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2）卵巣癌の 分子生物学的特性を利用 した新規治療法の 開発

島根大学 中 山 健太郎

　　　　　　　　 【研究の 背景】

　卵 巣癌 は婦 人科悪性腫瘍 の 死 因の 第
一

位で あ

り，発生頻度は 30年問で約 3倍 に増加 して い る，

卵巣癌は早期診断が 難 し く，約 60％ は進行期 III，

IV 期 で 発 見 され る．腫瘍減 量手術 とプラ チ ナ 製

剤，タキサ ン 製剤を併用 した術後化学療法の 進 歩

で 5 年生存率 は飛躍的に向上 した ．しか しなが ら，

多 くの 症例が再発 し，化学療法耐性 とな り 10 年生

存率は 30年前 か ら改善されて い な い ．近年の 分 r一

生物学的研 究に よ り卵 巣癌発生 の メ カ ニ ズ ム が解

明 され つ つ あるが，そ の 多 くは依然 と して不明で

ある．今後，卵巣癌 の 治療成績を向 Lさせ る た め

に は卵巣癌の 分子生物学的特徴 を解明 し，その 特

徴に タ
ーゲ ッ トを絞 っ た創薬が 必要 と考 え られ

る ．

　Digital　Karyotypingは Vogelsteinグ ル ープ よ

り報告 され た新 し い 手法で ，従来 の CG 月 法で は

同定困難であ っ た非常 に狭 い 領域 の 遺伝子増幅，

欠失が 同定で きる こ とが特徴で ある．こ の 手法 を

用 い ，我 々 は現在まで に卵 巣癌 におけ る複数の 新

規癌遺伝子，癌抑制遺伝子を同定 して きた，特に

新規増幅遺伝子 Rsf−1，　No 亡ch3 ，　NA 　CC1 は遺伝

子導人 した細胞を用 い た機能解析にて癌遺伝子 と

し て の 機能 が あ る 事，ま た siRNA や gamma
−

secretase 　inhibitorを用 い た 発現制 御 解 析 で in

vitro ，　 in　viVO の 両面で 分子標的 とな りうる こ と

を発見 した．また，Digital　Karyotyping．　SNP 　ar ・

ray ，　 Duai −Color　FISH ，マ イク ロ サ テ ラ イ トマ
ー

カ ー解 析 を用 い た実 験 に て卵 巣癌の 約 40％ は

Chromosomai　instabillty（以　下 CIN）の pheno ・

type を示 して お り、CIN　phenotype は予後不 良で

ある こ とを見い だ した．

　　　　 【新規癌遺伝 r−　NAcCl の発見】

　漿液性 卵 巣癌 の Digital　Karyotyping の 結果 ，

1／7（14．3％ ）に Ch19p132 の 遺伝子 増幅を認め た．

The 　Cancer　Gcnome 　Atlas（TCGA ）の デ
ー

タベ ー

ス 解析 に よ り漿液性卵巣癌 の 18％ に Chlgp13．2

の 遺伝子増幅が あるこ とを明 らか に し た．Ch19p

13．2 領 域 で は NACC1 を 含 む 7 つ の 遺 伝 了
一
が

mRNA 発 現 と 遺伝 r・　copy 　“a に 柑 関 を 認め た

（R ＞ 0．54）．我々 は以前か ら NACCI が Oncogenic

な機能を有 する事を報告し て きた た め
，
NACC1

が Driver　gene で あ る と 想 定 し，　 Dual −Color

FISH で Validationした．　 Dual−Color　FISH で は

20／175（20％）に NACCI 　locusの 遺伝子増幅が 認

め られた ．また，NACC1 遺伝子増幅は 6 ヵ 月以 内

の 再発 と相 関 し て い た，免 疫染色 に よ る NACl

タ ン パ ク質発現 と FISH に よ る NACC1 遺伝子増

幅には正 の 相関が認め られ た。

　　　【新規癌遺伝子 NACC1 の 機能解析】

　我 々 が発 見 した新 規癌 遺伝 r−　N．ACcl は再 発

卵巣癌 で 過剰発現 し，タキサ ン 製剤の 耐性を誘導

する 事を明 ら か に し た．一方 tP 宮 頸 癌 で は

NACC1 過剰発現は放射線治療症例で は独立 した

予後因子で あ っ た，NACC1 は 膵臓癌，大腸癌，乳

癌等の 各種癌 にお い て も正常組織に 比 較 して 癌組

織で 発現が 亢進 しそい た．　 現在，病理学，消化

器外科 の 研 究者と共 同で 他癌腫 で の NACI 発現

と臨床病理学因子 と の 解析 を進 め て い る．N ，1　CC

1 は BTB 　domain を もつ 遺伝子 で あ り，白血 病の

癌 遺伝子 で あ る BCL6 の 類 似 遺 伝 子 で あ る．

NACC1 を正 常細胞 に 過剰発現 させ る と，　 Abnor−

mal 　mitosis の 頻度を有意 に増加 させ ，染色体不安

定性 を誘導 す る 叮能性 が 示 され た ．こ れ ら の

NACC1 導入細胞株 は足場非依存性増殖能，ヌ
ー

ドマ ウ ス で の 腫瘍産生能 を獲得 して い た．正常細

胞の 癌化 には複数の癌遺伝子導入が必要と報告 さ

れて お り，N．gl　CCI 遺伝 r・の 単独 導入で の ，こ の 結

果は驚 きに値する ，しか し，近年の 研究で は染色

体不安定 をもっ た細胞は腫瘍産生能を獲得する と

報告され てお り，NACC1 過剰発現 に よる腫瘍産

生能獲得は この報告をサポー トする もの となる．

すな わ ち ，
NACC1 は CIN 誘導遺伝子 であ りCIN

誘導 の 後．付随の 遺伝子変化が生 じて 正常細 胞が

癌化 した事が示唆 される．また ，NA 　CC1 は BCL

6 と 同様に BTB 　domain にて homodimer を形成

して い る 事 を発 見 した．NACC1 の siRNA や

Dominant 　negative な 作 用 を も つ NACC1 の N

末領域の deletion　mutant を作成 し，NACCI が過

剰発現 して い る SKOV3 細胞に発現 させ る と，細
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胞死 を引 き起 こす事 を発見 した．N．41　CCI を強制

発現 させ た細胞株 に お い て 遺伝子 レ ベ ル が低下す

る遺伝 」
气

群 を網羅的に検索 し
，
N ．A　CC1 の 下 流の

標 的遣伝子 と し て GADD45G 工PI を同定 した．
GADD45GIPI は ア ポ トーシ ス を誘 導 し，　 NA 　CC
1 は GADD45GIP1 遺伝子 の 転写を抑 制的 に制御
して い る と考え られた．

　 NACI は BEN 領域 を有する フ ァ ミ リータ ン パ

ク質で ある NACC2 とは ヘ テ ロ ニ 量体を形成で き

る が，BEN 領域 を有 しない 他 の BTB 領域 タ ン パ

ク質とは ヘ テ ロ ニ 量体 を形成で きな か っ た，NAC
l タ ン パ ク 質は ，

コ ン ピ ュ
ー

タ検索 に よ り最近 同

定された BEN 領域 を有する．試験管 内結合実験

に よ り，BEN 領域 を介 して NACI タ ン パ ク質 は

直接 DNA と結合するこ とを証明 した．　 PCR を利
用 したラ ン ダ ム オ リ ゴ DNA 結合 ス ク リーニ ン グ

法に よ り，BEN 領域依存的に NACI タ ン パ ク質
に 結合す る DNA 配列 を決定 した．こ の DNA 配

列は GADD45GJPI 遺伝子 の プ ロ モ ー
タ
ー

領域 に

4 カ所存・在す る，試験管 内結合実験 に よ り NACl
タ ン パ ク 質 は BEN 領 域 を介 して GADD45GIPI
遺伝 fの プ ロ モ

ー
ターに直接結合す る こ とを発見

した．

　緑 色螢光 タ ン パ ク質 （GFP ）ある い は赤色螢光

タ ン パ ク質 （1n　Cherry）を融合 させ た NACI タ ン

パ ク質発現 HeLa 細胞を作製 し， コ ン フ ォ
ー

カ ル

顕微 鏡 を用 い た FRAP お よび FLIP 解析に よ り

詳細 な NACI の 細胞内動態 を検討した．GFP 単独
に は 及ば な い まで も NACI の 流 動性 は 高 く，BEN
領域欠損や

一
1量体形成能を有 しない 変異体で はさ

らに流動性は 亢進 して い た．　
一
方，二 量体形成能

を有しない 変異体 で は DNA 結合能の 有無に かか

わ らず ， その 流動性は 同 じであ っ た．つ ま り，二

量体 形成能を有しなければ，DNA 結合能 も有 し

ない と考え られる．

　　　　　 【NACI 阻害剤を応用 した

　　　　卵巣癌新現治療法開発へ の 展開】

　以 1’．まとめ る と，我々 は卵巣癌 （再発卵 巣癌を

含 む）や膵癌 をは じめ とす る各種が ん に お い て高

発 現 して い る 転写制御因 了
一NACCI を同定 し，さ

らに NACI の 細 胞内機能を抑 制す る こ とで 癌細
胞株を死滅 させ る こ とが で きる こ とをこ れ まで に

明 らかに した，現在，国内 4 施設との 共同研究で

NACI の 構造解析 を基 に NACI の 機能 を阻害す

る新 規 リー ド化 合物 の in　silico ス ク リ
ーニ ン グ

を進め て い る．さらに独 自に開発 した細 胞ア ッ セ

イ系に よ り検証実験 を行い ，細胞 レ ベ ル で NACl

日産 婦誌63巻 2 号

の機能 を抑制す る リ
ー

ド化合物の 絞 り込み を行 う

予 定で ある．また，　NA 　CC1 発がん モ デ ル マ ウ ス を

樹立 し，動物個体 レ ベ ル に おける化合物の 評価方

法を確立 中で ある ，

DNACI の 構造解析

　 IIisタ グ ーTEV 認識部位を有す る融合 タ ン パ ク

質 として NAC1 タ ン パ ク 質の 全長 （1〜527），　 N

末端 （1〜250）お よ び C 末端 （251〜527）を大腸

菌から大量精製 し，TEV 酵素に よ り切 断後 構造

解．析 を行 う，結品安 定化 の ため，全 長お よ び C
末端に 関 して は，我々 が 同定 した結合 DNA 配列，

ある い は モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 （樹立 した モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗体 はすべ て C 末端を認識）と共結晶化
し て現在構造解析を進め て い る，
2）in　siJico ス ク リーニ ン グ

　 NACI の 構造解析の デ
ー

タを基に，共同研究者

らが 開発 したア ル ゴ リズ ム を用 い て，ス
ーパ ー

コ

ン ピ ュ
ー

タ
ー

（日立 ）を利用 した in　silico ス ク

リ
ーニ ン グを行う．昨年夏 に ヒ ト NAC1 （1−124）

の 構造解析 （PDB 　3GA1 ）が他 の 研 究者か ら報告 さ

れ た．こ の 情報を基 に，先行 して ス ク リーニ ン グ

中で あ る，

3）細胞 ア ッ セ イ系 に よる検証

　NAC1 の 細胞 内動態観察中に，　 NACI の ある点

突然変異体が核内で ド ッ ト状 となる こ とに気付い

た．詳細 に検討 した結果，動的な構造体で NACl
の 「 量体化 を阻害する と構造体が消失する こ とが

判明 した．すなわち，こ の 変異体を有す る細胞株

を用 い れ ば，機能発現 に必須で あ る NAC1 の 二 量

体化 の 阻害を可視化で きる．こ の 細 胞 ア ッ セ イ系

を用 い て，候補化 合物 の 更なる絞 り込み を行 う予
定で ある （現在，特許申請準備中）．

4）評価用 モ デ ル 動物 の 確立 （トラ ン ス ジェ ニ ッ ク

マ ウ ス の 樹立 ）

　我々 の 研究に よ り，NACCI が卵巣癌 の 発癌 に

関与する ことは示唆されて い るが，NACC1 が 直

接卵巣癌 を引 き起 こすとい うデ ータは まだない ．
そ こ で NACCI に よ る発 が ん モ デ ル 動物を作 製
し，IMk 証明す る試み を行 っ て い る ，また，同時
に 候 補化 合物の 評価 に も使用す る予定で あ る．
我 々 は 既 に Cre　recombinase を卵巣特異的 に 発

現 させ ，強力な β
一
actjn の プ ロ モ

ー
ター CAG で誘

導す る系 を構築 した．Cre　rccombinase を発現す
る ウ イル ス を直接 マ ウ ス 卵巣へ 導入 し，卵巣にお

い て CAG プ ロ モ
ー

ターに よ り N ．II　CCI を強力 に

誘導す る．既 に数系統の トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ

ス の 樹立 に成功 し
， 解析 を進め て い る．
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