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申請者はこれまで次世代シークエンサーを利用したSAGE-Seq法により、ヒト乳腺の正常及び癌
組織において特異的に発現するアンチセンス転写物を多数同定した。興味深い事に、それらは正
常と癌のサンプル間で一貫して大きな差異を示した。本研究ではこれまで同定したアンチセンス
転写産物のリストを元に、これらの発現レベルの正常と癌での差異を多数の臨床検体を用いて確
認し、臨床診断マーカーとして有用なものはないかどうか検証することを目的とする。	


	

本研究ではまず初めに、臨床検体においてアンチセンス転写産物をセンス鎖の転写産物と確実に
区別して定性・定量できるよう、基盤となるRT-PCRのプロトコールの構築・改良を試みた。アンチセ
ンス鎖を特異的に検出する目的で、Bisulfite 処理を用いたRT-PCR法を採用した。具体的には検
体より抽出したRNAをBislufiteにて処理を行い、シトシンをウラシルに変換し、その後cDNAを作成
した。それにより、センス鎖とアンチセンス鎖は相補的な配列ではなく全く異なった配列となり、セン

ス／アンチセンス鎖に特異的なプライマーを作成することで確実に区別することが可能となる。本
研究ではこのプロトコールの詳細な条件検討を行い、実際に臨床検体を用いて解析できるようプロ
トコールを最適化した。その結果、検体からのアンチセンスの検出が可能となった。	


今後は今回確立したプロトコールを用いて多数の臨床検体の検証を行い、いくつかのアンチセンス
転写物の候補に関して発現レベルを調べる予定である。癌の検体において一貫して特異的に高い
（あるいは低い）発現を示すアンチセンス転写物を同定することができれば、それを指標としたPCR
ベースの診断マーカーの開発を行い、その有用性を検証する。またその中のいくつかのアンチセン
ス転写産物に関しては、分子生物学的手法を用いて機能解析を行う。新たな病態メカニズムの解

明につながる可能性を秘めている。またそれが重要な病的意義を持つ場合は、siRNAやRNAアプ
タマーなどのRNAベースの創薬の分子標的となることが期待される。	


乳癌に特異的に発現するアンチセンス転写産物の同定と
その診断への応用�
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アンチセンスの
候補リスト 

① SAGE-Seq法による 
アンチセンス転写物の発見 

④ 臨床病理学的な検証 

多数の 
臨床検体の採取 

アンチセンスの異常を 
一次的原因とする乳癌の
サブクラスの同定 

より多数の臨床検体 
の採取 

・臨床診断マーカーとしての有用性 
・新規分子治療標的としての可能性 

バイオインフォマティクスを
駆使したデータ解析 

多数のアンチセンス転写
産物の同定 

臨床検体の検証による
候補の絞り込み(~20) 

②アンチセンス鎖の発現を正確
に定量するプロトコールの確立 

③臨床検体を用いたスクリーニング 
⑤更なる研究による臨床応用の検証 

ヒト正常乳腺、乳癌より
CD24+分画を採取 

次世代シークエンサーによる
SAGE-Seq法の施行 
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アンチセンス鎖の発現を正
確に定性・定量するための
プロトコールの確立 

細胞株を用いたプライマーの
クオリティーチェック 

☆本研究での成果 


