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　単
一

の 遺伝子 を題材 と し て が ん の 研 究 を行 う場

合，が ん の 全体 像 と の 関わ りが よ くわ か らず， い

わ ば 「木 を見て 森 を見ず」 とな っ て ，結果的に研

究をが ん治療の 臨床 に つ なげて い けない こ とが し

ば しば ある．「森全体を見 る⊥ すなわ ち，構成要素

で あ る遺伝子で は な く，そ の 集合体 として の が ん

の 全体像を把握す る こ とが ，研究成果をが ん の 臨

床へ 反映 させ るた め に重要 と考え られ る，が ん の

全体像を把握す るた め に は，ゲノ ム ワ イ ドなデ ー

タ を扱う Bioinfor皿 atics が 有用 で あ る．
“
Rea1　bio1・

ogy
”
で の 実験材料 に相当する の は，　Bioinformatics

で は マ イク ロ ア レイ な どの デ
ー

タで あ り．Web

上 に た くさん 公 開されて い る．そ し て 実験手段 に

相当す る解析 ソ フ トも，ほ とん どが フ リーで 入手

可能で あ る，

　 しか し こ れ まで Bioinf〔｝rmatics は，臨床や 生 物

学に 精通 して い な い 統計学者ばか りが用 い て い る

とい う状況 が あ り，が ん の 臨床 に反映 され る研 究

が ほ とん どな い ．そ こで 今回，産婦人科医の 視点

か ら Bioinformaticsを利用 し，　
“
Real　biology

”
と融

合 させ る こ とに よ っ て ，卵巣が ん の 臨床に つ なげ

て い く研究 を 日指 した ．特に卵巣が ん の 薬物療法

に結び つ ける研究 の ために，mRNA 発現をゲ ノ ム

ワ イ ドに検 出す る マ イ ク ロ ア レ イを利用 し，1）卵

巣漿液性腺癌の 予後に 関与す る遺伝 子群 ， 2）卵巣

明細胞腺癌の 遺伝子発現 プ ロ フ ァ イル ，3）卵巣癌

の DNA メ チル 化 とシ グナル 伝 達 の 3 つ の テ
ー

マ

で 解析 を行 っ た．

1）卵巣漿液性腺癌の予後に関与すゑ

遺伝子群 か ら

　 ［背景 と目的一1］

　が ん の 予後に は，増殖，浸潤，転移，抗 が ん剤

感受性 な どが ん の さ ま ざ まな性 質が 関 わ っ て い

る．そ こ で Bioinfor皿 atics を利用 して ，遺伝子群 の

機能を解析 し，卵巣が ん の 予後に及 ぼす影響 を調

べ た，

　共 同研究者 の Berchuck　et 　a1．は，マ イク ロ ア レ

イ を用 い て ，漿 液性卵 巣が ん 皿， W 期 の うち，3

年以 内に死 亡 した予後不 良症例 と，7年以 上 生存
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一

基礎 か ら，そ し て 臨床 か ら
一

　　日産婦誌 61tsllg一

した予後良好症例 の 問で 発現の 異 なる遺伝 子群 を

統計学的 に選 び 出 しだ
’

，予後良好群で 高発現 して

い る遺伝子 の 中 に転写 因子 で あ る YY1 が 含 まれ

て お り，YY1 は E2F など，別 の 重要な転写因子 の

働 きを調節す るた め ，腫瘍 の 性格を大 きく変える

可 能性が ある と考え，本研 究で は YYI に着 凵 し

た
2）
．

　 ［方法一1］

　漿液性卵巣がん 臨床サ ン プル 88症例の マ イ ク

ロ ア レ イ デ
ー

タ を Affymetrix　U133A 　gene　chip

に よ っ て解析 した，Websiteか らも NCI603な ど細

胞株の マ イク ロ ア レ イデ
ー タ を入 手し て 解析 し

た ．解析 ソ フ トと して 、Cluster　3．0，　Java　Treevi　ew
LO，　R，　 Binary　Regression4｝，　 GSEAs

，

を用 い た，そ

して ，in　vitro で卵 巣癌細胞株 BGl を用 い て ， YYl

siRNA が 抗が ん 剤感受性 に与 える影響 を調 べ た．

　 ［結果 と考察一1］

　 まず，卵 巣 が ん 紐織 に おい て ，YYI の InRNA

発現 を定量的 RT −PCR で 調 べ る と，マ イク ロ ア レ

イで の YYI 発 現 と正 の 相 関 を示 し（r ＝ 0．57，　p＜

O．OOOI），さ ら に YY1 の タ ン パ ク 発現 を免疫組織

染色で調べ る と，腫瘍細胞の 核内に発現 を認 め ，

そ の 強 さ もマ イ ク ロ ア レイ で の YY1 発現 と よ く

相関 して い る こ とが わ か っ た （r ＝0．35，p＜ 0．05）．

　 漿液性卵巣が ん 88症例 の マ イ ク ロ ア レ イ デ ー

タ にお い て ，YY1 発現 とゲ ノ ム の 全遺伝子 の 発現

との 相関を調べ ，そ の 相関性に基づ い て全遺伝子

を分類 する と，プ ロ モ ー
タ
ー

領域 に YY1 結合配列

と E2F 結合配 列の 両方 をもつ 遺伝子 は YY1 と正

に相 関す る こ とが わか っ た （p 〈 0．0001）．YYI は

E2F と結合 し，プ ロ モ ータ ー領域 に YYI 結 合配

列 と E2F 結合 配列 の 両 方 を もつ 下流遺 伝子 の 発

現 を亢 進 させ ，結果 的 に E2F の 働 きを活性化す る

こ とが 知 られ て い る
S／，
、今回 の卵巣 が ん に お ける解

析結果 は こ の 報告 と合致 して お り，卵 巣がん に お

い て も，YYI は E2F と
一

緒 に働 い て い る可 能性

が考え られた．

　 そ こ で ．YYI 結 合配列 と E2F 結 合配列 を もつ

遺伝子 の うち，YY1 と強 く正 に相関す る もの を

YY1 ／E2F 下 流遺伝子群 と し，それで 漿 液性 卵巣

が ん を分類 した （図 1）．図は縦軸が 遺伝子，横 軸が

卵巣腫瘍サ ン プル を表 して い る ，遺伝 子や腫瘍 は

ク ラ ス タ リン グに よ っ て 並 べ られて い て ，枝 の 高

さが低 い ほ どパ ターンが似て い る こ とを意味 して

い る．腫瘍 は大 き く2 つ に 分 類 され，それ ぞ れ

YYI 　Low ク ラ ス タ ーお よ び，　 YYI 　High ク ラ ス

タ
ー

と名付けた． マ イ ク ロ ア レ イデ
ータか ら Bi−

nary 　Regression に て E2F 活性 の 値 を 計 算す る

と，YYI ／E2F 下 流遺伝子群 の 発現 と強 く相関 し

て お り， これ は YY1 が E2F の 作用 を強め る可能

性 を示唆 して い る．術後に抗が ん剤投与 を受けた

卵巣が ん患 者 に お い て ，YYI 　Low ／High の 分類

と，患者 の 生存期問に 関連が あるか どうか 調べ た．

パ ク リ タキセ ル を使用 した 36症例 で は，YY1 ／E

2F 下流遺伝子 の発現が 高 い 群で 予後 良好 で あ っ

た．一
方．パ ク リ タキ セ ル を使用 し なか っ た 28

症例で は，YY1 ／E2F 下流遺伝 r・の 発現 は，予後 と

相 関 しなか っ た，す なわ ち，パ ク リタキセ ル を用

い た場合 に の み ，YY1 ／E2F 下流 遺伝 子 の 発現 が

高 い と予後が よ い こ とか ら，YY1 ／E2F の 働 きは，

特 にパ ク リタキセ ル の 感受性 に関連があ る と考え

られ た．

　 次に さま ざまな臓器 の が ん に 由来す る 60種類

の 細胞株 NCI60 の マ イ ク ロ ア レ イ デ
ータ を解析

し た （図 2）．NCI60 も YYI ／E2F 　F 流 遺 伝 子 に

よ っ て 2 つ に分類 され た． NCI60 の細胞株で は，

薬剤 感受性デ
ー

タ も公 開 され てお り，パ ク リタキ

セ ル と ドセ タキ セ ル で は，YY1 ／E2F 下流遺伝子

の 発現 が高 い 細胞群 で高感受性 を示 したが ，シ ス

プ ラチ ン ，カ ル ボプラチ ン で は こ の 分類 に よ る差

を認めず ，YYI ／E2F ド流遺伝 予の 発現が高 い と，

タ キサ ン に高感受性 を示 すが，プラチ ナ 感受性 と

の 関連 はな い こ とがわ か り， これ は漿液性卵巣が

ん にお け る予 後 の デ
ー

タ と合致 して い た ，

　 タ キサ ン は微小管の 過剰形成 に よ り細胞分裂 を

阻害す る 薬剤で ある た め，YYI ／E2F と微小 管 の

閧連 に つ い て 調 べ た．微 小管 を構成す る遺伝子群

は， GO5874　microtubule と して 分類 されて お り，

まず Web ヒの マ イ ク ロ ア レ イ デ
ー

タ で ，　 E2F 強

制発現 に よ る変化 を調 べ た ．遺伝子群全体の 動 き

を GSEA と い うソ フ トを用 い て 検討す る と 1
　 E2F

は微小管遺伝
．
r−F“の 発現 を有意に尢進させ る こ と
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一

基礎か ら，そ して 臨床 か ら一 2015

W1 ’E2Fの 下流遺伝子群（250 プロ ーブ：YY1 結

合配 列とE2F 結 合配 列 をもち、YY1 と強 く正 に相 関する。）

製劃

Wt 　Low 　 　 w1 　High

漿液性卵巣がん 88症例

＿ 鵡 覦 麺 魔

鏤 紅 譲；一一P：．，／x一籖

濃
鑿
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【図 L］漿液性卵巣が ん の YYl ／E2F シ グ ナ ル 亢 進例は パ ク リ タ キ セ ル 使用群 で 予後良好 で あ る

マ イクロア レイ

逕
姻

　　棋

l

NCI60細胞

株
芯 1感 m 性 Gl50

　　nM
パ クリタキセル

墾
　う
高感受性

　 　 　 　 Wl 　Low 　 YYI　High

nM

　 1ぴ面

ドセタキセル

睡
　

　

剛

卿

翰

−

h陶WWOLlYY
劉§

梶、
M シス プラチン　　μ

o軻

YYI 　Low 　YYI 　High 　 YYI　Low 　YYI　High

【図 2】種 々 の 臓器 の が ん で も YYYE2F シ グ ナ ル 亢 進 と タキ サ ン 高 感 受性 が 相関す る

が わか っ た （FDR 　q　value ＝0．160＜ 0．250）．さ ら に ，

微小管遺伝 子群の プ ロ モ ー
タ
ー領域 を調べ る と，

YY1 結合 配列 を もつ 頻度が有 意 に 高 い こ ともわ

か っ た （p＜ O．OOI）．した が っ て ．微小管遺伝子群 の

発現 は YY1 ／E2F に よ り制御 され て い る と考え ら

れ ，こ れが タキ サ ン特異 的な化学療法感受性 と関

連 して い る 可能性が あ る ．

　卵巣が ん細胞株 の うち YY1 高発現 の BG1 を用

い て，siRNA で YY1 の 発現 を抑制 した 時に，抗が

ん 剤 の 効 果 が ど の よ うに 変化 す る か 調 べ た （図

3）， YYI の 発 現 を抑制す る と，パ ク リ タキセ ル ，

ドセ タキ セ ル へ は抵抗性 とな っ た が，
．・一・

方で ，シ
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一一

基礎から，そ して 臨床か ら一　　目産 婦誌61巻 ll号
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【図 3】卵 巣癌 細 胞 に お い て ，YYI 発 現 抑 制 は タ キ サ ン 抵 抗 性 を もた らす が，シ ス プ ラ チ ン 感

　受性 へ は 影 響 を 与 え な い

ス プラ チ ン に対 す る感受性 は変化 しなか っ た． し

た が っ て ，YY1 の 発現抑制は，タキサ ン特異 的 な

抵 抗性 をもた らし，YYI が タキサ ン感受性 に機能

的に 関与して い る こ とが わ か っ た．

　 ま とめ と して ，今 回の 研 究は卵 巣が ん の 予後 を

分 ける遺伝子 リス トの 報告 を見た こ とか ら始め ，

YY1 が予 後 良好群 で 高発現 して い る こ とに 着 凵

し，Bioinformatics を利用 して 機能解析 を行 っ た

結果，YY1 が タ キサ ン 高感受性 をもた ら し て 予後

に 関与 して い る こ とが 明 らか に な り，そ の メ カ ニ

ズ ム として ，YY1 ／E2F シ グ ナ ル に よ る微小 管遺

伝子群 の 発現亢進 の 可能性が 示唆され た ，本研究

の 成果 は， タ キ サ ン感受性 の バ イオマ
ーカ ーお よ

び， タキ サ ン耐性機序の 研 究へ とつ なげて い け る

と思 わ れ る ．

2）卵 巣明 細胞腺癌の 遺伝子 発現

プロ フ ァ イル か ら

　［背景と 目的一2］

　こ れ まで ，が ん に対 す る薬物療法 は，臓 器 ご と

に確立 されて きた が，卵巣 がん に は薬剤憾 受性 の

異 なる多様 な組織 型が存在 し，と りわけ卵巣明細

胞腺癌は， 円本で 急増 してお り，既存の 抗が ん 剤

に耐性で ある
1／／
．今後は組織型 ご とに個別化 した治

療 を行 うこ とが 求め られ てお り，最近 は分子標的

薬 など，抗腫瘍薬 の 選択肢が 増 えて きて い る こ と

か ら，最適 な薬物療法 をどうや っ て探す の か が 大

きな問題 とな っ て い る 、そ こ で本研 究は，卵巣明

細胞腺 癌の 遣伝 r一発現 プ ロ フ ァ イル か ら生物学的

特徴をと らえ，新規の 薬物療法を探索する こ とを

目的 と した ．

　 ［方法一2］

　明 細胞腺癌 13細胞 株 を 含 む 38細 胞株 で Af−

fymetrix　U133A 　gene 　chip を用 い て マ イク ロ ア レ

イを行い ，さ らに Websiteか ら も卵巣がん組織
e’・y）

や NCI60 ＃〕

の デ
ー

タ を入手 して ，明細胞腺癌 と他

の 組織型 を分け る遺伝子 を同定した，マ イ ク ロ ァ

レイ解析 の た め に，SAM ’匚〕1／
　
t
　 R ，　 Cluster　3．0，　Java

Treeview　1．0，　Binary　Rcgression4
’

，　 GATHERI1 ，

，

COMBAT ］2）
を用 い た．そ して RT −PCR で 遺 伝子

発現 を検証 し，予測 され た薬剤の 抗腫瘍効果 を in

vivO で 検討した ．
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共通する遺伝子

（発現 亢進 303、

発現 低下 39）

SAM 　FDR くO．05
〔Significance
Analysis　of
Microarrays）

細胞株 ；明細胞腺癌 （・・13）
　 vs，非明細胞腺癌 （n＝ 25）
　 　 　 （Kyoto 　Univ．〉

組織 型　 韈 欝 蕪 鑿難 翻麟 邇■■■

癌組織 ：明細胞腺癌 （n・8）

　vs ．非明細胞腺癌 （n ＝ 91）
　　 （Michigan　Univ．）

鑼韆 靉鑾覊 靆覊 飜 靉覊 驪 圏

■明細胞腺癌　　靆非 明細胞腺癌

【図 4】細胞株 と癌組織 の マ イク ロ ア レ イに よ る．明細胞腺癌 を 特徴 づ け る遺伝子群 ℃ lear

Celi　Signature
”

の 抽出

　 ［結果 と考察一2］

　 まず．明細胞腺癌 を特徴づ ける 遺伝子群 を抽出

す る 目的で，がん細胞株 と癌組織 の デ
ータ セ ッ ト

か ら，明細胞腺癌 とそ の 他 の 組織型 を分ける 共通

の 342遺伝子 を SAM に よ っ て抽 出した （図 4）．

そ の 遺伝子で ク ラ ス タ リ ン グす る と，明細胞腺癌

が 他の 組織型 と区別 され て い る こ とが わ か っ た。

こ れ らの 遺伝子を，明細胞腺癌を特徴づ け る遺伝

子群 とい うこ とで℃ lear　Cell　Signature
”
と名付け

た，その Clear　cell　signature で ，　website か ら と っ

て きた別 の 2 つ の マ イ ク P ア レイ デ
ー

タ を ク ラ ス

タ リ ン グ してみ る と，や は り明細 胞腺癌 を 同定 し，

再現性が高 い こ とがわか っ た （図 5）．さ らに，細胞

株 と癌組織 に お い て ，RT −PCR に よ る mRNA 発

現 の 検証 を行 い ，明細 胞腺 癌 とそ れ以外の 間で ，

Clear　Cell　Signature 遺伝子 の 発 現 量 が 異 な る こ

とを確認 した．その 中には ，Tsuchiya 　et　aL が 報告

し，現在明細胞腺癌の マ ーカーとみな され て い る

HNF1 βも含 まれ て い た
’31
．

　 C且ear 　Cell　Signature の うち，発現、　F．昇 し て い る

遺 伝 子 を GATHER で 解 析 し て み る と，　 GO ：

0001822kidney　development（p ＝0．006）や ，　 GO ：

0046626insulin　receptor 　signaling 　pathway （p ＝

O．004）とい っ た性質 をもつ 遺伝子が多 く集ま っ て

お り、さらに，プ ロ モ ー
タ
ー領域 に V ＄HNFI ＿Ol

とい う、HNFIB の 結合配列 を もつ ，HNFI βの 下流

遺伝子が多 い こ とがわか っ た （p ＝ O．OO1），　 HNF1 β

の mutation は ，腎低 形成 と膵 β細胞の 機能異 常

に よ る糖尿病 を引 き起 こ ず
4）
こ とが知 ら れて い

て ，明細胞腺癌の 生物学 的特徴 と して ，
“
腎臓

”
お

よ び 糖 代謝
”
が キ ーワ ー ドに なる と考え られ た．

　他臓器癌 と比 較 した とき の ，明細胞腺癌の 位置

づ け を調べ る た め に，さ まざま な臓器山来の 60

細胞株 を含む NCI6σと，卵巣癌 38細胞株の デ
ー

タを COMBAT に よ っ て merge して，計 98 サ ン

プ ル と し て Clear　Cell　Signatureで ク ラ ス タ リ ン

グ した （図 6）．そ の 結果，明細胞腺癌は遺伝 f’nvの
発現パ タ

ーン が きわめ て腎細 胞疵 に類似 して い る

こ とが わか っ た．

　腎細胞癌 の 中で は淡明な細 胞質を もつ 癌細胞か

らなる 「明細胞癌」と い う組織型が 75％ を占め て

い て ，増殖が遅 く，既存の抗 がん剤 に きわめて耐

性 と い う特徴が あ る．そ の た め ，新規薬剤の 臨床

試験 が 次 々 と行わ れ て きた．最近，キ ナ
ーゼ 阻害

剤 で ある Sorafenib（ネク サバ ール
tR／

）が腎細胞癌 に

非常に有用 であ る こ とが わか り
15／

，2008年 4 月に

目本で 承認 され た ．Sorafenibは EGFR ，　 PDGFR ，

VEGFR ，　c−KIT とい っ た チ ロ シ ン キナ
ー

ゼ型 レ セ
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癌組織 明細胞腺癌 （・
・9）

　 vs ．非 明 細 胞 腺 癌 （n ＝ 41）
（MD 　Anderson　Cancer　Center）
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癌組織 明 細 胞腺癌 （・・ 9）
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（Expression　Project　for　Onco］ogy ＞
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■明細胞腺癌　　變i非明細胞腺癌

【図 5】他の マ イ ク ロ ア レ イデ
ー

タ セ ッ トに おい て も，
’
℃lear　Cell　Signature

”
は 明細胞腺癌を

同定する

 」
ヨ
照

5
あ
一
可
O
」
＄
δ

細胞株 NC160＋ 鰈 癌 38細胞 株 〔n ； 98）

・・ … 騨彗 蝿 瑠
　 　 　 Ovary
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Kidney　Ovary ｛Clear　cell 〕

　【図 6】腎細胞癌 に お け る ℃ Lear　Cell　Signat．ure
”

の 発

　 現 パ タ
ー

ン は，明細胞腺癌 と類似 して い る

プ ターや ，Raf の キナーゼ 活性を阻害す る （図 7）．

　 また，卵 巣 が ん の マ イ ク ロ ア レ イデ
ー タ か ら

E2F 活性 と Ras 活性 を計 算す る と，類 内膜腺癌 と

漿液性腺癌 は E2F 活性が高 く，明細胞腺癌 と粘液

性腺癌は Ras 活性 が 比 較的 高 い こ とが わ か っ た

（図 8）．E2F は増殖能，　Ras は キナーゼ 活性 と関連

が 深 く，類 内膜腺癌 と漿液性腺癌 は増殖型 ．明細

胞腺癌 と粘液性腺癌は キ ナ
ーゼ 型 と分類で きる ロ∫

能性が ある．そ して ，増殖型 の 類 内膜腺癌 と漿 液

性腺癌に は タキ サ ン な ど の 抗が ん剤，キ ナ
ー

ゼ 型

の 明細胞腺 癌 と粘液性腺癌 には Sorafenibの よ う

なキ ナ ーゼ 阻害剤 が有用 で あ る 可能性が 考 えられ

た．

　卵巣明細 胞腺癌 由来の 細 胞株 RMG −2 は ヌ ー ド

マ ウ ス に接種する と，淡明な細胞質を有する腺が

ん 細胞か らな る腫瘍 を形成す る．こ の 細胞株 を

ヌ
ー

ドマ ウ ス の 皮 「に 5×10b個接種 し，長径 が l

cm とな っ た 時点で，　SQrafcnib　40mg／kg を毎 日経

口投 与した とこ ろ，著明 な抗腫瘍効果を認 め た （p

く 0。001）．コ ン トロ
ール 群 は腫瘍が増大 し，中心部

の 壊死が著 明であ っ たが ，Sofafenib治療群 で は腫

瘍が 縮小 して ， 壊死の 部分が 痂皮状 に な り， ほ と

ん どそれ を残すの み に な っ た．こ の 結 果は ，Soraf−

enib が卵 巣 明細 胞腺癌 の 治療薬 と して 有 望 で あ

る こ とを示 して い る．

　 ま とめ と して ，卵巣明細胞腺癌 の 遺伝 子発現 プ

ロ フ ァ イル をもとに，そ の 生物学 的特徴 を調 べ た

結 果，腎細 胞癌 と類似 して い る こ と，さらに，キ

ナーゼ 型の が ん で ある こ とが 示唆 された ，そ し て

腎細胞癌に用 い られ て い る キ ナ
ーゼ 阻害nj　Soraf−

enib が 卵 巣明細胞腺 癌 に有用 で あ る こ と を動物

実験で示 し，現在臨床試験 を予定して い る．
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【図 7】 マ ル チ キ ナーゼ 阻害 剤 Sorafcnib（ネ ク サ バ ール 動 は 腎 細 胞 癌 に 有 効で あ る
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【図 8】卵巣が ん の 組織型分類 に よ っ て，シ グナ ル 活性 の パ タ
ーン が異なる

3）卵巣癌 の DNA メ チル 化 と

シ グナル 伝達解析か ら

　 ［背景 と 目的一3］

　 が ん にお い て ，DNA メ チ ル 化 の 異常 がが ん の

発 生 や 進展 に 影響 を与 える こ とが知 られ て い る

が ，ゲ ノ ム ワ イ ドな DNA メ チル 化 パ タ ー ン の 意

義に つ い て は，卵巣が ん も含め あま り検討 されて

い な い ．遺伝子 の プ ロ モ ータ ー領 域 に メ チ ル 化が

ある と，RNA が 転写 さ れ ない ．そ こ で 脱 メ チル 化

剤 5Aza−dC を添加す る と，　 DNA が脱 メ チル 化 さ

れ ，RNA が転写 され る．した が っ て ，マ イ ク ロ ア

レイを用 い て元 の サ ン プ ル と比 較する こ とに よ っ

て ，DNA メチ ル 化 をゲ ノ ム ワ イ ドに 予 測 で き

る
衂

．本研究 で は卵巣が ん に お け る DNA メ チ ル

化 をゲ ノ ム ワ イ ドに調 べ ，そ の 生物学的意義 を，

シ グナ ル 伝達お よびが ん の 進展 とい う点か ら明 ら

か に し，新規薬物療法 を見山す こ とを 目的 と した．

　 ［方法一3］

　卵巣が ん にお ける メ チ ル 化遺伝子 を，5Aza−dC
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【表 1】 メ チ ル 化候補 360遺伝 子 の 性質

　 　遺伝子 の 働 きの カ テ ゴ リー分類

GO 二〇〇〇9653［3］； mGrphogenesis

GO ：0009887「4］： erganogenes 正s

GO ：0007275［2］： dex・etopment

GO ：0047“127［5］： regulurion 　of　cell　proliferation

GO ：0008285［6］： ne 理ative 　regu 且ation 　of　ceU 　proliferation

GO ：OOO6928［・1二： cell　motil 疑y

GO ：OOI6477［5］： cell 　migration

GO ：0〔101525［6／］： angiogenesis

GO ：OOO7155［4コ： ceLl　adhesioll

GO ：0030155「4］；regulation 　o正ce ⊥L　adhesion

GO ：0006954［5」rinflammatory 　response

GO ；OOO6955「4］；immune 　responsc

器官形 成

｝・麟

｝繩 動

｝血管新 生

｝細 聯

｝免疫

ゲ ノ ム と比 べ て 集 ま っ て い る もの （p く O．Ol），

を添加 して マ イク ロ ア レ イを用 い て 同定 した，メ

チ ル 化 ア ッ セ イは Methylation　specific 　PCR （MS −

PCR ）お よ び Bisulphitc−modified 　pyrosequencing

に よ っ て行 っ た．シ グナ ル 伝達 は Binary　Regres−

sion
’v
お よび ル シ フ ェ ラ ーゼ ア ッ セ イで 調 べ た ，卵

巣が ん の 原発巣お よ び大網転移 巣の 組織 を，免疫

組 織染 色 お よ び Website よ り入手 した マ イ ク ロ

ア レ イデ
ータ に よっ て 解析 した ．予測 された薬剤

の マ ウ ス 卵 巣 が ん 細 胞株 HM −1 に 対 す る 効果 を

ln　vitro お よび in　vivo で 調べ た，その 他 ，マ イ ク ロ

ア レ イ解析 には， Cluster　3．0，　Java　Treeview ，　 R ，

GATHER ”）
を用 い た，

　 ［結果 と考察一3］

　卵巣 がん 43細 胞株 に脱 メ チ ル 化剤 5Aza −dC を

添 加 し．無添 加群 と比 較 して ， メ チ ル 化候補 360

遺伝子 を同定 した ．そ の うち 27遺伝 子 を選び，実

際に メ チ ル 化 ア ッ セ イ を行 い ，す べ て の 遺伝 子で

メ チ ル 化を確認 した ．そ れ ら の メ チ ル 化候補遺伝

予群 を，遺伝子の 働 きに よ っ て カテ ゴ リ
ー
分類す

る と，器 官形 成，増殖制御，細胞 運動，血管 新生 ，

細 胞接着，免疫 と い っ た 働 きを もつ 遺伝子 が 集

まっ て い た （表 1）．さ らに シグ ナ ル 経 路別 の 分類

で は，TGF βス ーパ ーフ ァ ミ リ
ー経路 に属す る遺

伝子 が 多 く集 ま っ て い る こ と が わ か っ た （p ＝

0．007）．

　実際 に TG 耶 ス
ーパ ー

フ ァ ミ リーの シ グナ ル

経路 に属する遺伝子 の メ チ ル 化を，卵巣が ん の 細

胞株，初代培養細胞 ，が ん組織 にお い て，Methy1−

ation 　specific 　PCR で 調べ た （図 9）．今回実際に卵

巣が ん で メ チ ル 化 を認 め た遺伝t に下 線を引 い て

示 して い る，リガ ン ド， レ セ プ タ
ー
，下 流遺伝子

な ど，さまざまな遺伝子が メ チ ル 化 され ，卵 巣が

ん にお い て ，TGF βス ーパ ー
フ ァ ミ リ

ー
経路 とメ

チル 化 の 関連は深 い と思 われ た．

　さ ら に，TGF β経 路 の 活 性 と メ チ ル 化 の 関連

に つ い て 検 討 し た，ま ず TGF −beta　receptor 　2

（TGFBR2 ）にお い て ，　 Bisulphite−modified 　pyr （＞se −

quencing で プ ロ モ ー タ ー領 域 に あ る 8 ヵ 所 の

CpG サ イ トの メ チ ル 化を定量的に調べ ，メ チ ル 化

と遺伝
1r一
発現の 相関を調べ た，い ずれ の CpG サ イ

トにお い て も TGFBR2 発現 が低 い ほ ど メチ ル化

が 多い こ とが わか り（い ずれ も pく 0．01），メ チ ル 化

は遺伝 予発現 を抑制 して い る と考 え られ た．

　次に 卵巣が ん 細胞株に 脱 メ チ ル 化剤 5Aza・dC

を添加 し，TGF β経路の 活性 の 変化 を調べ た．マ イ

ク ロ ア レ イ デ ータ を用 い て Binary　regression で

調 べ る と，43細 胞 株 に お い て 5Aza−dC 添加 で

TGF β経路の 活性 が亢進する こ とが わか っ た （p＜

0、001）．さ ら に OVCAR3 細 胞 株 に お い て ，

SMAD3 一ル シ フ ェ ラ
ーゼ ア ッ セ イで調べ る と，や
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【図 9】卵巣が ん に お け る TGF βス
ーパ ー

フ ァ ミ リー
経路 の メ チ ル 化

は り 5Aza −dC 添 加 に よ り TGF β経路 の 活性 が 亢

進す る こ とが わ か っ た （p 〈 （）．Ol）．

　こ の よ うに，TGF β経路 の 多数 の 遺伝子が メ チ

ル 化 され ，脱 メ チ ル 化 に よ りそ の 活性が亢 進する

こ とか ら，メ チ ル 化は TGF β経路の 活性 を制御 し

て い る こ とが わか っ た，が んが 転移 をきた す際，

メ チ ル 化をは じめ とする エ ピジ ェ ネテ ィ ッ クな変

化が 関与 しうる こ とが，最近散発的 に報告 され て

い る．また TGF β経 路の 活性 化 は，が ん細 胞 に

Epitheliai　meg ．　enchymal 　transition（EMT ）と い う

変化 を生 じて ， 転移 を亢進 させ うる こ とも知 られ

て い る．

　そ こで ，今回同定 した メチ ル 化遺伝子群の 発現

や，TGF β経路の 活性が ，卵巣が ん の 原発巣 と大網

転移巣で どの よ うに 異な る か 検討 した （図 10），

Websiteか ら得 られ た，　IH，IV期 の 漿液性卵巣が ん

の ，卵巣 原発巣 ある い は大網転移巣 サ ン プル に つ

い て ，メ チル 化候補 360遺伝子 で ク ラ ス タ リ ン グ

す る と，協調 した発現 パ ター ン を示 す約 100 個の

遣伝 子が ク ラ ス タ
ーとし て 同定 され ，そ こ に は今

回実際に メ チル 化 を認め た，TGF βの 作 用 を亢進

させ る遺伝子 が 多 く含 まれ て い た．その 発現 はマ

イク ロ ア レ イデ
ー

タか ら計算 した TGF β経路 の

活性 と強 く相 関 して お り，さ らに．大網転移巣 に

お い て ，遺伝 子 ク ラ ス タ ーの 発現 が 高 く，か つ

TGF β経路 の 活性が 高い こ とが わか っ た．

　こ の ク ラ ス タ ーに含 まれて い る，TGF βの レ セ

プタ
ー

で ある TGFBR2 発現 お よび，　TGF β経路の

活性を，原発巣 と転移巣の ペ ア で免疫組織染色 に

よ っ て比 較 した．する と． マ イク ロ ア レ イ の 結果

と合致して，TGFBR2 タ ン パ クは，大網転移巣で

発現亢進 してお り（p＜ O．Ol），　 TGF β経路活性化の

指標で あ る リ ン酸化 SMAD2 も，や は り大網転移

巣で発現亢進 して い た （p ＜ O．Ol）．そ こで，転移巣

で活性化 して い る TGF β経路を阻害する こ とが ，

卵巣が ん 転 移 の 治療に有用 で あ る可 能性が 考え ら

れた．

　TGF β経路の 阻害剤 と して ，　TGF −beta　receptor

l （TGFBR1 ）の キナーゼ活性 を阻害す る A −83−Ol

と い う分子 量 421の 化合 物 が 知 られ て お り（図

11）．実際 に マ ウ ス 卵巣が ん細胞株 HM −1 に添加す

る と，そ の 下流 にある リ ン酸化 SMAD2 の 景を減

少 させ る こ とが わか っ た．そ こ で ， A −83−01 を用 い

て HM −1細 胞の 転 移形質 に 与 え る 影響 を in　vitr 〔〕

で検討 した．まずス ク ラ ッ チ テ ス トで．細胞運動

を調 べ た，細胞 が confluent とな っ た状 態 か ら一

定 の 溝を つ けて ，そ の 溝 を どれ だけ埋 め て い くか

で 細胞の 運動距離 を調べ た とこ ろ，A −83−Olの 添

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

2022 シ ン ポ ジ ウ ム 3 ：卵巣がん の 新たな戦略
一

基礎 か ら，そ して 臨床か ら一　　日産婦誌61巻 11号

皿・N 期 の漿 液性卵 巣癌75症例 原発巣および大網転移巣

　　　　　　（Expression　project　foroncology）

　　　　　　 ・・チ ル化 の ・一
ゲ・ ・

TGF β経 路 活 性　饗1鏈難鑾鑼韆鑠靉一 畷

　　　　　　　　　　　　 1廻 1■ 1　ll■■ll
　　　　　　　　　 ［］原発巣　 ■大網転移 巣

　　　【図 1〔〕】大網転移で は．メ チ ル 化遺伝子群 は 発現亢進し，TGF β活性が高い

髏

．

一
　　　　　　　 SMAD4
　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 〆 P核内
　　　　　　 SMAD213
　 　 　 DNA

一 一
「 「

一 一 RNA

【図 ll｝TGF β経路 1∫H害剤 A −83−0］（TGF βRI び）キ ナ ーゼ 活性阻害剤）

加 によ り，細 胞 の 運動 が有 意に抑 制され る こ とが

わ か っ た（p〈 O．05）．さらに マ トリゲル におけ る 細

胞浸潤 を調べ た とこ ろ ，細胞 浸潤 も A −83−01の 添

加 に よ り抑制され る こ とが わか っ た （pく O．05）．

　次に ，マ ウ ス の 卵巣が ん腹膜播種モ デ ル を用 い

て in▽ivOの 検 討 を行 っ た．　 HM −1細胞 を B6c3Fl

マ ウ ス の 腹腔 内 に 接種す る と，10 日目頃 よ り著明

な腹水 をきた し，骨盤腹 膜，腸 間膜，大腸表面，

横 隔膜 ドな ど に 播種性 転移 を生 じる．こ の HM −1

細胞 を腹腔内に接種 し，そ の 翌 日よ り A −83−01 を

週 3 回腹 腔内 に投与 した．する と．A −83−01 は有 意

に マ ウ ス の 生 存期 間を延長 した （p ＜ OD5）．

　 まとめ と して ，卵 巣が ん に おけ るゲノ ム ワ イ ド

な DNA メ チ ル 化 と シ グナ ル 伝 達や がん の 進展 と

の 関連 を調 べ た．そ の 結 果，メ チ ル 化 が TGF β

経路 の 活性 を抑制 して い る こ とが 明 らか に な っ

た．そ して，卵巣が ん の転移 巣で は．メ チ ル 化遺

伝 子群 の 高発 現 お よ び TGF β経 路 の 活性 化が 認

め られ ，TGF β経路の 阻害剤が 卵巣が ん転 移 の 治

療薬 と して有望 と思われた．

まとめと結 語

　卵巣が ん の シ グ ナル 活性 と薬物療法 に つ い て t

今 回の 3 つ の 研究 か ら考 え られた シ ェ
ーマ を示す
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【図 12】卵巣が ん の シ グ ナ ル 活性 と薬物療法

（図 12）．今回，　Bioinformaticsに よ っ て卵 巣が んの

全体像 を見て ，産婦 人科医 と して の 視点か ら Biol−

ogy と融合 させ る こ とをめ ざ して 研究 を行 い ，そ

の結果，YY1 ／E2F シ グナ ル が活性化 して い るが

ん に は タキ サ ン，卵巣明細胞腺癌 に は Sorafenib，

播種性転移 に は TGF β経路 阻害剤 が 有 用で あ る

可能性 を示 した．今後 は マ イク U ア レ イデ
ー

タに

加 え，次 世 代 シ ーク エ ン サ ー を利 用 した tran・

scriptomc や genome デ
ー

タが公 開され る の で，

その よ うなデ
ー

タ を活 用 し，臨床医 の 視点か ら新

た な診断 治療方法を生 み 出す研究が 求め られ る

よ うになる と思 われ る，
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  Expression of  the genomic  genes,  not  a  single  gene,  in cancer  cells  may  be relevant  to clinical fea-

tures of  individual cancers.  In order  to link findings of  basic research  wi'th  the  treatment  of  ovarian

cancer,  genome-wide  ana]ysis  using  bioinformatics is thought  to be necessary.  In this research,  we

analyzed  the foIlowing three subjects  using  bioinformatics to improve  drug  treatrncnt  against  ovar-

lan  cancer.

  1) Biomarker of  chemo-sensitivity

  A  transcript factor YYI  was  one  of  genes  that discriminate between good  and  poor  prognosis  in

patients with  serous  ovariaR  cancer.  In the microarray  dataset of  88 serous  ovarian  cancers,  genes

having both YYI  binding sites  and  E2F  binding sites  positively correlated  with  YYI  
,
 which  is consis-

tent  with  a  previous report  that YYI  increases E2F  activity.  Hierarchical clustering  by the  genes

having both YYI  and  E2F  binding sites  which  positivcly correlate  with  YYI  classified  ovarian  can-

cers  into the two  clusters,  
"YYI

 Low"  cluster  and  
"YYI

 IIigh" cluster.  In serous  ovarian  cancer  pa-

tients who  received  paclitaxel, YY1  High showed  better survival  than  YYI  Low. though  in patients
who  did not  receive  paclitaxel, this classification  did not  correlate  with  patient's survivaL  NCI60 cell

lines, derived from cancers  of  various  organs,  were  analyzed  in a  similar  way,  and  YYI  Low  cells

were  resistant  to paclitaxel and  docetaxel than  YYI  High  cells, while  this classification  did not  corre-

late with  ptatinum  sensitivity.  The  siRNA  knoek-down of  YYI  in BGI  ovarian  cancer  cell line re-

sulted  in resistance  to paclitaxel  and  docetaxel, while  it did not  affect  on  thc  sensitivity  to cisplatin.

Therefore, we  conclude  that YYI  increases E2F  activity and  confers  taxane  sensitivity in ovarian

cancer.

  2) Novel  treatment  of ovarian  clear  cell carcinoma

  This study  aims  t,o find a novel  therapeutic drug against  ovarian  clear cell carcinoma  (CCC) based
on  the biologic features detected by gene  profiling. Microarray analysis  using  both ovarian  cancer

cell  lines (13 CCC  and  25 non-CCC)  and  ovarian  cancer  tissues {8 CCC  and  91 non-CCC}  identified
"Clear

 Cell Signature" which  discriminates between CCC  and  non-CCC.  The Clear Cell Signature,
comprising  of  303 upregulated  and  39 downregulated genes,  was  reproducible  in the  two  other  mi-

croarray  datasets. The  Clear Cell Signature contained  IINFI B and  genes having HNFI  binding sites.
Mutation of  HIVITI B is known  te cause  renal  hypoplasia. Hierarchical clustering  ef  the merged  da-
taset of  38 ovarian  cancer  celt  lines and  NCI60 indicated that CCC  was  strikingly  similar  to renal  cell

careinoma.  Because Sorafenib is effective  against  renal  cell carcinoma,  we  examined  thc in vivo  anti-

tumor  effect  of  Sorafenib against  RMG-2  CCC  cell  line inoculated on  nude  mice.  Sorafenib caused  the

RMG-2  tumor  to shrink  significantly,  We  conclude  that Serafenib may  be useful  against  CCC.

  3) DNA  methylation  and  signal  pathway

  DNA  methylation  is relevant  to carcinogenesis  and  cancer  progression. Hewever, there  are  few
studies  that analyzed  genome-wide  DNA  methylation  in ovarian  cancer.  In this research,  we  aimed
to analyze  how  the genome-wide  DNA  mcthylatien  affects  en  the signal  pathway  and  phenotypes  in
ovarian  cancer.  Ferty-three ovarian  cancer  cell lines were  treated by 5Aza-dC, followed by microar-

ray  analysis,  Reactivatgd 360 genes  were  assumed  as  methylation  candidate  genes, and  they  en-

riched  genes belonging to TGF-beta signal  pathway.  Demethylation by 5Aza-dC  significantly

upregulated  the TGF-beta pathway  activity  detected by Binary Regression and  SMAD3-luciferase
assay  in ovarian  cancer  cell  lines. Because cancer  metastasis  is supposed  to be associated  with  epige-

netic  changes  and  TGF-beta pathway  deregulation, expression  of  the 360 methylation  candidate

genes and  TGF-beta  activity  were  analyzed  in primary  sites  and  ometntal  metastasis  of  ovarian  can-

cer  samples.  Hierarchieal clustering  by the 360 genes  identified a  definite gene  cluster  of  approxi-

mately  100 genes,  which  contain  multiple  genes  known  to activate  TGF-beta signal  pathway.  TGF
beta actlvity detected by Binary Rcgression positively  correlated  with  the expression  of the gene

cluster.  Furthermore, immunohistochemical  analysis  for the paired samples  of  primary  site and
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omental  metastasis  showed  increased expressien  of TGFBR2  and  phospohorylated  SMAD2  in omen-
tal metastasis.  Treatment  with  A-83-Ol, an  inhibitor of  TGFBRI  kinase, suppressed  expression  of

phospohorytated  SMAD2  in HM-1  mouse  ovarian  cancer  cell line, and  also  significantly  inhibited mi-

gratiQn  and  invasion of  Hpt'I-1, Furthermere,  in w'vo  treatment  with  A-83-Ol prolonged  survival  of

mice  in the HM-1  peritoneal metastasls  model.  Therefore, we  conclude  that inhibition of  TGF-beta
signal  pathway  may  be useful  in the treatment oi  ovarian  cancer  metastasis,

  In summary,  using  bioinformatics, we  found that, 1) ovarian  cancers  with  activated  YYI/E2F  sig-

nal  are  sensitive  to taxane, 2) Sorafenib is effective  against  CCC, 3) TGF-beta inhibitor may  be useful

to treat evarian  cancer  metastasis.  These results  show  that a  genome-wide  approach  using  bioinfor-
matics  may  be useful  to develop a  novel  diagnost[c and  therapeutic modality  against  ovarian  cancer,


