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口腔扁平上皮癌におけるcDNA microarray法による遺伝子発現の検討

片山昭公, 岸部 幹, 高原 幹, 林 達哉, 野中 聡, 原渕保
明



１．対象

口腔扇平上皮癌細胞株SAS、HSC3、HSC4の三

種を用いた。組織検体として、当科で治療を行っ

た口腔篇平上皮癌組織７検体（舌馬平上皮癌５例、

口腔底扇平上皮癌ｌ例、頬粘膜馬平上皮癌１例）

と正常口腔粘膜組織３検体を用いた。
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以上を発現上昇とした。

Ｂ）RT-PCR法による半定量的解析

口腔扇平上皮癌細胞株、口腔扇平上皮癌組織と

正常口腔粘膜組織より各々、核酸抽出用特殊試薬

(セパゾールＲＮＡＩ：nacalaitesque社）を用い、

totalRNA抽出。ｔｏｔａｌＲＮＡのDNAse（Ｍas‐

sageCleankit：GeneHunter社）処理を行い、

ｔｏｔａｌＲＮＡより逆転写反応でテンプレートＤＮＡ

合成。サーマルサイクラー（PTC-100：ＭＪＲｅ‐

search社）を用い、９４℃１分→55℃１分→72℃

１分、３０サイクルにてＰＣＲ反応を行った。内部

標準遺伝子のプライマーとしてはβ-actｉｎ遺伝子

のプライマーを用いた。今回目的遺伝子のプライ

マーとして、ＳＵＭＯ-1遺伝子のプライマーを作成し

た。ＳＵＭＯ-1遺伝子のプライマーはＥＸＯＮｌから

EXON5まで４つのINTORONを挟み、301ｍｅｒ

の塩基が増幅される様にデザインした。ＰＣＲ産物

のアガロースゲル電気泳動を行い、出現したバンド

濃度はデンシトメーター（SIONＩＭＡＧＥ：SCION

社）にて測定した。それぞれのレーンで、ＳＵＭＯ‐

1/βactｉｎ比を算出し、Mann-WhitneyUtestで

検定にて統計学的検討を行った。

はじめに

近年、分子生物学的手法の発達とともに口腔扇

平上皮癌において種々の遺伝子発現変化が報告さ

れてきている。最近、遣伝子発現の違いを検討す

る手段としてcDNAarray法が確立された。今回

このcDNAarray法を用いて、口腔扇平上皮癌細

胞株、口腔肩平上皮癌組織と正常口腔粘膜組織間

での遺伝子発現異常をスクリーニングし、RT-PCR

法による遺伝子発現の半定量的解析を行った結果、

興味深い予研が得られたので報告する。
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２．方法

Ａ）cDNAarray法

口腔肩平上皮癌細胞株、口腔肩平上皮癌組織と

正常口腔粘膜組織より各々、核酸抽出用特殊試薬

(セパゾールＲＮＡＩ：ナカライタスク社）を用い、

totalRNA抽出。PureTotalRNALabeling

System（clontech社）を用いて、ｔｏｔａｌＲＮＡの

ＤＮＡｓｅ処理、ｔｏｔａｌＲＮＡ５０帽よりｍＲＮＡを濃

縮、３２Ｐ標識cDNAプローブの作成をした。ｃＤＮＡ

プローブをｃＤＮＡアレイ（AtlasHumanCancer

L2Array：clontech社）にし68℃、overnight
f

でハイブリダイズし、洗浄の後、フォスフォイメー

ジャー（BAS2000解析システム：富士フィルム社）

にて解析した。得られたシグナルの口腔篇平上皮

癌細胞株または口腔扇平上皮癌組織/正常組織比２０

３．結果

cDNAarray法の結果、正常口腔粘膜組織１検

体に比較し口腔篇平上皮癌細胞株３検体、口腔扇平

上皮癌組織１検体で共通して発現上昇している遺

伝子の一つにＳＵＭＯ-１（smallubiquitinrelated

modifierl）が確認された。ＳＵＭＯ－１シグナルの

対β-actｉｎシグナル比は、口腔篇平上皮癌細胞株

SAS、HSC3、HSC4、口腔篇平上皮癌組織でそれ

ぞれ2.61,2.41,3.97,2.50であった。

RT-PCR法による半定量的解析で、口腔扇平上
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