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シ ンポ ジウム 3　婦人科腫瘍とエ ピジ ェ ネテ ィ クス ー臨床へ の トランス レー シ ョ ンー

（2＞卵巣癌の 発生お よび進展 の エ ピ ジ ェ ネテ ィ クス 解析一 BRCA1 メ チ ル化

お よび S100A4 脱メ チ ル 化の 臨床的意義

信州大 学 堀 内 晶 子

　　　　　　　　　 【目的】

　近年，DNA メ チル 化 を始め とす る エ ピジ ェ ネ

テ ィ ッ ク機構が 遺伝子の 活性化 ・不活性化 に関与

する こ とが示され，癌の 発生 ・進展にお い て も注

目されて い る．特に，悪性腫瘍にお い て は，腫瘍

麹剃遺伝子の メチ ル化に よる発現低下 が重視され

て い るが ，

一方 ， 細胞の 増殖 ・浸潤を促進す る 遺

伝子の 脱 メ チ ル 化 に よ る発現亢進 機序 も存在 す

る．そこ で本研究で は，卵巣癌の 発生および進展

に関与する遺伝子の 発現変化 を ，
メ チル 化 と脱メ

チル 化 の 殉面か ら解析 した．BRCAI は家族性卵

巣癌 に関与する腫瘍抑制遺伝子で あるが，散発性

卵巣癌 における 意義は不 明で あ っ た，そこ で，第

一に
， 散発性卵巣癌 における BRCA1 発現 とメ チ

ル 化を検討 し
， 第二 に は

， 転移に 関連する カ ル シ

ウ ム 結合蛋白質である増殖因子 SlOOA4 の 発現変

化 と脱メチ ル化に よる発現調節機序を検討した．

　　　　　　　　　　【方法】

　＜ 研究 1＞卵 巣癌の 発 生 過程 に お け る BRCAl

遺伝子の 発現低下 と メ チ ル 化の 意義 ：

　 （1）上皮性卵巣腫瘍 119例の パ ラ フ ィ ン 包埋 切

片 に対 して抗 BRCAI 抗体 を用 い て免疫染色 を

行 っ た．パ ラ フ ィ ン 切片 か らmicrodissection 法

に て 抽 出 した DNA を用 い て，　 BRCAI 領 域 の

Loss　of　heterozygosity（LOH ）を解析 した．　また，

BRCAl 　promoter の メ チ ル 化 の 有
』
無 を methy1a −

tion　spec ｛flc　PCR （MSI ）

）法に て解析 した．

　 （2）BRCAl 発現 と患者生存期間 との 関連性を

解析 した．

　 （3）卵巣癌細胞株に BRCA1 特異的 siRNA を導

入 し，BRCAI 発現抑制に よ る cisplatin と pacli−

taxelの 感受 性 お よ び放射 線感受性 の 変化 を

WST −1　assay ，フ ロ ーサ イ トメ トリーお よび

ApoStrand　ELISA 法にて 解析 した．

　＜ 研究 2＞卵 巣癌の播種性転移 にお ける SIOOA
4の 役割と脱メ チ ル 化に よる発現調節 ：

　（1）上 皮性卵巣腫瘍 113例に対 して，抗 SIOO

A4 抗体を用 い 免疫染色 を行い ，そ の発現 と，細脆

内局在 を検討した．また，SlOOA4発現と患者生存

期間の 相関性 を検討 した ．

　（2＞培養卵 巣表層上 皮 （OSE ）細胞 不死化卵

巣表層 上皮細胞 （OSE2a ： 熊本大学片渕秀隆教授

より供与）お よび 4種の 卵巣癌細胞株 （A278 ，　 A

2780／CDDP ，　 SKOV3 ，0VCAR3 ）における S100

A4 発親を RT −PCR 法，　 Westem 　b嬢 法にて 検討

した．卵巣癌細胞 の 増殖能 ， 浸潤能および ヌ ー ド

マ ウ ス ・モ デ ル で の 腹腔内播種牲転移能を評価

し，SlOOA4 発現 と の 相 関 を検討 し た．　 S100A4

特異的 siRNA にて SlOOA4発現を抑制 し，浸潤能

の変化を検討した．

　（3）OSE 細胞お よ び卵巣癌細胞 の DNA を用 い

て bisulfate−PCR −sequence 法 に て S100A4 遣 伝

子の メチ ル化を検討した．また ，レポーターア ッ

セ イ にて，転写活性部位を検講した．脱メ チ ル化

剤 （5Aza−dC）に よる S100A4発現 の 変化 を検討 し

た．また，上皮性卵巣腫瘍組織の メ チル 化の 有無

を検討し，SlOOA4 発現 との 相関を検討 した．

　　　　　　　　　　【成績】

　＜ 磧究 i＞卵巣癌の 発生 過程に お ける BRCAl

遺伝子の 発現低下 とメチ ル 化の意義 ：

　 （b卵巣癌にお ける BRCAI 遺伝子の発現，ア リ

ル 欠失 ， および メ チル 化 ： 正常卵巣表層上皮細胞

は BRCAI 陽性で あ っ たが，上皮性卵巣腫瘍 で は

BRCAI 発現消失は 良牲腫瘍お よ び境界悪性腫瘍
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に比較 し，癌にお い て有意に高頻度に認め られた，

LOH は良牲腫瘍 0％．境界悪性腫瘍 15％，癌 58％

に認め られた が ， BRCAI 発 現 とは相 関関係 は な

か っ た．BRCA1 遺伝子の メ チル 化 は 良性お よ び

境界悪 性腫瘍 で は 認 め ず，癌 で の み 20／64例

（31％）に検拠 され た．BRCAI メ チル化 と蛋白発

現 との 聞に有意な相関が認め られ，また 同
一

症例

に お い て 境界悪 性 病変部分は メ チ ル 化 陰性 ・

BRCA1 陽性，癌 病 変 部分 で は メ チ ル 化 陽性 ・

BRCA1 陰性 であ っ た．

　 （2）卵巣癌患者 にお ける BRCAI 発現の予後因

子 とし て の 意義 ： 患者の 生 存期間 は BRCAI 陰性

症例で BRCAI 陽性症例 よ りも長 い 傾 向が 認め ら

れた．さ らに，p53 発現 と組み合わせ た検討で は

BRCAI 陽性 ・p53 発現 陽牲群に比 べ て ，　 BRCAl

陰性 ・p53 発現 陰性 の 症例が 有意 に 予後良好で

あっ た、

　 （3）BRCAI 発 現 の 抗癌 剤 感受 性 に及 ぼ す影

響 ：p53 野生型 A2780 細胞で は BRCA1 発現抑制

に よ りcisplatin 感受性が増強した．一
方で

，
　 p53

欠 失 SKOV3 細胞 お よ び p53 変異 A2780／CDDP

細胞 で は cisp 韭atin 感 受性 に 変化 は 認め られ な

か っ た．pacl［taxel 感受性は cisplatin と異な りA

2780細胞で む しろ低 ドす る傾向を示 した．A2780

細胞 に お い て BRCAI 発 現抑鞘 に よ り cisplatin

添加後に p53 お よび P21発現 が誘導され，　apopto ・

sis 細胞お よび断片化 PARP が有意に増翻 した．

　＜研 究 2＞卵巣癌 の 播種性転移 にお ける SIOOA

4 の 役割 と脱メ チ ル 化 に よる発現調節 ：

　（1）卵巣癌における SlOOA4 の 発現 と局在 ， お よ

び予後 因子と して の 意義 ：正 常卵巣表層上皮細胞

は S100A4 陰性 であ っ たが，上皮性卵巣腫瘍で は

S100A4 発現が細胞質お よび核 に観察 され た．特

に核発現腸性 は良性腫瘍 0／24例 （0％）， 境葬悪性

腫瘍 3／20 例 （5％ ）， 癌 16／75 例 （24．6％）と癌で

有意に高頻度で あ っ た．該 ・細胞質分離抽出蛋白

の 検討で核内 SlOOA 発現が確認された．患者生存

期間で は Sl OA4 核陽性症例 は陰性例に比 し有意

に短縮 して お り（p　・　O．0045），多変量解析 にて独 立

日産婦誌60巻 2 号
』

した予後因子で あ っ た．

　 （2）卵巣癌細胞にお ける SloeA4 の 発現 と局在，

お よ び浸 潤 能 ・播種性転 移能 との 相 関 ：培養

OSE 細胞は S100A4発現陰性で あ っ た．卵巣癌細

胞 の う ち OVCAR3 は 細 胞 質 ・核 と も 陰 性，

SKOV3 細胞 は細胞質 の み 暢性，　 A2780 お よび A

2780／CDDP 細胞 で は細胞 質 ・核 に発 現が認め ら

れた ，卵巣癌細胞の in　vitro 浸潤能お よび マ ウ ス

モ デ ル 播種形成能は OVCAR3 く SKOV3 〈 A2780

お よ び A2780／CI）DP の 順 に 亢 進 し て い た．

siRNA を用 い た SIOOA4　va現 麹制に よ り細 胞運

動能 ・浸潤能が抑制された．

　（3）卵巣癌細胞 における S100A4発現調節の エ

ピ ジ ェ ネテ ィ ッ ク機序，および卵 巣癌におけ る S

lOOA4　m メ チ ル 化 ： 第 1イ ン トロ ン領域 の CpG

サイ トは，OSE 細胞お よび SlOOA4 低発現癌細胞

（OVCAR3 ）で はメチ ル 化さ れて い た．一
方 ，

　 SIOO

A4 高発現細胞 （A278 ／CDDP ）で は脱メ チ ル 化さ

れてお り，
メ チ ル化 の 有無が SlOOA4 蛋白発現 と

相関 して い た．レ ポーター
ア ッ セ イ の 結果，SIOO

A4 遺伝子の 転写は同領域 で コ ン トロ
ール されて

い た．OVCAR3 細胞で は 5Aza−dC 添加に よ り S

100A4発現が増強した ． 卵巣癌症例 の検討で も，

蛋白発現 と脱メ チル化 は相関 して い た．

　　　　　　　　　 【結謝

　卵巣癌の 発生 お よび進展機序にお けるエ ピジ ェ

ネ テ ィ ク ス の 役割 を，それ ぞれ にお い て鍵 となる

遺伝子 の メ チル化お よび脱メ チ ル 化の 両面か ら解

析 した．今 囲 の 検討で，散発性卵巣癌の発生 にお

い て も BRCAI 発現 の消尖が重要 であ り，そ の メ

カ ニ ズ ム と し て BRCAi 遺伝 子 pronlotor領域 の

メチ ル 化が 関与して い た ．さらに，BRCA1 発現 は

cisplat 丘n 感受性 に影響 を及ぼ すこ とが判明 した．

　癌の 進展過程で は ， S正00A4 発現は脱 メチ ル 化

に よ り増強 し
， それに 伴 い 癌細胞が よ り悪性 度を

増すこ とが示唆された．今後，エ ピジ ェ ネテ ィ ッ

クな変化を標的としたが ん治療を開発 して い くう

えで，メ チ ル 化だ けで なく脱メチ ル 化の 面か らも

検討を行 うこ とが必要 と考えられる．
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