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1.背 景 2.材 料 と方法

RTreal-timePCR法 は,RNA定 量 に お け る測 定 法 と し

て 汎 用 され て い る。 本 法 で は,RNAを 逆 転 写 反 応 に よ り

cDNAに 変 換 し,そ のcDNAに 対 してPCR反 応 を行 う。

本 法 に よ る各 種mRNA量 の測 定 で は サ ンプ ル の 質 や 量

の 変 動,cDNA合 成 効 率 な どを考 慮 す る必 要 が あ り,測 定

した デ ー一一タを そ の ま ま使 用 で き な い 。一 般 に はtotalRNA,

ribosomalRNAあ る い は 内部 標 準遺 伝 子 のmRNA量 に よ

るデ ー一一タの 補 正 法 が 提 唱 され て い る。 しか し,totalRNA

量 に よ る 補 正 法 で は,正 確 な 濃 度 測 定 の 実 施 やtotal

RNAに 含 まれ るmRNAの 不 特 定 性 が 問題 視 され る 。

RibosomalRNA量 に よ る補IE法 で は,ribosomalRNAあ る

い はmRNAを 転 写 す るRNAポ リ メラ ーゼ が 異 な る た め,

発 現 状 態 の差 異 が 問題 視 され る。 そ の た め,内 部標 準 遺

伝 子 を 用 い た 補 正 法 が 提 唱 さ れ,β.ActinmRNA,

β2.MicrogloblinmRNAお よびG!yceraldehyde3-phosphate

dehydrogenαse((}A,PDH?mRNAが 広 く用 い られ る。 内 部

標 準 遺 伝 子 に 用 い られ る これ らハ ウス キ ー ピ ン グ遺 伝 子

は,発 現 量 の 普 遍性 が 補 正 に お け る条 件 で あ る。しか し,

組 織 間 に お い て ハ ウス キ ー ピ ン グ遺伝 子 の 発 現 量 の 変 化

が 報 告1)さ れ て お り,補 正 した デ ー一一タに バ イ ア ス が 生 じ,

適 切 な 解釈 の 妨 げ とな る。 した が っ て,遺 伝 子 発 現 解 析

で は 内 部標 準 遺 伝 子mRNAの 選 定 が重 要 で あ る。そ こで

本 研 究 で は,上 記 の 他 にfi-GlucuronidasemRNAを 内 部

標 準 遺 伝 子 と して 追 加 し,mRNA測 定 に お け る内 部 標 準

遺 伝 子 選 定 の 条 件 検 討 を行 な っ た 。

2.1内 部 標 準 遺 伝 子 のmRNA量 測 定

胃 が ん 患 者 の 癌 部,非 癌 部(各10例)か らHighPure

RNATissueKit(RocheAppliedScience)を 用 い てtotal

RNAを 抽 出 し た 。サ ン プ ル の 採 取 に 関 し て は 採 取 し た 施

設 の 倫 理 規 定(患 者 に 対 す る イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト

を 含 む)に 基 づ き 適 正 に 処 理 さ れ た サ ン プ ル を 用 い た 。

PrimeScript⑪HlststrandcDNASynthesisKit(TaKaRa)

に よ りcDNAを 合 成 し た 。内 部 標 準 遺 伝 子 のmRNAと し

て β.ActinmRNA,fi2.MicrogloblinmRNA,(}APDHmRNA

お よ びfi-GlucuronidasemRNAのpr㎞erを 設 定 し,合 成

し たcDNAをReactionMixture(2×KAPASYBR⑪EAST

qPCRMasterMix(日 本 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス 株 式 会 社)8.5

pL,Forwardpr㎞erO,27μM,ReverseprimerO.27pM)に 添

加 し,95℃/3min後,95℃/30sec,60℃/30sec,72℃/30sec

を1サ イ クル と し たRr-PCR反 応 を40cycles行 な っ た

(iCycleriQTMReal-t㎞eDetectionSystem/Bio-Rad)。

2.2内 部 標 準 遺 伝 子mRNAの 検 出 限界 の 測 定

任 意 に選 択 した サ ン プル のtotalRNAを 段 階 希 釈 し,

cDNAを 合 成 した。 合 成 したcDNAをReactionMixture

に 添加 し,上 記2.1と 同様 の反 応 を 行 な っ た。 反応 終 了

後,PCR増 幅 産 物 を2%ア ガ ロー一一ス ゲ ル に供 し,電 気 泳

動 を行 な っ た。エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ド染 色 したPCR増 幅

産 物 をUVト ラ ンス イ ル ミネ ー一一ター に よ っ て確 認 した。

3.結 果
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内 部 標 準 遺 伝 子mRNAで あ るfi-ActinmRNA,

β2-MicrogloblinmRNA,(}A.PDHmRNAお よ び

β一GlucuronidasemRNAそ れ ぞ れ の1,0μgtotalRNAに お

け る 平 均 発 現 量 ±標 準 偏 差 値 は,癌 部 で は1053±030,
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1054±040,1052±025お よ び1041±047で あ っ た 。 非 癌 部 で は

1048±056,1049±069,1038±ol5お よ び1032±ol5と 算 出 さ れ た

(Figurel)。

ま た,PCR増 幅 産 物 を 電 気 泳 動 後,UVト ラ ン ス イ ル ミ

ネ ー一一タ ー の 可 視 化 に よ り,内 部 標 準 遺 伝 子 由 来mRNAの

み の 増 幅 を 確 認 し た 。 さ ら に,cDNA合 成 に 用 い るtotal

RNAの 量 の 変 化 に よ るPCR増 幅 産 物 の 増 減 も確 認 し た 。

各 内 部 標 準 遺 伝 子mRNAの 検 出 限 界 は300～800copies

と 確 認 さ れ た 。
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Figure1.Expressionofinternalcontrolgenesin

humangastriccancertissues.

mRNAexpressionlevelsarepresentedasthe

mRNAcopynumberperμgtotalRNA.

4.考 察
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癌 部 で は 各 サ ンプ ル に よっ てStageや 分 化度 が 異 な り,

同 じ癌 部 で も多 種 の 細 胞 の 存 在 が 明 らか に な って い る2)。

従 っ て,非 癌 部 よ りも癌 部 の 方 が細 胞 の 種 類 が 多 い,す

な わ ち内 部 標 準 遺伝 子 の 発 現 量 が 一 定 で は な い 可 能 性 が

高 い 。 しか し,本 研 究 で は標 準 偏 差 の 値 が癌 部 と非 癌 部

に お い て 予 想 した ほ どの 差 異 は確 認 され な か った 。 む し

ろ標 準 偏 差 の値 が 比 較 的 小 さい(}A.PDHmRNAお よび

fi-GlucuronidasemRNAに お い て,癌 部,非 癌 部 で の 平 均

mRNA量 が10倍 以 上 も異 な っ た 。 この 状 況 で 内 部 標 準

遺 伝 子mRNAに よ る補IEを 行 うこ とは,癌 部 の 中 で の デ

ー タの 解 析 に は役 立 つ が
,癌 部 と非 癌 部 の 比 較 に お い て

は 補 正 と して の 役 割 を 担 っ て い な い 。 標 準 偏 差 の 値 を 無

視 す れ ば β.ActinmRNAお よびfi2-Mi'crogloblinmRNAの

方 が,(}APDHmRNAお よ びfi-GlucuronidasemRNAよ り

も癌 部,非 癌 部 にお け る 平 均 値 の乖 離 が 少 な く,内 部 標

準 に 適 した遺 伝 子 と言 え る。 た だ,こ れ らの デ ー タは 指

数 表 記 の グ ラ フ で の 場 合 で あ り,平 均 値 の 乖 離 だ けで 判

断 す る と,全 体 的 に数 値 が低 い β一GlucuronidasemRNAが

最 も乖離が少ない。本研究の結論としては,癌 部および

非癌部でのmRNA量 の平均値が揃い,か つ標準偏差の値

もより小さい内部標準遺伝子 を更に追求す るしかない。

本研究では,totalRNAの 質を無視 している。RNAは

DNAと 比較すると非常に不安定であり,-80℃ 下におけ

る凍結保存時でも半減期が約半年 と言われている。RNA

の質はcDNA合 成に影響を与え,デ ー一一タの変動を引き起

こす可能性がある。このため,や はり内部標準遺伝子を

特定す る必要がある。Vandesompeleら1)が 指摘したよう

に,臓 器ごとに様々な内部標準遺伝子のmRNA量 を比較

す る必要があるが,本 研究のように内部標準遺伝子の

mRNA量 が同 じ臓器内の細胞種の違いに起因して異な

る場合は,明 確な指針はなく研究者の判断に任せ られて

しまう。同時にそれはデータの信慧性を論ずる うえで,

欠かせない判断でもある。また,測 定対象のmRNA量 と

内部標準遺伝子mRNA量 は10倍 以内に収まっている方

が解析 し易いため,そ の点でも選定をさらに困難にする。

癌部,非 癌部など臨床サンプルを用いた実験では,各 サ

ンプルの保存や抽出の時期などを揃えるのは難 しく,サ

ンプルによってRNAの 劣化の程度が若干異なってしま

う。これも内部標準遺伝子のmRNA量 のIE確 な測定に影

響を与えているかもしれない。臨床サンプルは倫理規定

などで取扱いが厳 しく制限されているが,測 定する うえ

でも,内 部標準遺伝子だけとっても,簡 単には取扱えな

い。 これからも内部標準遺伝子の探索は続けることにな

るが,理 解が深まるにつれ難解 さが増 して来るテーマで

ある。
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