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要旨 
 
	 本論文は，約 5,000遺伝子を標的とする short hairpin RNA（shRNA）ライブラリーを用い

た in vitroな手法とデータベースを利用した in silicoな手法を組み合わせて，がん抑制機構

である p53経路を介したがん生存因子を探索する方法についてまとめたものである。 

	 ヒト骨肉腫細胞株 U2OSに shRNAライブラリーを導入して遺伝子の発現を抑制し，アク

チノマイシン D（Actinomycin D, ActD）を用いてアポトーシスを誘導した。ActD感受性お

よび耐性遺伝子を，遺伝子抑制による細胞の生存性の変化を指標にスクリーニングした結

果， ActD 感受性遺伝子として TP53を含む 161遺伝子，ActD 耐性遺伝子として 161 遺伝

子が選択された。これらの遺伝子には，薬剤に対する反応性や DNA障害への応答，細胞周

期，DNA修復といった，p53経路との関連が考えられる機能を持つ遺伝子が含まれており，

スクリーニングによって選択された遺伝子に，p53経路の制御遺伝子や p53の標的遺伝子が

含まれることが示唆された。 

Gene Expression Omnibus から取得した p53 野生型大腸がん患者の遺伝子発現プロファイ

ルを解析し，遺伝子発現が大腸がん患者の生存予後に影響する 5974遺伝子を見出した。こ

れらの遺伝子と，スクリーニングで選択された遺伝子では，ActD感受性の 161遺伝子のう

ち 43遺伝子，ActD耐性の 161遺伝子のうち 47遺伝子が共通することが判明した。これら

の遺伝子が p53経路に依存してがん患者の生存予後に影響するなら，p53変異型の大腸がん

患者の生存予後への影響は見られなくなると予想された。また，ActD感受性遺伝子の場合，

遺伝子が高発現の患者は予後良好であり，ActD 耐性遺伝子の場合，遺伝子が高発現の患者

は予後不調であると考え，生存性の傾向を検討した。その結果，ActD感受性の 43遺伝子の

うち 7遺伝子，ActD 耐性の 47遺伝子のうち 33遺伝子が，p53変異型大腸がん患者では生

存予後に影響しないと見出された。これらの遺伝子は細胞の生存性，細胞周期チェックポイ

ント，薬剤耐性などの機能を有することが示唆され，本手法によって選択された遺伝子群に

は p53経路を介したがん患者の生存因子が含まれることが示唆された。 

	 shRNAライブラリースクリーニングとバイオインフォマティクスを組み合わせて選択さ
れた 40遺伝子には，p53の制御との関連が報告されている CCNB11)，ANKHD12)，NCOA33)，

SIPA14)，IKBKB5)，LITAF6)が含まれていた。また，がん患者の生存因子として報告されてい

る NCOA37,8)，HOXA19)，FOLR110)，SOCS111)および PI4KA12)も選択されていた。特に NCOA3

は，発現が抑制されると p53が安定化し 3)，がん患者において発現が高い場合において予後

不良であることが報告されていた 7,8)。以上のことから本論文では約 5,000 遺伝子を標的と

する shRNAライブラリーを用いたスクリーニングとバイオインフォマティクスによる解析

を組み合わせることで，p53経路で機能して予後と関連する新規遺伝子を探索できる可能性

を示した。 
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第 1 章	 研究背景 
 

1-1.  がん抑制遺伝子 TP53 

細胞のがん化は，正常細胞の遺伝子に変異が生じ，正常な機能を失うことで起こる。細胞

のがん化を抑制する主要な遺伝子のひとつに p53 タンパク質をコードする TP53 がある。

p53は，アポトーシスを誘導する BAX13)や PUMA14)，細胞周期の停止を誘導する p2115)，14-

3-3σ16)，DNA修復を誘導する GADD4517,18)等の遺伝子の転写を促す。細胞が，放射線や薬

剤による DNA損傷や RNAの合成障害 19-21)，がん遺伝子による発がんストレス 22)，栄養飢

餓 23)等のストレスに曝されると，p53によって細胞周期の停止やアポトーシスが誘導され，

がん細胞は生体から除去される。以上のような p53 を中心とした遺伝子群による異常細胞

の修復・除去機構を，p53経路という（図 1-1）。 

 

 

 
図 1-1 p53経路を介した異常細胞の修復・除去機構 
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細胞核内に常に発現している p53は E3ユビキチンリガーゼである MDM2 によってユビ

キチン化され，プロテアソームによって分解されているので，その機能は抑制されている

（図 1-2）。 

細胞がストレスに曝されると， MDM2 や p53 がリン酸化され，MDM2 と p53 の結合が

阻害される。そのことによって p53が蓄積して活性化 24)，また，安定化 25,26)が起こる。その

他には，MDM2がリボソームタンパク質（ribosome proteins，RPs）L11や RPL5の結合によ

って阻害され，p53 が安定化する 27)。通常，RPs は核内に存在する核小体に局在している。

この RPs の核小体への局在化を制御するタンパク質が PICT1 である。PICT1 の活性が失わ

れると，RPs は核小体から核全体へと局在変化を起こし，RPs が MDM2 と結合することで

その活性を阻害し，p53が作動する。この経路は核小体ストレス応答と呼ばれ，近年になっ

て報告された新たな p53経路制御機構である 28-31)。 

 

 

 

図 1-2 MDM2を介した p53の制御 
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生体内において，p53は異常細胞を除去するゲートキーパーの役割を担っている。p53の

遺伝子変異によってその活性が失われているがん患者は全体の約半数に及ぶ 32)。p53の変異

はがん患者の生存性にも大きく影響し，TP53 変異型のがん患者は野生型のがん患者に比べ

て予後不良となる傾向にある 33,34)。また，PICT1のように TP53野生型の大腸がんなどのが

ん患者の生存性に寄与するが，TP53 変異型の場合はその傾向を失う遺伝子も報告されてい

る 28)（図 1-3）。 

以上のように，p53はがん治療標的の候補であるため，多くの研究がなされてきた。しか

しながら，近年になって核小体ストレス応答のような新たな p53 の制御機構が明らかにな

りつつあり 27)，未だ p53経路の全体像は十分に解明されているとは言えない。p53経路が明

らかになれば，がんの新規治療法の確立へつながると考えられ，全貌の解明が期待される。 

 

 

 

Sasaki, M. et al. Nat. Med. 17, 944–951 (2011) 改変 

図 1-3 p53制御遺伝子である PICT1発現による大腸がん患者生存予後への影響 
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1-2.  バイオインフォマティクスのがん研究への応用 

近年，次世代シーケンサーや DNAマイクロアレイを利用したハイスループットな解析方

法が発達し，大量のがんゲノム情報が得られるようになった。これらのゲノム情報は The 

Cancer Genome Atlas（TCGA）や Gene Expression Omnibus（GEO）等のサイトで公開されて

いる。通常，このようなゲノム情報は膨大なデータ量であり，そのまま利用することは困難

である。そのような膨大なデータの中から，がんの遺伝的特徴や治療標的を探索するために

バイオインフォマティクスを用いることで，初期のルミナルサブタイプ（エストロゲン受容

体陽性）の乳がんにおける新規の遺伝子変異や，過剰変異を起こしていない大腸や直腸がん

のゲノム変異には差がないことなど，がんの部位やサブタイプごとの遺伝的バックグラウ

ンドについて明らかになりつつある 35,36)。さらに，そのような報告では，既知のがん遺伝子

やがん抑制遺伝子が腫瘍化に重要であることが改めて提示されており，がんの遺伝的バッ

クグラウンドの研究に対するバイオインフォマティクス的手法の有効性が示されている。

また，これまでの分子生物学的手法では発見が困難であったがん遺伝子やがんの治療標的

遺伝子が報告されている。以上のことから，従来の実験手法とバイオインフォマティクスを

用いてがんのゲノム情報を解析することで，p53制御遺伝子や p53標的遺伝子または p53経

路を介した治療標的となる遺伝子の探索が可能であると考えられた（図 1-4）。 

 

 

 
図 1-4バイオインフォマティクスによるがん研究の進展 
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1-3.  研究の目的 

	 p53 経路の全貌は不明だが，p53 経路の制御や p53 の標的となる遺伝子を解明できれば，

新たながん治療標的となりうる。p53経路に関連する遺伝子を，in vitroや in vivoな手法で

検討する方法は，細胞やモデル生物の表現型の変化を個別に調べなければならず，遺伝子改

変動物の作製や解析システムの構築に実験費用や時間が必要である。また，データベースを

利用して，膨大な遺伝子発現情報から，p53 経路で機能する予後因子を選択する場合にも，

同様の in vitroや in vivoでの検討が必要となる。また，急速に発展するハイスループットな

解析法を利用した遺伝子スクリーニングでは，多数の疑陽性遺伝子が選択されることが問

題となる。そこで，本論文では，ハイスループットな遺伝子スクリーニングとバイオインフ

ォマティクスを組み合わせることで，個別の検討を行わずに疑陽性遺伝子を排除し，効率よ

く p53 経路を介した生存因子を同定する方法を確立することを目指した。まず，プール型

shRNAライブラリーを用いた RNA interference（RNAi）スクリーニングを行い，p53経路に

関連する可能性のある遺伝子を選択した。次に，p53経路を介してがん患者の生存予後に影

響する遺伝子を調べるために， GEOにおいて報告されている大腸がん患者の DNAマイク

ロアレイデータを解析し，TP53野生型では生存予後に影響するが，TP53変異型では影響を

示さない遺伝子を探索した。両方の解析に共通して選択された遺伝子は，p53経路の制御に

関連し，がん患者の生存因子であると考えられた。 
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第 2 章	 shRNAライブラリーを用いた p53制御遺伝子のスクリーニング 
 

2-1.  小序論 

	 近年，次世代シーケンサー（Next generation sequencer, NGS）に代表されるハイスループ

ットな解析技術が発達し，様々な実験技術に応用されている。そのひとつがプール型

shRNAライブラリー（Cellecta）を用いた遺伝子スクリーニングである（図 2-1）。この

shRNAライブラリーは，約 5,000遺伝子に対応する約 27,000種類の shRNA発現ベクター

で構成される。この発現ベクターはレンチウイルスを用いて細胞に導入される。shRNA配

列は細胞のゲノム DNAに挿入されるため，形質導入された細胞は永続的に RNAiが誘導

される。そして，細胞の薬剤感受性の増減に代表される表現型の変化を誘導する shRNA

を同定することで，その表現型を制御する遺伝子を特定できる。導入された shRNAを個

別に特定するために，各 shRNA配列には各々に特有のバーコード配列が付随している。

shRNA配列が挿入された細胞から回収したゲノム DNAを鋳型にして，PCR法を用いてバ

ーコード配列を増幅し，NGSを用いてリード数を解析することで，表現型を変化させた

shRNAを特定することができる。 

本章では，shRNAライブラリーを用いた p53経路に関連する p53制御遺伝子のスクリー

ニングについて論じる。TP53野生型であるヒト骨肉腫細胞株 U2OSに shRNAライブラリ

ーを導入し，p53を作動させる薬剤であるアクチノマイシン D（Actinomycin D, ActD）に

て細胞を刺激した。この刺激に応答して，細胞内では p53の安定化が起こり，アポトーシ

スや細胞周期の停止が誘導される。p53の制御に関連する遺伝子を標的とした shRNAが挿

入された細胞は，遺伝子発現抑制によって p53の安定化もしくは不安定化を起こし，その

結果，p53制御遺伝子の発現抑制を起こしていない細胞に比べて，生存性の低下もしくは

上昇が起こることが想定された。そこで本研究では，ActD刺激細胞の生存性を変化させる

shRNAから，p53経路を制御する遺伝子を同定することを目指した。 
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図 2-1 Cellecta shRNAライブラリーの概要 
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2-2.  材料と方法 

2-2-1.  細胞培養 

	 レンチウイルスの作製と shRNAを導入した細胞として，ヒト胎児腎細胞株 HEK293FT

とヒト骨肉腫細胞株 U2OS（ATCC）（Thermo Fisher Scientific）をそれぞれ用いた。ウシ胎

児血清（Fetal bovine serum，FBS）を 10%含有した Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

（DMEM）を用いて，37°C，5% CO2，湿度 100%下で培養した。 

 

2-2-2.  shRNAライブラリーのトランスフェクションに用いるレンチウイルスの作製 

	 shRNA ライブラリーとして，シグナル伝達経路に関連する遺伝子を標的とした

DECIPHER Pooled Lentiviral shRNA Libraries Human module 1（Cellecta）を用いた。10 cmデ

ィッシュに HEK293FT細胞 を 6.0×106 cellsとなるように播種し，24時間培養した。そこに

DECIPHER Pooled Lentiviral shRNA Libraries Human module 1（2.5 µg），pHPL8/pRE（6.5 µg），

pRSV-Rev（2.5 µg），pMD2.G（3.5 µg）を無血清 DMEM 500 µLに加えて攪拌した。また，

別途準備した無血清 DMEM 500 µLにリポフェクタミン 2000（20 µL）を加えて攪拌し，20

分インキュベートした。上記の 2液を攪拌し，培養した U2OS に加えた後，36時間インキ

ュベートした。培地を回収し，3,500 rpmで 5分間遠心分離した。上清を回収した上清は−80°C

で保存した。 

	   

2-2-3.  U2OS細胞へのレンチウイルス感染効率（Multiplicity of infetion， MOI）の検討 

作製したレンチウイルスは，段階希釈法で希釈して U2OS細胞に感染させた。レンチウ

イルスの力価は，shRNAの導入による RFP発現細胞と，4',6-Diamidino-2-phenylindole, 

dihydrochloride（DAPI）により核染色された細胞の割合から評価した（図 2-2）。U2OS細

胞を 6 wellプレートに 5.0×105 cells/wellになるように播種した。作製したレンチウイルス

原液は DMEMで 2倍になるように段階希釈して終量 500 µLとし，培養細胞に加えて 2日

間培養した。その後，PBSで 4,000倍希釈した DAPI（DOJINDO）を加えて 10 分間インキ

ュベートし，PBSで 3回洗浄した。この細胞を共焦点レーザー顕微鏡 LSM700（Carl 

Zeiss）で観察して，DAPIで染色された細胞数と RFPを発現した細胞数を，それぞれ全体

の細胞数と shRNAが挿入された細胞数とし，その比を算出した。算出された比が 10%に

近い希釈倍率をMOI 0.1とした。 
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図 2-2 レンチウイルスのMOI測定方法 
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2-2-4.  ActD 50%阻害濃度（50% inhibitory concentration, IC50）の検討 

	 U2OS細胞は 96 wellプレートに 2.0×104 cells/wellになるように播種し，作製したレンチ

ウイルスをMOI 0.1で感染させた。24時間後，レンチウイルスを感染させた U2OS細胞に

ピューロマイシンを添加した DMEM（終濃度 2.5 µg/mL）を加え，48時間培養した。培養

液に ActDを添加した DMEM（終濃度 10 µMから 0.0188 nMまで 3倍ずつ段階希釈）を加

え 72時間刺激し，3- (4,5- dimethylthiazol-2-yl)- 2, 5- diphenyl- tetrazolium bromide（MTT）試

薬（1 mg/mL）を加えて 4時間インキュベートした。培養液を破棄して，dimethylsulfoxide

（DMSO，WAKO）を 100 µL加えて振とうし，A570を Sunrise remote（TECAN)で測定し

た。ActDの代わりに DMSOを用いたものを対照とし，ActD刺激後の A570を対照の A570

で割った値を細胞の生存率とした。生存率が 50%のときの ActD濃度を IC50とした。 

 

2-2-5.  shRNAライブラリー導入と ActDによるアポトーシスの誘導 

U2OS細胞を 10 cmディッシュ 20枚（3.0×106 cells/dish），合計で 6.0×107 cellsとなるよ

うに播種し，レンチウイルス（MOI 0.1）を加えて培養した。24時間後，ピューロマイシ

ンを添加した DMEM（終濃度 2.5 µg/mL）を加え，48時間培養した。その後，各ディッシ

ュに ActDを添加した DMEM（終濃度 7.5 nM）を加え，さらに 72時間培養した。ActDの

代わりに DMSOを用いたものを対照とした。細胞数を数えた後，遠心チューブに移して

3,500 rpmで 5 分間遠心分離し，細胞を回収した。回収した細胞を-80℃で保存した。 

 

2-2-6.  ハイスループットシークエンシングによる shRNA配列の解析 

回収した細胞のゲノム DNA抽出やバーコード配列部位の PCR反応，Illuminaハイスル

ープットスクリーニングは Cellecta社に依頼し，各バーコード配列のリード数を数えた。

ActD処理群と対照群の shRNAのリード数をすべて log2値変換した。正規化には Quantile 

normalization法 37)を用いた。ActD処理群と対照群の shRNAのリード数の比を算出した。  

 

2-2-7.  候補 shRNAが標的とする遺伝子の機能解析 

	 スクリーニングされた遺伝子の機能解析は，GeneCodis3（http://genecodis.cnb.csic.es/）を

用いて行った。生物種は「Homo Sapiens」，アノテーションは「GO Biological Process」に

設定して，Modular Enrichment Analysisを行った。ActD感受性を増加させる遺伝子と感受

性を減少させる遺伝子それぞれで機能を解析した。 

 

2-3.  結果と考察 

2-3-1.  MOI測定結果とレンチウイルス感染条件 

	 複数の shRNAが 1つの細胞に挿入される場合，その細胞の薬剤感受性変化がどの遺

伝子の抑制により生じたものであるかを判別することは困難であるため，単一の shRNA

が挿入されるようなレンチウイルスの感染条件を設定する必要があった。感染効率が 10 %
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のとき，1個の細胞につき 1個のレンチウイルスが感染し，1種類の shRNAが挿入される

頻度が高いことが報告されている 38)。この条件下で U2OSにレンチウイルスを感染させる

ために，段階希釈法によりレンチウイルスの感染効率を調べた。レンチウイルス原液を

DMEMで 2倍ずつ段階希釈して U2OS細胞に感染させ，DAPIで核を染色し，DAPI陽性

細胞数および RFP発現細胞数を蛍光顕微鏡下で数えた。その細胞数の比を感染効率とした

（表 2-1）。感染効率が 10%に最も近いのは，ウイルス原液を 32倍に希釈して使用した場

合であった。したがって，以降のスクリーニングに用いるレンチウイルスは，ウイルス原

液を 32倍に希釈して使用した。 

 

 

表 2-1 作成したレンチウイルスのMOI 

Dilution ratio Rate of infection (%) 

1:8 44.2 
1:16 29.5 
1:32 7.4 

 

 

2-3-2.  ActD IC50の検討  

	 ウイルス感染した U2OSの生存率が 50%になるような ActD濃度を検討した（図

2-3）。その結果，ActDの IC50は終濃度 18.7 nMであると仮定した。しかし，実際には，

shRNAライブラリースクリーニング時の ActDの IC50は終濃度 7.5 nMだった。 

 

 

 
図 2-3 IC50決定のための ActD濃度の検討結果 
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2-3-3.  ActD処理群とコントロール群における shRNA挿入頻度の正規化 

次世代シークエンサーを用いて増幅したバーコード配列を解析し，ActD処理群と対照群

の shRNAのリード数を調べた。読み取り回数はすべて log2値変換を行った。変換値から

散布図を描き，正規化の必要性を調べた（図 2-4）。図 2-4の結果から，プロットの上方へ

の偏りが見られ，ActD処理群側へ移行する傾向がみられた。そのため，サンプル間での

shRNA挿入頻度を過大もしくは過小評価する可能性が考えられた。そこで，新たに

Quantile normalization法 37)を用いて正規化を行った（図 2-5）。 
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図 2-4 正規化前の shRNAバーコード配列の読み取り回数の分布 
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図 2-5 正規化後の shRNAバーコード配列の読み取り回数の分布 
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2-3-4.  ActD処理群と無刺激群における shRNA挿入頻度の検討 

	 正規化した shRNAの読み取り回数の倍率変化（Fold Change値，以下 FC値もしくは FC）

が 1.750倍以上に増加もしくは 1/1.750倍（0.57倍）以下に減少したものを調べると，FC値

が 1.750倍以上になった shRNA は 164，0.57倍以上になったものは 163で，合計 327種類

であった（図 2-6）。また，それぞれの shRNAが標的とする遺伝子は，重複を除いてそれぞ

れ 161遺伝子ずつ，合計で 322遺伝子であった。この中には TP53を標的とする shRNA が

FC値を増加させるような候補に含まれていた。このことから，今回の実験系が p53経路制

御遺伝子のスクリーニングに適することが示唆された。 

 

 

 
図 2-6 各 shRNAに対応するバーコード配列のリード比 

各 shRNAの FC値を示した。赤○は FC ≥ 1.75となった shRNA。青○は 

FC ≤ 0.57となった shRNA。緑○は TP53 shRNA。 
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2-3-5.  候補 shRNAが標的とする遺伝子の機能解析結果 

	 ActD感受性を増加させる 161遺伝子（ActD感受性遺伝子群）および ActD感受性を減

少させる 161遺伝子（ActD耐性遺伝子群）の機能について，GeneCodies3のModular 

Enrichment Analysisを用いて解析した。解析する GO termとして「Biological Process」を用

いた。ActD感受性遺伝子群では，薬剤に対する反応性や DNA障害への応答や細胞周期に

関する遺伝子が選択されていることが示唆された（図 2-7A）。ActD耐性遺伝子群には，薬

剤に対する反応性や有糸分裂細胞周期，DNA 修復などに関する遺伝子が含まれることが

示唆された（図 2-7B）。 
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図 2-7 shRNAライブラリースクリーニングのよる候補遺伝子の機能解析結果 

ActD感受性を変化させた遺伝子の GO解析結果。A）FC ≥ 1.75となった shRNA

が標的とする遺伝子（p ≤ 4.70713 × 10-5）。B）FC ≤ 0.57となった shRNAが標的

とする遺伝子（p ≤ 2.24936 × 10-4）。Gene No.はその GO termを持つ遺伝子数，GO 

termは遺伝子の Biological Process。 
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2-4.  小括 

	 shRNAライブラリースクリーニングで選択された 322遺伝子には p53経路の制御に関

連する遺伝子が含まれることが期待された。選択された遺伝子の機能を調べると，p53経

路との関連が考えられる，薬剤への反応性や DNA 障害への応答，細胞周期，DNA修復な

どの機能をもつ遺伝子が選択されており，これらの遺伝子群に p53経路の制御遺伝子や

p53の標的遺伝子に関連する遺伝子が含まれることが示唆された。 

一方で，候補となった遺伝子には疑陽性であるものを含むことが予想されたため，真に

p53経路の制御に関連する遺伝子の絞り込みを行う必要があった。 
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第 3 章	 バイオインフォマティクス解析技術を用いたヒト大腸がん検体の生存
時間解析による p53経路関連遺伝子の同定手法の確立とその評価 

 

3-1.  小序論 

近年，ゲノミクス解析やトランスクリプトミクス解析，プロテオミクス解析といったオミ

クス解析技術の急速な進展によって，病態関連因子の解析が試みられるようになった。オミ

クス解析技術の解析データは National Center for Biotechnology Information（NCBI）の Gene 

Expression Omnibus（GEO）や European Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics 

Institute（EMBL-EBI）等の公共のデータベース上に登録されている。また，病態関連遺伝子

の解析では人種や年齢，治療歴，特定の遺伝子変異などの情報とともに報告された例が増加

している。これらの解析技術の進展と解析結果の共有化によって，従来の研究法では発見が

難しかったがん遺伝子やがん抑制遺伝子を，膨大なオミクス解析データのなかからコンピ

ュータを用いて探索する研究が盛んに行われるようになった 39,40)。 

オミクス解析技術の中でも，病態関連因子の解析に頻繁に用いられるものが DNAマイク

ロアレイを用いたトランスクリプトミクス解析である。DNA マイクロアレイのチップ上に

は様々な遺伝子の塩基配列に相補的な DNAプローブが固定化されている。チップ上のDNA

プローブと細胞から回収して合成した標識RNAをハイブリダイズさせて蛍光強度を測定す

ることで，その細胞中の数万の遺伝子の発現レベルを一度に確認できる。 

本章では，公共データベースに報告されたヒト大腸がん検体の遺伝子発現と検体の生存

性との相関関係を網羅的に解析することで，p53依存的に生存予後と相関する遺伝子を特定

した。その後，第 2章で p53経路の制御に関連することが示唆された遺伝子の中から，ノッ

クダウンによるActD感受性変化の傾向と大腸がん患者の生存予後に一致するものを p53経

路関連遺伝子として同定した。 

 

3-2.  材料と方法 

3-2-1.  ヒト大腸がん検体を用いた DNAマイクロアレイデータの取得 

ヒト大腸がん検体の遺伝子の発現量を解析した DNA マイクロアレイのデータセットを

GEO より取得した。GEO の Repository Browser を用いて，「Platforms」タブを選択して

GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array（Affymetrix）を指定する Accession IDである

「GPL570」を検索した。GPL570に登録された「Series」を選択し，検索ワード「colon cancer」

もしくは「colorectal cancer」でデータセットを絞り込んだ。この中から，全生存期間と死亡

イベント，p53 変異の有無の記載のあるデータセット GSE3908441)と GSE3958242)を取得し

た。合計で 636検体（p53野生型：200検体，p53変異型：221検体，p53変異不明検体：215

検体）の DNAマイクロアレイデータである CELファイルを得た。 
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3-2-2.  MAS5.0アルゴリズムを用いたシグナル強度変換とQuality Control計算 

ExpressionConsole（Affymetrix）を使用して，MAS5.0 アルゴリズムによる CEL ファイル

の正規化シグナル強度と，Quality Control（QC）に関するデータを計算した。その際，

AffymetrixのMSKファイル（http://www.affymetrix.com/support/technical/mask_files.affx）を用

いて正規化を行った。QC のパラメータを表 3 に示した（表 3-1）。R-3.1.2（http://cran.r-

project.org/bin/windows/base/old/，R）を用いて，QCを満たすマイクロアレイデータのみを抽

出し，正規化したシグナル強度を底 2の対数に変換した。対数変換前のシグナル強度が 1以

下のものはシグナル強度が 1 となるように置き換え，対数値が 0 以上の数値となるように

した。以上の操作を p53野生型検体と p53変異型検体それぞれで行った。 

 

 

表 3-1 Quality Controlのパラメータと設定スコア 

Parameter Score 

Background < 120 
RawQ < 10 
Percent present calls < 55 
Scaling Factor < 3 
GAPDH 3' to 5' ratio < 5 
Beta-actin 3' to 5' ratio < 5 

 

 

  



22 
 

3-2-3.  ヒト大腸がん検体の生存時間解析 

各DNAマイクロアレイプローブに対応する遺伝子の発現量と大腸がん検体の生存性との

相関を調べるため，Kaplan-Meier法による生存時間解析を行った。Rと Rパッケージ「survival」

を用いて，各 DNAマイクロアレイプローブのシグナル強度の中央値で大腸がん検体を 2群

に分けた場合の Kaplan-Meier推定量を算出した。有意差検定は log rank検定法で行い，有意

水準は 5%とし，有意と判定された DNAプローブを抽出した。以上の操作を p53野生型検

体と p53変異型検体それぞれで行った。 

 

3-2-4.  生存時間解析結果と shRNAライブラリースクリーニング結果との統合 

	 第 2章において p53経路との関連が予想された遺伝子と，3-2-3で得られた p53野生型検

体の生存予後と有意に相関した遺伝子の中から共通する遺伝子を抽出するため，それぞれ

で選択された遺伝子群の中から，Rを用いて「Gene Symbol」が一致する遺伝子の DNAプロ

ーブを抽出した。それらの DNAプローブのうち，p53変異型検体では有意な相関を示さな

いものを抽出した。さらに，各プローブが指定する遺伝子の発現量の中央値で 2群に分けた

場合の Kaplan-Meier 生存曲線を描画し，shRNA ライブラリースクリーニングの傾向と一致

するものを抽出した。（図 3-1，図 3-2）。 
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図 3-1 RNAiスクリーニングと大腸がん患者の生存性解析を組み合わせた p53経路 
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図 3-2 p53経路関連遺伝子の生存時間と生存傾向解析の概略図 
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3-2-5.  shRNAライブラリースクリーニングと生存時間解析を組み合わせた p53経路関連遺

伝子の抽出と機能解析 

	 3-2-4で選択された遺伝子の機能を，Gene Ontology（GO）解析により調べた。GO解析に

は GeneCodis3を用いた。生物種は「Homo Sapiens」，アノテーションは「GO Biological Process」

に設定して，Modular Enrichment Analysisを行った。 

 

3-3.  結果と考察 

3-3-1.  大腸がん検体の遺伝子発現解析と QCの検討 

	 CEL ファイルを MAS5.0 でシグナル強度に変換して QC を確認したところ，p53 野生型

200検体のうち 197検体，p53変異型 221検体のうちすべてが QCを満たした。したがって，

これらの検体の遺伝子発現解析のデータをその後の実験に使用した。 

 

3-3-2.  大腸がん検体の生存時間解析 

	 p53野生型および変異型検体それぞれについて，各 DNAプローブのシグナル強度の中央

値で，遺伝子高発現群（High 群）と低発現群（Low 群）の 2 群に分けて，Kaplan-Meier 推

定量を算出し log rank検定を行った。その際，全検体でシグナル強度が 0であるために，2

群に分けることができない DNAプローブに関しては検定を行わなかった。その結果，5974

遺伝子（9258プローブ）について p53野生型で 2群間の生存予後に有意な相関が確認され

た。 

 

3-3-3.  log rank検定結果と shRNAライブラリースクリーニング結果との統合 

	 先の検定の候補遺伝子が p53経路に関連しているならば，p53が正常に機能しているがん

検体でのみ，その遺伝子の発現が生存性に影響すると考えられる。そこで，p53野生型検体

では遺伝子発現量と生存予後が有意な相関を示し，かつ p53 変異型検体では遺伝子発現量

と生存性に有意な相関が見られない遺伝子は，p53経路に関連すると想定した。shRNAライ

ブラリーを用いた遺伝子発現の抑制による ActD感受性変化の傾向と，p53野生型検体にお

ける遺伝子の発現量の高発現群と低発現群の生存曲線の傾向の相関が一致し，かつ p53 変

異型検体では生存予後に有意な相関を示さない遺伝子のデータを探索した

（
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図 3-1 RNAiスクリーニングと大腸がん患者の生存性解析を組み合わせた p53経路 
，図 3-2）。 

	 p53野生型検体において生存予後に有意な相関を示し，かつスクリーニングで得られた結

果の相関が予想と一致した遺伝子のうち，ActD感受性を増加させたものは 43遺伝子（48プ
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ローブ），減少させたものは 47遺伝子（62プローブ）であった（図 3-3）。次に，これらの

遺伝子の p53変異型検体における生存性への影響と，p53変異型検体における生存性の影響

を調べた（表 3-2，表 3-3，図 3-4，図 3-5）。p53野生型検体における生存曲線の傾向の相関

が一致し，p53 変異型検体では生存予後に有意な相関を示さない遺伝子として，ActD 感受

性を増加させるものは 7 遺伝子，減少させるものは 33 遺伝子が選択された。（表 3-2，表

3-3，図 3-4，図 3-5，図 3-6）。1遺伝子に対して複数のプローブの対応する場合は遺伝子数

を 1として数えた。このとき，API5，RFC5，IKBKBおよび ADRA1Aは，プローブによって

p53変異型検体の生存性への影響の有無や生存曲線の傾向が異なるが，すべて p53変異型に

おける生存性へは影響せず，かつ生存曲線の傾向が一致した遺伝子として扱った。 
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図 3-3 ActD感受性遺伝子および耐性遺伝子と TP53野生型大腸がん患者の生存性に有意に

影響する遺伝子の重複 

p53野生型検体において，発現量が有意に生存性へ影響する遺伝子群（黒），ActD

感受性遺伝子群（赤），ActD 耐性遺伝子群（青）において重複する遺伝子の個
数。 

 

 

表 3-2 大腸がん検体におけるスクリーニング遺伝子の生存予後の相関 

	  	  p value Fold Change 

Gene Symbol Affymetrix Probe ID TP53 WT TP53 Mut ≥	 1.75 

DCT 216512_s_at 0.0001  0.999  2.0370  
AMOTL1 235277_at 0.0006  0.5471 2.0578  
MAP2K5 216765_at 0.0006  0.1053 2.5251  
CPSF1 201638_s_at 0.0014  0.2039 3.7083  
SIN3B 242129_at 0.0016  0.0273 1.7730  
LRRK1 219441_s_at 0.0024  0.3062 2.1081  
CEBPD 213006_at 0.0029  0.0546 1.8709  
RUVBL2 1559946_s_at 0.0031  0.005 2.6389  
PLIN1 205913_at 0.0032  0.6617  2.3784  
TUBG1 201714_at 0.0043  0.7609 1.8980  
PIWIL2 217421_at 0.0061  0.5431 2.0914  
CBL 225234_at 0.0082  0.8576 2.3894  
STMN2 203001_s_at 0.0089  0.3243 1.7904  
NEK1 1564093_at 0.0101  0.7743 1.7989  
PIGT 1568986_x_at 0.0104  0.4975 3.0637  
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	  	  p value Fold Change 

Gene Symbol Affymetrix Probe ID TP53 WT TP53 Mut ≥	 1.75 

EPAS1 200879_s_at 0.0108  0.0047 1.8918  
RUVBL2 201459_at 0.0120  0.0046 2.6389  
EPAS1 200878_at 0.0121  0.347 1.8918  
EIF2AK2 204211_x_at 0.0121  0.654 1.8639  
CBL 225231_at 0.0126  0.2025 2.3894  
RBL2 212331_at 0.0140  0.057 1.7746  
LIG4 206235_at 0.0147  0.0657 2.0952  
NFATC3 210556_at 0.0180  0.1327 2.2218  
EPHB3 204600_at 0.0180  0.3312 1.7960  
C3AR1 209906_at 0.0184  0.3515 2.3636  
TP53 201746_at 0.0188  0.8353 1.7759  
ARF6 224788_at 0.0191  0.8147 1.9880  
CASP4 213596_at 0.0203  0.2497 1.7554  
KCNJ3 233059_at 0.0206  0.6344 1.8465  
API5 233078_at 0.0224  0.7878 1.8249  
AKAP1 210626_at 0.0227  0.293 1.7598  
PAFAH1B1 211547_s_at 0.0246  0.0296 2.0428  
API5 201687_s_at 0.0247  0.2533 1.8249  
KRT7 1558393_at 0.0255  0.8766 1.9232  
CYP2R1 207786_at 0.0268  0.541 1.7734  
TCERG1 229706_at 0.0282  0.9376 1.9235  
EIF3A 200596_s_at 0.0303  0.9395 2.5263  
CHRNA1 211039_at 0.0323  0.9151 1.7688  
AQP1 207542_s_at 0.0324  0.719 2.0000  
PI4KA 207081_s_at 0.0333  0.8502  1.9834  
CFH 213800_at 0.0393  0.0104 2.0833  
CDC37 209953_s_at 0.0450  0.0923 3.0000  
CCNB1 228729_at 0.0455  0.4415 1.7860  
ALB 214837_at 0.0456  0.4885 1.9717  
SP1 1553685_s_at 0.0459  0.3181 2.3429  
SPRY4 221489_s_at 0.0474  0.2739 1.8020  
TRAFD1 242497_at 0.0476  0.4656 2.1875  
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 	  p value Fold Change 

Gene Symbol Affymetrix Probe ID TP53 WT TP53 Mut ≤ 0.57 

WNT9B 1552973_at 0.0002  0.7812 0.5295  
MAPK10 204813_at 0.0004  0.3661 0.4790  
MAP2K5 216765_at 0.0006  0.1053 0.5473  
RFC5 203209_at 0.0010  0.0198 0.4973  
FCER1A 211734_s_at 0.0010  0.8083 0.5603  
ASAH1 213902_at 0.0013  0.2706 0.5604  
CHRNA5 206533_at 0.0014  0.1776 0.4184  
ANKHD1 208773_s_at 0.0019  0.5153 0.5674  
MTHFS 1559069_at 0.0021  0.0239 0.5479  
LRRK1 219441_s_at 0.0024  0.3062 0.5464  
EZH1 239197_s_at 0.0026  0.203 0.3750  
DMD 234752_x_at 0.0029  0.0224 0.5051  
MCM5 201755_at 0.0032  0.3219 0.5106  
MCM5 216237_s_at 0.0034  0.0422 0.5106  
COQ2 213379_at 0.0040  0.1627 0.5107  
ELOVL6 210868_s_at 0.0040  0.4824 0.4936  
DAB2 232898_at 0.0041  0.2961 0.5478  
AFMID 240318_at 0.0046  0.5082 0.4717  
RFC5 203210_s_at 0.0051  0.0168 0.4973  
RFC5 213734_at 0.0055  0.7821 0.4973  
NCOA3 209060_x_at 0.0067  0.6695 0.3703  
PHKA2 209439_s_at 0.0075  0.7789 0.5435  
ADH1B 209613_s_at 0.0080  0.4633 0.4864  
HOXA1 214639_s_at 0.0082  0.405 0.5592  
CD1E 208592_s_at 0.0083  0.0976 0.5389  
SIPA1 204164_at 0.0088  0.3788 0.5373  
SELPLG 209879_at 0.0090  0.0709 0.4875  
NDST2 203916_at 0.0091  0.6322 0.5251  
ITSN1 210713_at 0.0123  0.4015 0.4813  
CDC14A 210742_at 0.0137  0.0697 0.4783  
ELOVL6 204256_at 0.0157  0.6038 0.4936  
DAB2 201278_at 0.0157  0.9335 0.5478  
KCNJ12 208567_s_at 0.0157  0.5291 0.4658  
IKBKB 209342_s_at 0.0160  0.1602 0.5326  
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 	  p value Fold Change 

Gene Symbol Affymetrix Probe ID TP53 WT TP53 Mut ≤ 0.57 

IKBKB 211027_s_at 0.0161  0.0405 0.5326  
ITSN1 209298_s_at 0.0168  0.6135 0.4813  
ADRA1A 211491_at 0.0190  0.5482 0.4728  
FOLR1 204437_s_at 0.0199  0.8428 0.5391  
ADH1B 209612_s_at 0.0209  0.6042 0.4864  
ITPR1 240052_at 0.0216  0.3676 0.5022  
CLDN23 228706_s_at 0.0217  0.3573 0.5582  
ATXN1 1559249_at 0.0225  0.8701 0.5369  
CSNK1E 226858_at 0.0245  0.7598 0.4385  
ITPR1 211323_s_at 0.0306  0.1852 0.5022  
ALDH7A1 208950_s_at 0.0306  0.1347 0.5217  
LITAF 200704_at 0.0309  0.9246 0.5666  
GIPR 208105_at 0.0321  0.9222 0.5648  
ADRA1A 211489_at 0.0328  0.0217 0.4728  
NCOA3 209062_x_at 0.0328  0.894 0.3703  
PI4KA 207081_s_at 0.0333  0.8502  0.5327  
IL12A 207160_at 0.0335  0.1397 0.5369  
SOCS1 210000_s_at 0.0348  0.6716 0.4103  
MAPK10 237413_at 0.0354  0.1519 0.4790  
TCEA3 226388_at 0.0357  0.9865 0.5333  
INPP5K 202781_s_at 0.0378  0.8334  0.3763  
MCM3 201555_at 0.0388  0.4895 0.3793  
ATXN1 203232_s_at 0.0410  0.4759 0.5369  
MSTN 207145_at 0.0458  0.00000423 0.5643  
CDC14A 205288_at 0.0465  0.2792 0.4783  
ITSN1 35776_at 0.0475  0.6957 0.4813  
WIF1 204712_at 0.0489  0.1498 0.5659  
ATP2B3 242036_x_at 0.0491  0.0375 0.4952  
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 
図 3-4 大腸がん検体の生存曲線（FC ≥ 1.75）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57） 
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 TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 

 



55 
 

TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き） 
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TP53野生型	 	 	 	 	 	 	 	 TP53変異型 

 

 
図 3-5 大腸がん検体の生存曲線（FC ≤ 0.57）（続き）  



60 
 

表 3-3 p53野生型および変異型患者の生存予後の相関と傾向の一覧 

Fold Change ≥ 1.75 

WT p < 0.05 
Mut p < 0.05 

WT p < 0.05 
Mut p ≥ 0.05 

生存曲線の傾向不一致 

WT p < 0.05 
Mut p ≥ 0.05 

生存曲線の傾向一致 

SIN3B DCT C3AR1 TUBG1 
RUVBL2 AMOTL1 CASP4 EPHB3 
EPAS1 MAP2K5 KCNJ3 TP53 

PAFAH1B1 CPSF1 API5 ARF6 
CFH LRRK1 AKAP1 API5 

 CEBPD KRT7 CDC37 
 PLIN1 CYP2R1 CCNB1 
 PIWIL2 TCERG1  
 CBL EIF3A  
 STMN2 CHRNA1  
 NEK1 AQP1  
 PIGT PI4KA  
 EPAS1 ALB  
 EIF2AK2 SP1  
 RBL2 SPRY4  
 LIG4 TRAFD1  

  NFATC3     

 

  



61 
 

Fold Change ≤ 0.57 

WT p < 0.05 
Mut p < 0.05 

WT p < 0.05 
Mut p ≥ 0.05 

生存曲線の傾向不一致 

WT p < 0.05 
Mut p ≥ 0.05 

生存曲線の傾向一致 

RFC5 ASAH1 WNT9B ITSN1 
MTHFS CHRNA5 MAPK10 CDC14A 

DMD MCM5 MAP2K5 KCNJ12 
MCM5 COQ2 FCER1A IKBKB 
IKBKB ELOVL6 ANKHD1 ADRA1A 

ADRA1A AFMID LRRK1 FOLR1 
MSTN CSNK1E EZH1 ITPR1 

ATP2B3 ALDH7A1 DAB2 CLDN23 
 TCEA3 RFC5 ATXN1 
 MCM3 NCOA3 LITAF 
  PHKA2 GIPR 
  ADH1B PI4KA 
  HOXA1 IL12A 
  CD1E SOCS1 
  SIPA1 INPP5K 
  SELPLG WIF1 
    NDST2   
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図 3-6 TP53変異依存的に大腸がん患者の生存性へ影響する遺伝子数 

ActD感受性遺伝子（赤）および ActD耐性遺伝子（青）において，TP53野生型

患者の生存性に有意に影響するが，TP53変異型患者の生存性では影響が見られ

ず，かつ生存曲線の傾向が想定と一致した遺伝子を示す。 

 

 

3-3-4.  ActD感受性とがん患者の生存予後に寄与する遺伝子群の機能解析 

選択された 40遺伝子の機能を調べると，選択された遺伝子は細胞の生存性，細胞周期チ

ェックポイント，薬剤耐性などの機能を有することがわかった（図 3-7）。これらの機能は

p53が制御するものと一致しており，スクリーニングと生存時間解析を組み合わせた解析に

よって選択された遺伝子が p53経路に関連することが示唆された。 

 

 

 
図 3-7 shRNAライブラリースクリーニングとデータベース解析による p53経路関連遺伝子

候補の機能解析結果 

p53経路の制御遺伝子として選択された 40遺伝子の機能解析結果（p ≤ 0.00097773）。

Gene No.はそのGO termを持つ遺伝子数，GO termはその遺伝子の Biological Process。 
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3-4.  小括 

	 第 2章で，shRNAライブラリーを用いて，ActDに対する感受性を変化させる 322遺伝子

をスクリーニングした。ActDは p53を作動させる薬剤であることから，ActD感受性を変化

させる遺伝子は p53経路に関連していることが考えられた。しかし，これらの遺伝子群には

疑陽性遺伝子が含まれていることが想定され，それらを除く必要があった。そこで，データ

ベース解析を行い，スクリーニングで選択された 322遺伝子に対して，p53が正常に機能し

ているがん患者でのみ予後生存に影響する遺伝子を選択することで，疑陽性遺伝子の排除

を行った。約 39,000 遺伝子について，TP53 野生型大腸がん患者の生存時間解析を行った。

その結果，5,974 遺伝子について TP53 野生型大腸がん患者の生存性に有意に影響した。こ

れらの遺伝子とスクリーニングされた 322 遺伝子の中で，生存傾向が一致する遺伝子を選

択すると，FC値が 1.75以上となるものは 43遺伝子，0.57以下となるものは 47遺伝子であ

った。これらの遺伝子について，TP53 変異型大腸がん患者では生存予後に影響しない遺伝

子を同様に解析したところ，FC値が 1.75以上となるものは 7遺伝子，0.57以下となるもの

は 33 遺伝子であり，これらの遺伝子は p53 との関連が推定された。選択された 40 遺伝子

の機能を調べると，細胞の生存性，細胞周期チェックポイント，薬剤耐性などに関連するこ

とがわかった。これらは p53の正常な機能に一致しており，p53と関連した遺伝子が選択さ

れていることが示唆された。 
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第 4 章	 結語 
 

今回，shRNA ライブラリースクリーニングとヒト腫瘍患者の発現データベース解析を組

み合わせることで，p53 機能依存的に大腸がん患者の生存予後に影響する 40 遺伝子を同定

することができた。選択された遺伝子群の機能を解析すると，アポトーシス経路や薬剤への

応答，細胞周期のチェックポイント，細胞増殖等の，p53経路との関連が考えられる機能を

有することが示された。同定された 40遺伝子の中には，CCNB1 1)，ANKHD1 2)，NCOA3 3)，

SIPA1 4)，IKBKB 5)，LITAF6)等の既知の p53経路において働く遺伝子が含まれていた。この結

果から，in vitroな shRNAライブラリースクリーニングと in silicoな生存予後解析を組み合

わせた本手法は，p53経路で機能する遺伝子の有効な選択法であることが示唆された。 

p53経路に関連するがん患者の生存因子を探索するにあたって，大腸がん患者の遺伝子発

現による生存期間の相関を調べることが有効であると考えた。p53 変異型大腸がん患者は

p53野生型大腸がん患者よりも生存期間が短く，正常な p53機能が大腸がん患者の生存予後

に影響することがわかっている 43,44)。また， p53 経路制御遺伝子 PICT1 のように，p53野

生型大腸がん患者ではその発現量が有意な予後相関を示すが，p53変異型大腸がん患者では

予後相関を示さなくなる遺伝子が知られている 28)ことからも，大腸がん患者における p53

変異依存的な生存期間の解析が，p53経路を介した生存因子の探索法として有効な手段と考

えられた。そこで本研究では，大腸がん患者の生存期間と遺伝子発現の相関が p53変異の有

無による影響を受けるか検討した。shRNA ライブラリースクリーニングで選択された遺伝

子の中で，ActD感受性遺伝子群のうち 7遺伝子が高発現の p53 野生型大腸がん患者は予後

良好であり，ActD 耐性遺伝子群のうち 33 遺伝子が高発現の p53 野生型大腸がん患者は予

後不良であり，いずれの遺伝子も p53変異型の場合は予後生存に影響が見られなかった。同

定された NCOA3 7,8)，HOXA1 9)，FOLR1 10)，SOCS111)， PI4KA 12)が含まれているが，これら

の遺伝子はいずれも同様の発現傾向を示すがん患者の生存予後に相関することが報告され

ていた。以上のことから，本手法はがん患者の生存予後を規定する遺伝子を同定する方法と

しても有用であると考えられた。 

特筆すべきは，本スクリーニング法によって，p53経路への機能制御とがん患者の生存予

後の両方へ関与する NCOA3が同定されたことである。NCOA3は，TRAF4の転写を促進し，

p53の脱ユビキチン化酵素である HAUSPを阻害することで，p53の不安定化を引き起こし

て，p53 シグナルを負に制御する 3)。NCOA3 の発現とがん患者の生存予後との関連につい

ては，NCOA3の発現量が高い乳がん患者は，発現の低い乳がん患者に比べて予後不良とな

ることが挙げられる 7,8)。本研究による in silico の大腸がん患者発現データベースの解析で

は，NCOA3 は TP53 変異依存的に大腸がん患者の生存予後と有意な相関を示した。興味深

いのは，NCOA3に対応する 2種類のマイクロアレイプローブで同様の傾向が示されたこと

であり，このことから NCOA3は p53経路を介した生存予後因子であることが強く示唆され

た。 
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今回我々が新たに構築した解析システムによって，p53経路を介して生存予後に関連する

候補遺伝子を，多数の候補遺伝子群から簡便に特定することが可能であることが示された。

これまでに個別の in vitro 45)や in vivo 46)な解析によって，p53経路の遺伝子が多数発見され

てきた。これまでの細胞やモデル生物の表現型の変化を調べる解析法では，対象となる遺伝

子ごとに検討する必要があった。そのため，遺伝子改変動物の作製や，解析システムの構築

には多くのコストや時間が必要であった。また，ヒトの腫瘍患者の膨大な遺伝子発現情報か

ら，p53経路で機能する予後決定因子を特定する場合にも，同様の個別の機能解析が必要で

あり，コストや時間の問題から，簡便に施行することが困難であった。その他にも，大規模

なライブラリーの機能スクリーニングや発現解析では，擬陽性な遺伝子も選択されること

が重大な問題であった。今回，shRNAライブラリースクリーニングに合わせて in silicoの腫

瘍患者の発現データベース解析を行うことで，個別検討を行わずに疑陽性な遺伝子を除き，

簡便で，精度よく標的遺伝子を探索することが可能となった。さらに，本手法は異なるがん

種や p53 以外の遺伝子への応用できると考えられる。例えば，shRNA ライブラリースクリ

ーニングと乳がんの HER2 遺伝子増幅の有無の腫瘍患者の生存時間解析を組み合わせるこ

とで，乳がんでの新たな生存予後に関連する新規遺伝子を探索することが可能であるだろ

う。以上のように，本手法はさまざまながん遺伝子やがん抑制遺伝子経路を介して生存予後

に関連する新規遺伝子の探索にも活用できる。 

今回同定された遺伝子の多くは，これまで p53 機能制御や予後生存への関与が報告がさ

れていない。今後，これらの遺伝子が p53経路への制御や腫瘍を抑制する機能を解明するこ

とで，新規の p53経路で作用する生存予後因子が明らかになれば，新たな癌治療標的分子を

同定できる可能性がある。 

今回，in vitroの大規模な shRNAライブラリースクリーニングと in silicoのヒト腫瘍患者

の遺伝発現データベース解析を組み合わせた新たな遺伝子探索法を確立し，一度に数千の

遺伝子に対して p53 経路に関連したがん患者の生存因子を同定することが可能になった。

この手法で同定された遺伝子は腫瘍患者の生存性に影響することから，抗がん剤の新規タ

ーゲットとなることも期待される。 
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