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ゲノムアレイCGHを用いた造血器腫瘍における染色体欠失・増幅
領域の網羅的解析
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〈研究の目的と進め方〉
癌細胞で生じている染色体異常は発癌のメカニズムと

不可分の関係にある。白血病や悪性リンパ腫をはじめと
する造血器腫瘍においては、従来より、病型・腫瘍特異
的な染色体の構造異常がゲノムレベルで解析され、多数
の白血病・リンパ腫関連遺伝子が同定されてきた。一方、
これまで主として解析されてきたのは、切断点の解析か
ら比較的容易に標的遺伝子の同定が可能であった相互転
座による異常であるが、他方、これらの腫瘍では、染色
体の増幅・欠失によるゲノムコピー数の異常も高頻度に
認められることが知られている。5q-, 6q-, 7q-, 9q-, 11q-,
12p-, 13q-, 16q-, 20q-などは造血器腫瘍に特徴的報告され
ている異常であるが、その標的遺伝子については未だ解
析が進んでいない。Rb遺伝子、p16/p15遺伝子など、ヒ
ト腫瘍の発症に関与する多くの重要な癌抑制遺伝子が特
定の染色体欠失領域から同定されていることを考えると、
これらの異常の解析とその標的遺伝子の同定は、白血
病・リンパ腫の発症機序を解明する上で重要である。ま
た、これらの欠失の多くが腫瘍の予後と密接な相関を示
すことから、これらの腫瘍に対する治療戦略を考える上
からもこうした欠失の標的遺伝子を同定することが必要
である。本研究では、ゲノムに生じたコピー数の変化を
ゲノムワイドに解析することを可能にするアレイCGHシ
ステムを独自に構築し、これを用いて造血器腫瘍にみと
められる増幅および欠失領域を解析することにより、造
血器腫瘍の発症に関わる遺伝子群を網羅的に同定するこ
とを試みる。

〈研究開始時の研究計画〉
(1)BAC DNAの調整とアレイの作成およびアレイCGHの
ための指摘条件の検討: FISH法によりヒト染色体上への
特異的なハイブリダイゼーションが確認された約3200個
のBACクローンより小スケールでDNAを抽出し、これを
異型としてDegenerated Oligonucleotide Primer による
PCR反応により、繰り返し配列をのぞくクローン特異的
な塩基配列を濃縮したDNA増幅を行うことより、アレイ
作成に必要な大量のBAC由来DNAを調整する。調整した
DNAをDEMSO溶液に溶解し、アミノシランコートを施
したガラススライド上にduplicateでスポットすることに
より、約1Mbpの平均プローブ間隔を有するHuman 1Mア
レイの作成を行う。上記アレイを用いて、diploidの
backgroundで1アレルの欠失を高い精度で検出するため
の基礎的なCGHの条件について検討する。アレイCGHは、
腫瘍DNAと正常DNAを異なる蛍光色素(Cy5およびCy3)
で標識し、これをアレイスライド上で、プローブDNAに
ハイブリダイズさせ、洗浄操作を繰り返したのち、プロ
ーブ特異的にハイブリダイスした標的DNAに由来する蛍
光シグナルをマイクロアレイスキャナーで計測し、２種
類の蛍光シグナルの比を評価することにより、ゲノムコ
ピー数の定量を行う。既に欠失、増幅の状態が分かって
いる細胞株DNAを用いて、アレイ化する際のプローブ
DNAの濃度、spotting solution、spot方式、アレイに用い

るスライドグラス、blockingの方法、標的DNAのラベル
の方法、washの諸条件等について至適条件を検討する。
(2)Human 1Mアレイを用いた造血器腫瘍の解析: 対象と
するのは、50例の慢性骨髄性白血病(CML)および70例の
骨髄異形成症候群(MDS)の症例、およびそれぞれ50例の
急性骨髄性白血病(AML)および急性リンパ性白血病
(ALL)、濾胞性リンパ腫(FL)、およびび漫性大細胞型リ
ンパ腫(DLBCL)の症例である。これらの症例の腫瘍細胞
よりゲノムDNAを抽出し、上記で構築したアレイCGHシ
ステムを用いて、これらの腫瘍におけるゲノムコピー数
の網羅的な解析を行う。多数の症例の解析から、異常が
集積する領域およびホモ接合性欠失を認める領域を同定
し、これらの領域にマップされる遺伝子群について変異
解析その他により腫瘍特異的な遺伝子変異の探索、in
vitroにおける遺伝子導入実験を行うことにより、当該異
常領域から造血器腫瘍の発症に関わる標的遺伝子の同定
を行う。

〈研究期間の成果〉
(1) Human 1Mアレイの作成とその性能評価: 
アレイ作成には、3000クローン以上のBACクローンにつ
いてゲノムDNAを調整する必要があるため、

そこで、Ligation mediated PCR(LMP)法ないしDOP
PCR法を用いたDNA増幅によるプローブの調整を検討し
た。96個のBACクローンを用いて調整したDNAをアレイ
にスポットし、調整法によるCGHの解析の品質について
比較検討を行った。DOP PCR産物、およぴLM-PCR産物
をプローブとしてCGHを行った結果、両者ともBAC
DNAと同等の解析結果が得られることが確認されたた
め、以後は実験操作が最も容易なDOP PCR法により、
BACクローンの大量調整を行い、得られたDNAをアミノ
シランコートスライド上にスポットすることにより、
BACアレイを作成した。

作成したアレイを用いたCGHの諸条件を検討したの
ち、実際の造血器腫瘍の検討を行った。
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図2にMDSにおけるCGH解析の一例を示した。各プロ
ーブについて,腫瘍DNA由来のシグナルと健常DNA由来
のシグナルのlog2比を染色体順にプロットしている.赤○
で示したような染色体レベルでの異常に加えて、緑の○
でしめしたような従来の方法では検出できなかった微細
なコピー数の異常が検出されており、本システムにより
高精度にゲノムコピー数の異常が検出できることを示し
ている。

我々は,本アレイを用いたアレイCGH法により,74例
MDSおよび55例の慢性骨髄性白血病患者検体について,
ゲノムワイドにコピー数の異常を解析した.図3に,MDS
74例におけるアレイCGHによる解析結果をまとめた.コピ
ー数の増加・減少を認めるBACプローブを,染色体ごとに
それぞれ青および赤のバーで示した.バーの高さは,異常を
認めた症例数に対応している.異常はしばしば染色体のバ
ンド程度の大きさに分布しているが,単独のBACプローブ
のみで検出される微細な領域の異常が複数の症例で共通
して観察されており,これらの領域にはMDSの発症に関
わる遺伝子の存在が推定された.また、CMLにおいても同
様に単独のBACのみで異常が観察される領域が認められ
ており(data not shown),とくにCMLの急性転化に伴って
認められる異常については急性転化のメカニズムを考え
る上で興味深いと思われた.

〈国内外での成果の位置づけ〉
アレイCGHを用いた悪性腫瘍のゲノム解析に関して

は、近年多数の研究が発表されているが、我々の研究は、
独自に開発した高密度なCGHアレイを用いて、慢性骨髄
性白血病(CML)および骨髄異形成症候群のゲノム変化を
解析した研究として高い評価を受けつつある。CGHの研
究は、これまでに報告はなく、とくにCMLの急性転化に
伴って認められるゲノムの微細な変化については、今後
同定したゲノム異常を示す領域からの標的遺伝子の同定
が期待される。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
本研究の当初の計画では、今回解析したMDS, CMLの

他にAML, ALL, FL,およびDLBCLについても解析を行う
予定であったが、 これらの腫瘍についての解析をBAC
アレイを用いて行うことはできなかった。実際、3000個

以上のBACクローンを調整し、高い品質のアレイを短時
間で大量に作成することは予想外に大量の労力を要する
ものであった。また、BACアレイシステムの解像度は
1Mnbに達するとはいえ、検出される多くの異常はなお、
数MB程度以上の大きさを有しており、これらの異常を
示す領域からの単一遺伝子の同定は極めて困難であった。
そこで我々は、解析のスループットおよび解析性能(解像
度)の向上を目的として、Affymetrix社のGeneChipを用い
たゲノムコピー数解析システムCNAGを構築した。本シ
ステムは、現時点で平均解像度5.8kbに達しており、解析
のスループットの点においてもCGHシステムを遙かに上
回っており、AML, ALL, FL,およびDLBCLのついてはて
システムを用いた解析を進めている。

〈今後の課題〉
マイクロアレイ技術を用いたゲノムコピー数の解析は、

癌の成因を明らかにする上で極めて強力なブラットフォ
ームであると期待されている。現在主流となっているの
は、BACアレイを用いたアレイCGH法であるが、同アレ
イシステムでは、解析の解像度がすでに限界に達してお
り、今後より高い解像度の解析を進めていく上では、
Affymetrix社のGeneChipに代表される高密度オリゴヌク
レオチドアレイが期待されている。我々はGeneChipを用
いて高品質なゲノムコピー数の解析を可能にするシステ
ムCNAGを独自に構築し、世界的に高い注目を集めてい
る。同システムでは、CGHアレイでは全く不可能なLOH
の解析やアレル別のゲノムコピー数の解析を行うことが
可能となっており、癌ゲノムの異常に関する新たな知見
が得られると期待されている。現在我々はGeneCHipと
CNAGシステムを用いて1000例以上の腫瘍検体の解析を
進めており、これまでに癌で繰り返し認められる多数の
微細な変化の同定を進めており、今後これらの癌ゲノム
の解析を通じて癌の病態解明を進めていく予定である。
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