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１．研究実施の概要 

本研究の目的は、高精度ゲノムマイクロアレイシステムを開発し、これを用いて従来の技術では

検出困難であった癌や遺伝疾患の潜在的な微細ゲノムコピー数異常を探索し、この情報を基に疾

患関連遺伝子を同定することである。充実した情報とクローン資源を容易に入手できる現在のゲノ

ム環境において、疾患遺伝子座の発見は疾患遺伝子の同定そのものであると言える。したがって、

微細な増幅変化や欠失をゲノムワイドに網羅的に検出するシステムの開発は必須であり、本システ

ムの開発は、癌治療の標的分子や癌個性診断のバイオマーカーを明らかにするだけでなく、本態

不明とされている自閉症や精神発達遅滞をはじめとする潜在的染色体異常の存在が予測されて

いる疾患群においても、原因遺伝子の究明において強力なツールとなる。また、in-house ゲノムア

レイ上で展開するメチル化 DNA や特定蛋白の DNA 配列領域のゲノムワイドスクリーニングの応用

法を開発し、疾患のエピゲノム解析を行う。 

従来、100 キロベース(kb)～数メガベース(Mb)レベルのゲノム構造異常を全染色体にわたり俯瞰的

に検出する技術は存在しなかった。これを克服するものとして以下の①～⑤の in-house CGH アレ

イを開発した。 

 具体的には、①4523 個の BAC クローンを配置した全ゲノムをカバーする高密度アレイ（国立がん

セ、細田、大木博士と共同研究）、②染色体 1p36 の 20Mb を間断なくカバーしたアレイ、③癌関連

遺伝子 800 種類の解析を可能とする「がん個性診断」用アレイ、④X 染色体を 1003 個の BAC で

埋め尽くした高密度アレイ、⑤既知遺伝疾患、染色体異常症の診断アレイ。特に③Cancer 

Array-800 と⑤MCG GD(Genome Disorder)アレイは癌ゲノム診断ならびに遺伝診療の染色体検査

の代替・補完検査技術としての実用化に積極的に取り組んでいる。これら実用レベルのアレイに加

えて 2005 年度はヒトゲノム中に存在する数 10kb～Mb レベルの大きなゲノム DNA 挿入・欠失多型

（Copy Number Polymorphism; CNP）のゲノムワイド検出を可能とする新規ゲノムアレイ（MCG CNP 

Array）の開発を進めている。本研究課題において構築したゲノムアレイは、わずか数 10kb のヘミ

欠失を検出する精度であり、癌に特異的な染色体コピー数異常だけでなく、本態不明の自閉症や

精神発達遅滞、多発奇形症などにおいて疾患の原因と直結したゲノム一次構造を浮き彫りにする

可能性がある。また，ゲノムアレイによる診断システムの臨床応用を視野に、①アレイデータ解析の



専用ソフトの開発、②各種癌の基本ゲノム構造異常データベースの構築、③解析技術装置（ハイ

ブリダイゼーションチャンバ）等の開発も実施した。 

 

２．研究実施内容 

（１） CGH データベースの構築 

約 5 年間をかけ、25 種類以上の癌の総計 900 例以上を標準 CGH 法で解析し、データベースを構

築し公開した。（2003 年 7 月 29 日に公開。CGH Data Base: http://www.cghtmd.jp/cgh 

database/index.html) このデータベースは米国 NCBI 統合データベースにおいて“CGH data base 

Japan”として紹介され世界中の癌ゲノム研究者によって利用されている。2005 年３月には、その内

容を更新し、アクセス件数は 14000 件(2006/01/26 現在)を超えた。さらに、CGH アレイによる癌の

微細ゲノム構造異常の解析を進めており、各種細胞株を中心に既に 700 例の解析を終了した。こ

れらデータも順次データベース化し公開の予定である。 

 

（２） 癌のゲノム・エピゲノム解析 

① 消化器癌の癌関連遺伝子の同定 

大腸癌：大腸癌(CRC)の肝転移は予後を左右する最大の因子といっても過言でない。CRC 原発巣

と同一患者の肝転移巣の間でのゲノム変化の差をサブトラクティブCGH法により比較し第６番染色

体短腕 6p 過剰を見出した。次に CGH アレイにより CRC 細胞株のゲノム構造異常をスクリーニング

し２細胞株で 6p21 の高度増幅を検出し、同領域の標的遺伝子がサイクリン D3（CCND3）であること

を明らかにした。CRC原発巣の120症例において、①辺縁隆起部、②粘膜下層浸潤先進部、③漿

膜下層浸潤先進部、④腫瘤中心部の４箇所より癌組織を採取して組織マイクロアレイを作製して

CCND3 蛋白発現を調べ、臨床病理学的諸因子との相関を解析した。その結果、辺縁隆起部での

CCND3 発現陽性例で血管浸潤性転移の頻度が有意に高いことが示された。本論文(Tanami et 

al., Lab Invest 2005)は雑誌 Laboratory Investigation 掲載号の巻頭で紹介されるとともに Nature 

Publishing グループ HP のトップ画面でも紹介された。 

胃癌：胃癌は日本人での発生頻度の高い癌である。MCG Whole Genome Array-4500/Cancer 

Array-800 を用いて胃癌細胞株 32 例の CGH アレイ解析を行った。新規増幅を CDK6 (7q21.2)に

検出した。CDK6 は胃癌臨床検体の組織マイクロアレイを用いて 293 例で免疫染色による発現解

析を行った。(Takada et al., Cancer Sci 2005)  

 

図１． Cancer Array-800 で胃癌細胞株 MKN45 を解析した。通常の CGH 法（左）では検出

不能の微細 1p36 欠失(赤矢印)と 1q21.3 増幅（緑矢印）を検出する。 



 さらに、MCG Whole Genome Array-4500 により、新規の 2q33.3 ホモ欠失を見出し、標的遺伝子

として ADAM23 を明らかにした。マイクロダイセクションで採取した胃癌外科摘出サンプル 39 例の

検討でもその 1 例で ADAM23 ホモ欠失を確認した。ADAM23 は正常胃上皮細胞で発現している

にもかかわらず、ホモ欠失(-)の胃癌細胞株において mRNA レベルにおいて発現はなかった。脱メ

チル化剤 5’-aza 2’deoxycytidine の投与により、胃癌細胞株において ADAM23 発現の回復を認

め、さらにプロモーター領域の CpG 島に高頻度の DNA メチル化を検出した。この ADAM23 プロモ

ーターのメチル化は MSP 法により臨床検体でも確認できた。以上の結果から、2q33.3 に座位する

ADAM23 がジェネティック／エピジェネティックな機構により機能消失する胃癌抑制遺伝子の候補

であることを明らかにした。 (Takada et al., Oncogene 2005) 

 

図２． 胃癌細胞株の Whole Genome Array-4500 アレイによる CGH 解析 

A.矢印は(左)WWOX(16q23.1)、(右) ADAM23（2q33.3）のホモ欠失を指す． 

B.アレイ CGH で検出したホモ欠失を Genomic PCR で確認をした． 

 

② 肺癌の新規癌関連遺伝子の同定 

肺非小細胞癌細胞株(NSCLC)のCGHアレイ解析で検出した9q33の新規ホモ欠失領域から，ホモ

欠失あるいはプロモーターCpG アイランド領域のメチル化により高頻度に発現消失を認める遺伝

子 DBC1 を同定した。(Izumi et al., Hum Mol Genet 2005) DBC1 のメチル化と発現消失は臨床例



でも認められ，発現消失株に強制発現させることにより細胞増殖抑制が起こることから，新規肺非

小細胞癌抑制遺伝子候補であることを明らかにした。この DBC1 は喫煙者、高齢者の非腫瘍部肺

上皮細胞でもメチル化を起こす傾向があることから、喫煙と肺非小細胞癌の発症機構を知る上でも

興味深い。 

 

③ 神経芽細胞腫の新たな癌抑制遺伝子の発見 

神経芽細胞腫（NB）は小児固形腫瘍の中でも最も高頻度に発症し、臨床的にも病態解明は重要

である。N-myc 遺伝子増幅を起こし１才以上の乳児に発症する予後不良群（StageⅢ,Ⅳ）と、１才未

満の乳児に発症しその後神経分化を遂げながら自然退縮する予後良好群（StageⅠ,Ⅱ,Ⅳa）の２

群に大別できるという特徴から、臨床面だけでなく生物学的にも注目されている腫瘍である。これら

のことから我々は NB の分子病態解明をゲノム的アプローチで進めている。既に NB の高頻度

17q22-23 増幅の標的遺伝子の一つが PPM1D であることを報告した。（Saito-Ohara, Imoto et al., 

Cancer Res 2003） 

 今回、我々が開発した BAMCA 法（図３）を用いて予後良好例の NB 原発腫瘍(StageⅠ,Ⅱ)と進行

例(StageⅢ,Ⅳ)から樹立された NB 細胞株との間での DNA メチル化の差を検索し、予後不良群に

おいて特異的にメチル化を受ける癌抑制遺伝子候補のスクリーニングを行った。その結果、3q21

に座位する BAC クローン（RP11-169N13）を陽性シグナルとして検出し、これに含まれる核内受容

体型転写因子 NR1I2（別名 PXR）を標的遺伝子として同定した。NR1I2 のプロモーター解析より

CpG を含む intron 2-exon3 の領域にプロモーター活性を検出した。また StageⅢ,Ⅳの進行 NB で

は同領域の高度 DNA メチル化により NR1I2 発現が消失しており、この傾向は N-myc 増幅症例で

有意に強く、またその傾向は予後不良例に認められた。この NR1I2 の強制発現によりコントロール

に比し明らかに腫瘍細胞の増殖が抑制されることから、進行 NB の癌抑制遺伝子候補と結論した。

NR1I2 は NB 悪性度を知るバイオマーカーのみならず分化誘導療法薬剤のスクリーニングを知る上

でも非常に良い生体指標となる。(Misawa, Inoue et al., Cancer Res 2005) 

 

（３） ゲノムアレイの応用技術開発 

ポストシーケンス以降のゲノム研究である ENCODE(Encyclopedia of DNA functional element)プロ

ジェクトを視野に、現在、ゲノムアレイを解析のプラットフォームにした応用技術開発を進めている。 

１．メチル化 DNA 領域の解析法 BAMCA の開発（図３） 

 DNA メチル化領域のゲノムワイドスクリーニング法として、BAC アレイ上で MCA(methylated CpG 

island amplification)法を展開する BAC array-based MCA method （BAMCA 法)を確立した。

（Inazawa et al., Cancer Sci, 2004, review）。現在、この BAMCA 法により、口腔・食道扁平上皮癌

をはじめとする各種の病型で癌特異的メチル化 DNA 領域のゲノムワイドスクリーニングを行い、幾

つかの癌抑制遺伝子候補を同定している。 

２．蛋白結合 DNA 領域の染色体ワイド検出法 ChIP on BAC-array の開発 

 全ゲノムにおける蛋白コード領域はわずか２％以下である。約９８％の蛋白非コード領域には、プ



ロモーターやエンハンサー、さらに種を超えて保存されている CNE (Conserved Noncoding 

Element)などの時空間的転写調節ドメイン、あるいは 100kb～Mb レベルの挿入／欠失多型

(insertion/deletion polymorphism)の存在が明らかにされてきている。当研究室において BAC アレ

イとクロマチン免疫沈降法（ChIP）を組み合わせた“ChIP on BAC-array”法を確立し、癌や発生に

関与する転写因子結合領域の染色体ワイド解析を進めている。 

 

 

 

図３．BAC array-based MCA 法の概略を図で示した 

 

（４） 遺伝性疾患のゲノム解析 

 我々の手によって標準化したゲノムアレイは、「遺伝疾患、染色体異常症の診断」、「癌の個性診

断」の臨床応用技術としても多大な期待が寄せられている。また、既に幾つかの本態不明の遺伝

疾患において疾患特異的なゲノム異常領域候補が明らかになってきており、原因遺伝子の探索の

糸口となるものと期待している。現在、疾患遺伝子座の候補領域内ゲノムの機能解析を進めてい

る。 

 

３．研究実施体制 

高精度ゲノムアレイの開発と疾患遺伝子の探索研究グループ 

①研究分担グループ長：稲澤 譲治（東京医科歯科大学、教授） 

②研究項目：高精度ゲノムアレイの技術開発とテーラーメイド医療に向けた疾患遺伝子の探

索ならびに同定と研究総括 

 



組織アレイ開発グループ 

①研究分担グループ長：津田 均（防衛医科大学校（病理２）、助教授） 

②研究項目：組織アレイ技術による high-throughput 発現解析技術の開発 

 

メンブレンアレイ開発グループ 

①研究分担グループ長：細田 文恵（国立がんセンター研究所（分子腫瘍）、主任研究官） 

②研究項目：メンブレンを用いた CGH アレイ技術の開発 

 

癌多段階病変解析グループ 

①研究分担グループ長：金井 弥栄（国立がんセンター研究所（病理部）、部長） 

②研究項目：マイクロダイセクション組織による癌多段階病変ゲノム異常解析 

 

発現解析グループ（１） 

①研究分担グループ長：今井 高志（（財）放医研・フロンティア研究センター、プロ

ジェクトリーダー） 

②研究項目：cDNA マイクロアレイによる発現解析 

 

発現解析グループ（２） 

①研究分担グループ長：江見 充（日本医科大学老人病研究所、教授） 

②研究項目：cDNA マイクロアレイによる発現解析 

 

造血器腫瘍解析グループ 

①研究分担グループ長：小川 誠司（東京大学大学院造血再生医療寄付講座、助教授） 

②研究項目：造血器腫瘍のゲノムアレイ解析 

 

食道癌解析グループ 

①研究分担グループ長：嶋田 裕（京都大学大学院医学研究科・腫瘍外科、講師） 

②研究項目：食道癌のゲノム異常解析 

 

小児癌解析グループ 

①研究分担グループ長：杉本 徹（京都府立医科大学小児科、教授） 

水谷 修紀（東京医科歯科大学大学院、教授） 

②研究項目：小児腫瘍のゲノム異常解析 

 

胃癌解析グループ 

①研究分担グループ長：山岸 久一（京都府立医科大学消化器外科学、教授） 



②研究項目：胃癌のゲノム異常解析 

 

婦人科腫瘍解析グループ 

①研究分担グループ長：坂本 優（佐々木研究所付属杏雲堂病院、部長） 

②研究項目：研究項目：婦人科腫瘍のゲノム異常解析 

 

XLMR 解析グループ 

①研究分担グループ長：松尾 雅文（神戸大学大学院医学系研究科、教授） 

②研究項目：Ｘ染色体異常症のアレイ解析 

 

てんかんゲノム解析グループ 

①研究分担グループ長：山川 和弘（理化学研究所脳科学総合研究センター、チーム

リーダー） 

②研究項目：てんかんの微細染色体異常解析 

 

肝胆膵腫瘍解析グループ 

①研究分担グループ長：有井 滋樹（東京医科歯科大学大学院、教授） 

②研究項目：肝胆膵腫瘍のゲノム異常解析 

 

口腔頚部癌解析グループ 

①研究分担グループ長：天笠 光雄（東京医科歯科大学大学院、教授） 

②研究項目：口腔頚部領域腫瘍のゲノム異常解析 

 

アレイスキャナ解析ソフト開発グループ 

①研究分担グループ長：正木 克典（日立ソフトウェアエンジニアリング（株）ライ

フサイエンス本部バイオインフォマティクス開発部、部長） 

②研究項目：ゲノムアレイスキャナおよび解析ソフトウエアの開発 
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