3).その結果非転移群(none)

と，肝転移群 (SH+MH)は明確に区別することが

できた.また，巽時性肝転移群 (MH)のうち MH2

のみ異なった動態を取ったが，残りの異時性肝転移

(MH)症例は，非転移群 (none)と同時性肝転移群

(SH) の聞に存在し，さらに stageIII aの MHlよ

り，stage 1の MH3はより非転移群に近い位置に

存在したことより ，病期の進んだものほど同時性肝

転移群 (SH)に近い傾向が認められた.

2.肺転移群(同時性 ・異時性)の遺伝子発現

プロファイル解析

同時性肺転移群 (synchronouspulmonary metas 

tasis : SP)と非転移群(none)聞において，differen-

tial expression analysisを行った(表 3a). p< 

0.02の遺伝子は存在し なかったが，p<0.05且つ

FC>1.1のものは2747遺伝子みられ，同時性肝転移

に対するものに比べて 8倍以上の遺伝子が認められ

た.p<0.05且つ FC>3.0に限定しでも 117遺伝子が

15 大腸癒原発組織の遺伝子発現プロファイル解析による異時性肝 ・肺転移の予測
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肝転移に対する主成分解析
同時性肝転移群 (SH)と非転移群 (none)で
のdifferentialexpression analysis (表 2a) 
において p<O.05且つ FC>l.lの334遺伝子
において，非転移群(none)・同時性肝転移群
(SH)・異時性肝転移群 (MH)の3群聞にお

いて主成分解析を施行した.非転移群(none)
と，肝転移群 (SH+MH)を明確に区別する
ことができ，MH2のみ異なった動態を取っ
たが，残りの異時性肝転移(MH)症例は，非
転移群 (none)と，同時性肝転移群 (SH)の

聞に存在した.
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肝転移に対する階層的クラスタリング解析

肝転移に対する differentialexpression analysis 
(表 2a， 2 b)にて， p<O.05かつ FC>l.lの遺伝
子の内，共通する62遺伝子における階層的クラスタ
リング解析を行った.肝転移群 (SH+MH)と非転

移群 (none)は明確に区別されたが，異時性肝転移
群 (MH)は同時性肝転移群 (SH)に含まれる形と

なった.
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肺転移群に対する differentialexpression analysis 表3

a 

p<O.OOl 

ハH
V
A
H
υ
A
H
U
A
H
V
A
H
V

p<0.005 

ハ
リ
ハ
U

ハ
リ
ハ
U

A

り

p<O.Ol 

ハ
U

ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ

p<0.02 

ハ
リ
ハ
り

A

U

A

り

A

U

p<0.05 

2749 

2747 

2131 

825 

117 

p all 

15123 

12048 

4431 

1196 
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FC all 

FC>1.1 
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H
v
n
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H
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ハH
U

p<0.02 

ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
り

p<0.05 

ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
り

p all 

15123 

10858 

2742 

772 

199 

FC all 

FC>1.1 

FC>1.5 

FC>2.0 

FC>3.0 

p.p b (下段)異時性肺転移群 (MP)vs非転移群 (none)a (上段)同時性肺転移群 (SP)vs非転移群 (none)

value， FC: fold change 

肝転移群と肺転移群の群間比較に対する differentialexpression analysis 表4

p<O.OOl 

ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ

p<0.005 

A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
 

p<O.Ol 

ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ

p<0.02 

1323 

1323 

1078 

409 

58 

p<0.05 

2168 

2167 

1644 

515 

66 

p all 

15123 

11679 

3564 

744 

79 

FC all 

FC>1.1 

FC>1.5 

FC>2.0 

FC>3.0 

p : p-value， FC: fold change 

位置に存在したことより，肺転移においても病期の

進行したものほど同時性転移群に近い傾向が認めら

れた.

3.肝転移と肺転移の遺伝子発現ノfターンに関する

群間比較

同時性肝転移群 (SH)と同時性肺転移群 (SP)と

の聞で， differential expression analysisを行った

(表 4).p<O.Olの遺伝子は認めなかったものの，

p<0.02且つ FC>3.0という有意水準・発現変動倍

率共に高いものだけで58遺伝子存在した.また， p<

0.05且つ FC>l.lのものでは2167遺伝子が該当し

た

表 4における p<0.02..El.つ FC>3.0の58遺伝子に

対して，階層的クラスタリング解析(average法)を

施行した(図 6).次に，同じ58遺伝子において，主

成分解析を施行した(図7).

その結果，階層的クラスタリング解析と，主成分

部分解析の双方において同時性肝転移群 (SH) と，

同時性肺転移群 (SP)とが明確に区別することがで

き，肝転移と肺転移が異なる遺伝子発現パターンを

呈する集団であることが示唆された.

同時性肝転移群 (SH)vs同時性肺転移群 (SP)

存在した.

次に，異時性肺転移群(metachronouspulmonary 

metastasis : MP) と非転移群 (none) において，

differential expression analysisを行った(表 3

b). p<0.05を満たす遺伝子は存在せず，異時性肺

転移に特徴的な遺伝子群は抽出されななかった.

表 3において， p<0.05且つ FC>3.0であった117

遺伝子に対して，階層的クラスタリング解析 (aver-

age法)を施行した(図 4).同時性肺転移群 (SP)

と非転移群+異時性肺転移群(none+MP)を区別す

ることができた.しかし非転移群 (none) と異時性

転移群 (MP) を区別することはできなかった.

次に前述の117遺伝子において，非転移群(none)，

同時性肺転移群 (SP)，及び異時性肺転移群 (MP)

の3群間において主成分解析を施行した(図 5).階

層的クラスタリング解析結果と同様に，同時性肺転

移群 (SP) と非転移群+異時性肺転移群 (none+

MP)を区別することができた.非転移群 (none)と

異時性転移群 (MP)を区別することはできなかった

が，異時性肺転移群 (MP)は，非転移群と同時性肝

転移群 (SP)の聞に存在し，さらに stage III aの

MP2はstageIIのMPlより，同時性転移群に近い
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大腸癌の原発巣と転移巣では遺伝子発現に差異が

ある とする報告もある一方10 肝転移を有する原発

巣は，肝転移を伴わない原発巣よりも肝転移巣の発

現プロファ イルに近いとする報告11 もある.しかし，

原発巣の遺伝子発現プロフ ァイ ルを基にするもので

なげれば， 異時性遠隔転移の予測はできないため，

本研究では原発巣のみを対象とした.

また，いわゆる右側結腸(盲腸 ・上行結腸 ・横行

結腸・下行結腸)癌と比べて，左側結腸 (S状結腸・

直腸)癌では，遺伝子発現プロファ イルが異なると

する報告 もある 12 ことから，本研究では遺伝子学的

背景をそろえ る意味で，大腸癌の中でも S状結腸癌

と直腸癌のみを対象とした.

我々の施設では，以前よ り大腸癌異時性遠隔転移

予測のための研究を行っているが今回の研究にお

大腸癌原発組織の遺伝子発現プロファ イル解析による異時性肝 ・肺転移の予測
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肺転移に対する主成分解析
同時性肺転移群 (SP)と非転移群 (none)に

おりる differentialexpression analysis (表
3 )にて，p<0.05且つFC>3.0の117遺伝子

に対して，非転移群(none)・同時性肺転移群
(SP)・異時性肺転移群 (MP)の3群聞にお

いて，主成分解析を施行した.肺転移群(SP+
MP)と非転移群 (none)を明確に区別するこ

とができた.また，異時性肺転移群(MP)は，

非転移群と同時性肝転移群 (SP)の聞に存在

した.

肺転移に対する階層的クラス タリング解析

同時性肺転移群 (SP)・非転移群 (none)聞における

differential expression analysis (表 3)において，p< 
0.05且つ FC>3.0の117遺伝子に対して，階層的クラス

タリング解析(average法)を施行した.同時性肺転移群

(SP)と非転移群+異時性肺転移群 (none+MP)を明確

に区別することができたが，異時性転移群 (MP)は非転

移群 (none) に含まれる形 となった.
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いて，以下の 3点を改良した.

S 状結腸癌・直腸癌の手術において，下腸間膜動

脈の血紫 ・切離以降，腫場への血、流が遮断されるた

め，RNAのクオリティーは刻一刻と劣化する.よっ

て，一つ目の改良点として，手術標本から抽出され

るtotalRNAのクオリティ ーを高めるために，標本

摘出直後に検体を処理するように注意した.また，

検体採取用のマイクロチューブは予め液体窒素にて

冷却しておき，検体を瞬間的に凍結できるように工

夫した.その結果，以前の研究と比較して，クオリ

ティーの高い RNAを抽出することができ (図1)，

RNA Integrity Number (RIN)が5.0以上のサンプ

ルのみを解析の対象とした.

2番目の改良点として，cDNAの増幅に，W T  

Ovation Pico RNA Amplification System 

(NuGEN Technologies， USA)を用いた.このキッ

トを用いることで，より少量の totalRNAからの正

確な増幅が期待でき， また通常の T7ベースの RNA

増幅と比べて手順が煩雑でなく ，また cDNAベース

の PCRではな く，SPIA ™ Amplificationをf子うこ
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図7 肝転移と肺転移との聞の主成分解析
同時性肝転移群(SH)と同時性肺転移群(SP)
との間で，differential expression analysis 
(表 4)を行い， p<O.02且つFC>3.0の58遺
伝子に対して，主成分解析を施行したところ，
同時性肝転移群 (SH) と，同時性肺転移群
(SP)とが明確に区別することができた.

図6 肝転移と肺転移との問の階層的クラスタ リング解析
同時性肝転移群 (SH)と同時性肺転移群 (SP)との
間で，diff巴rentialexpression analysis (表 4)を行
い，p<O.02且つFC>3.0の58遺伝子に対して，階層
的クラスタリング解析(average法)を施行したとこ
ろ，同時性肝転移群 (SH)と同時性肺転移群 (SP)
を明確に区別することができた.
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とでより増幅のバイアスが少ない cDNAが得られ

るとされている 13

3番目にこれまでの研究では，安価なアレイフィ

ルターを開発してそれらを使用していたが，作製さ

れたアレイフィルタ一間のロット間の製品誤差が大

きく，再現性に乏しいことが欠点であった.そのた

め，今回は最も再現性に優れているとされるAf-

fymetrix社製の GeneChip@HumanGenome U133 

Plus 2.0 Arrayを用いることとした 14，15 GeneChip 

③は，他のマイクロアレイプラットフォームと比較

して，チップ聞の品質の安定性には定評があり，再

現性及び定量性が高いという特長がある.しかし，

高価であり，プロープのカスタマイズが難しい等の

欠点がある.

肝転移に対する differentialexpression analysis 

の結果において，同時性肝転移群 (SH)・非転移群

(none)間(表 2a) と異時性肝転移群 (MH)・非

転移群 (none)間(表 2b)を比較すると，前者で

のみ p<0.02の遺伝子が存在した.また， p<0.005且

つ2.0<FC<3.0という有意水準・発現変動倍率共に

非常に高いものも前者でのみ 2遺伝子 (MT1F，

FAM107B)存在した.これら二つの遺伝子でコード

されるタンパクの生物学的役割は解明されておら

ず，また特異抗体が市販されていないため，現段階

では蛋白レベルでの発現を確認することができな

い.また，大腸癌の発生・転移に関して，これらの

遺伝子の役割は未だ明らかにはなっていない.

これらの結果より，異時性肝転移は同時性肝転移

と比較して，より遺伝子変異の蓄積が少ないことが

示唆される.異時性遠隔転移は，原発巣が切除され

た後に発現することから，手術時点で既に形成され

ていた微小転移が緩徐に増大したものと考えられ

る.即ち，異時性肝転移は同時性肝転移と比較して，

悪性度が低いために緩徐に増大すると推測され，遺

伝子変異の蓄積がより少ないことはこの悪性度の低

さに関与するものと考えている.

また，これらに対する主成分分析の結果(図 3) 

に示す通り，異時性肝転移群 (MH)が非転移群

(none)と同時性肝転移群 (SH) との聞に存在した

ことも，前述の説を裏付ける結果であると考えられ

る.

図2の階層的クラスタリング解析及び，図 3の主

成分解析において， MH2のみが，他 2つの異時性肝

転移症例と異なる動態を示した. MH2は下部直腸

癌に対して腹会陰式直腸切断術(Miles手術)を施行

された症例であるが，家族性大腸腺腫症が確定診断

されており，遺伝子発現プロファイルが他症例と異

なっていたと考えられる.しかし，残り 2例の異時

性肝転移症例は，主成分解析において， MH1 (stage 

III a)が MH3(stage 1) と比較して，より同時性

肝転移群 (SH)に近い位置に存在した.即ち，病期

の進行したものがより同時性肝転移群に近い傾向が

示され，前述の悪性度の説と合致する結果であり，

非常に興味深い.

また肺転移に関しても， differential expression 

analysis (表 3a， 3 b) と主成分解析(図 5)にお

いて，肝転移同様の傾向が認められ，前述の説を支

持するものであると考えられる.

異時↑到干・肺転移を含めた，根治切除術後の原発

性大腸癌症例の生命予後予測を目的とした遺伝子発

現プロファイル解析の研究結果は，これまでにも多

数の報告がある.

Tanakaら2は，根治手術後 5年以上未再発の 9

例と同時性肝転移を有する10例の，原発巣と正常大

腸粘膜の遺伝子発現解析を行った結果，肝転移に特

徴的な27遺伝子を抽出した.このうち， CCND2， 

CDK8， MDM2の3つの遺伝子が今回の解析結果と

合致した.

Bertucciら3が肝転移症例に関して抽出した194

遺伝子のうち， RPL5， Decolin， RPL15， HSPA9B， 

RPL6の5遺伝子が，また， Arangoらが4遠隔転移

による再発症例に関して抽出した218遺伝子では，

KLF4， BCL11A， PLAUR， TXNL4A， CSNK1E， 

ARF1， HNRPA1， NOLC1， HSDl7B8， ARPP-19， 

KPNB1， PPID， ATXN7， GNAI3， SFRS3，の12

遺伝子で我々の結果と合致した.

同様に D'Arrigoら5及びKiら6が，肝転移予測因

子として指摘したそれぞれ37・46遺伝子のうち，そ

れぞれ EIF3S8，MT A1の2遺伝子， IGFBP5の1

遺伝子が今回の解析結果と合致した.

また， Wangら7が3年以内の再発症例から予測

因子として指摘した23遺伝子に対して， Barrierら8

は自ら予測因子とした30遺伝子と比較検討した結

果，後者の精度がより高かったと報告した.これら

30遺伝子のうち， RPSll， TXN， RPS20， CALRの

4遺伝子が我々の解析結果と合致した.

本研究での同時性肝転移群 (SH)・非転移群

(none)問，異時↑到干転移群(MH)・非転移群(none)

間での differentialexpression analysis (p < 0.05且

つFC>l.1)の結果において，これらの文献と合致

した遺伝子は合計32遺伝子であった.そのうち，同

時性肝転移群 (SH)・非転移群 (none)聞では発現

に差異がなく，異時性肝転移群 (MH)・非転移群

(none)間でのみ発現が異なっていたものは， 17遺伝

子存在した(表 5). その中でも特に， FC>2.0の3

遺伝子 (HNRPA1， DCN， IGFBP5)及び，二つの
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文献4.8と発現が合致した CALRの合計 4遺伝子に

は，既に種々の悪性腫療やその転移との関連が報告

されているものもあり，予測因子となり得る可能性

が高いと考えられる.これら17遺伝子のうち，ARPP

-19を除く 16遺伝子に関しては既に特異抗体が市販

されており，上記の 4遺伝子に関して，発現確認及

び発現量の比較等の更なる検証を今後予定してい

る.

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

(HNRPA1) は表5の17遺伝子の中で最も発現変動

倍率が高かった遺伝子であるが，慢性骨髄性白血

病29や， HTLV-1関連脊髄症(HTLV-1 associated 

myelopathy : HAM)に関連するとする報告がみら

れる 30 しかし，大腸癌やその転移に関する報告はな

されていない.

インスリン様成長因子結合タンパク 5 Onsulin-

like growth factor binding protein 5 : IGFBP5) 

の遺伝子発現は乳癌16ー18，肝細胞癌19 神経芽細胞

腫20等での報告がみられるが，特に乳癌ではリンパ

節転移を含む予後関連因子としての報告がみられ

る.Liらの報告16によると，リンパ節転移陽性かっ

エストロゲンレセプター陰性乳癌において，

IGFBP5の過発現の乳癌症例は予後不良であると

している.大腸癌の転移に関する報告はみられない

が， p53に依存した経路を介して細胞老化に関連し

ているとする報告21 もあり，予測因子となり得る可

能性も高い.

Decorin (DCN) によって指令されるタンパク質

は，細胞マトリックスの小型プロテオグリカンで，

結合組織の構成因子であるが，様々な腫、蕩細胞の成

長を抑制するといわれている.大腸癌に関しての報

告はみられないが，口腔内の肩平上皮癌26や，慢性リ

ンパ球'性白血病27や，醇臓癌28などで報告がみられ

る.

Calreticulin (CALR)は小胞体の管腔に存在する

多機能タンパクであるが，大腸癌組織にて発現量に

変化があるとする報告22や，大腸癌の分化に関わっ

ているとする報告23がある.転移に関する報告はみ

られないが，この遺伝子には二つの文献M での合致

がみられる.また，黒色腫24や，腸脱癌25等の悪性疾

患でも報告がみられる.

特定の癌が特定の臓器に転移する傾向は， Paget 

の提唱した seedand soil theoryにより理解されて

いる 31 大腸癌肝転移の転移経路は門脈行性とされ

ているが，肺転移の経路は主に二つに分げられる.

一つは，肝転移を介した二次的な肺転移の場合であ

るが，他方は主に下部直腸癌において，中・下直腸

静脈から内腸骨静脈を介し，大循環系に入ることで

起こると旧来より考えられてきた.しかし，実際の

臨床では，肺転移のみを有する結腸癌症例もしばし

ば経験し，今回解析対象とした症例のうち， SP4は

肺転移のみを有する S状結腸癌症例であった.肺転

移単独症例の転移経路は未だ明らかでなく，リンパ

行性の可能性も報告されている 32

表5 異時性肝転移に特徴的な発現プロファイルのうち，他文献との合致がみられた17遺伝子

pvalue FC regulation Gene Symbol Gene Title reference 

0.025 3.26 down HNRPA1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 4 

0.025 2.25 up DCN decorin 3 

0.025 2.13 up IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 6 

0.025 1.95 down NOLC1 nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 4 

0.025 1. 75 down HSPA9 heat shock 70kDa protein 9 (mortalin) 3 

0.025 1. 74 up HSDl7B8 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 8 4 

0.025 1.60 down ARPP-19 cyclic AMP phosphoprotein， 19 kD 4 

0.025 1.57 up CALR calreticulin 4， 8 

0.024 1.53 down KPNB1 karyopherin (importin) beta 1 4 

0.025 1. 46 down PPID peptidylprolyl isomerase D (cyclophilin D) 4 

0.025 1. 44 down ATXN7 ataxin 7 4 

0.025 1. 43 down RPLl5 ribosomal protein Ll5 3 

0.025 1. 40 down GNAI3 guanine nucleotide binding protein (G protein)， 4 

alpha inhibiting activity polypeptide 3 

0.025 1.32 down RPL6 ribosomal protein L6 3 

0.025 1.26 down TXN Thioredoxin 8 

0.025 1.23 down MDM2 Mdm2， transformed 3T3 cell double minute 2， 2 

p53 binding protein (mouse) 

0.025 1.14 down RPL35A ribosomal protein L35a 8 

p : p-value， FC: fold change 
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本研究にて，同時性肝転移群 (SH)・同時性肺転

移群 (SP)間で， differential expression analysis 

を行った結果は表 4の如く， p<0.02且つ FC>3.0

と有意水準・発現変動倍率ともに非常に高いものが

58遺伝子存在していた.またこれら58遺伝子のうち，

同時性肺転移群 (SP)・非転移群 (none)間で differ-

ential expression analysisを行った結果 (p<0.05

且つ FC>3.0) と42遺伝子が合致した一方，同時性

肝転移群 (SH)・非転移群 (none)聞の differential

expression analysis結果 (p<0.05且つ FC>1.1) 

とは 2遺伝子しか合致せず，残りの14遺伝子はどち

らとも合致しなかった.肝・肺各転移の differential

expression analysisにおいて， p<0.05且つ FC>

1.1の遺伝子は，同時性肺転移群 (SP)・非転移群

(none)間と同時性肝転移群 (SH)・非転移群 (none)

間では遺伝子数に 8倍以上の差が認められていた

が，ここではさらに20倍以上の差が認められた.

さらに，それらの58遺伝子を用いた階層的クラス

タリング解析(図 6)及び主成分解析(図7)で'~i ，

共に同時性肝転移群と，同時性肺転移群を明確に区

別することができた.

これらの結果より，大腸癌の肝転移と肺転移の聞

には，血流を含めた転移経路の相違だけではなく，

肺転移のみを起こす大腸癌の遺伝子発現プロファイ

ルは非常に特徴的であり，肝転移のみを有するもの

と大きく異なることが示唆された.

本研究では，異時性肺転移を選択的に予測する候

補遺伝子群は抽出されなかったが，現段階では症例

数が 2例と少ないことに起因すると考えている.し

かし，同時性の肺転移と肝転移で遺伝子発現が大き

く異なる事実は今後の臨床応用の可能性を秘めてい

る.大腸癌術前検索の胸腹部CTにて，しばしば肺

に腫癌を認めることがあり，原発性肺癌か転移性肺

癌かの診断に苦慮する場合がある.これまでにも，

遺伝子発現プロファイルからそれらを鑑別するとし

た報告33があるが，今回肺転移に特徴的とされた遺

伝子発現プロファイルは，今後原発性肺癌の発現パ

ターンと比較することで，診断の一助となる可能性

も考えられる.

結論

大腸癌異時性遠隔転移の予測因子同定を目的とし

て， S状結腸癌・直腸癌の原発巣組織の遺伝子プロ

ファイノレ解析を行った.以前の我々の研究と比較し

て， RNA抽出， cDNA増幅， DNAチップ(GeneChip

@)の使用の 3点で改善を加えた.その結果，大腸癌

の同時性転移群・非転移群聞の differentialexpres-

sion analysisでは異時性転移群・非転移群聞の同解

析と比較して，より有意水準・発現変動倍率共に高

い遺伝子がみられ，より遺伝子変異の蓄積が大きい

ことが示唆された.また，遺伝子発現プロファイノレ

の比較より，異時性肝転移の予測因子となりうる17

遺伝子を同定した.異時性肺転移を選択的に予測す

る候補遺伝子は抽出されなかったが，同時性肝転移

と同時性肺転移における遺伝子発現プロファイルの

比較から，遺伝子学的に異なる発現ノfターンを示す

集団であることが示唆された.また，新たな異時性

肺転移症例の集積を待ち，予測因子の同定を試みる

必要があると考える.
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