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研究成果の概要（和文）：卵巣癌の中で本邦に多く,薬剤耐性である卵巣明細胞癌 (Ovarian Clear Cell 
carcinoma : OCCC )においてヒストンメチル化酵素が治療標的となりうるかを検討した。卵巣明細胞癌組織にお
いて2種類のヒストンメチル化酵素(WHSC1,SMYD2)の発現亢進が認められた。WHSC1とSMYD2をノックダウンすると
細胞増殖抑制が認められた。この事からWHSC1、SMYD2は卵巣明細胞癌の治療標的となりうることが示された。次
に臨床検体に対応したロボティクス技術を利用した次世代型ChIP-seq法のプロトコール開発を行った。今後OCCC
臨床検体を用いた大規模研究を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：Among ovarian cancers, ovarian clear cell carcinoma (OCCC) is prevalent in 
Japan, and is chemo-resistant. In this study, we investigated whether histone methyltransferases 
could be a therapeutic target for OCCC. Overexpression of two histone methyltransferases (WHSC1, 
SMYD2) was observed in OCCC tissues compared with normal ovarian tissues. Knockdown of WHSC1 and 
SMYD2 suppressed cell proliferation. A histone methyltransferase EZH2 was also found to regulate 
WHSC1, and knockdown of SMYD2 induced apoptosis in OCCC cell lines. This suggests that WHSC1 and 
SMYD2 could be therapeutic targets for ovarian clear cell carcinoma. Next, the protocol development 
of the next generation ChIP-seq method using the robotics technology for the clinical specimen was 
carried out. The large-scale research using OCCC clinical sample will be carried out in future.

研究分野： 婦人科悪性腫瘍

キーワード： ヒストンメチル化酵素　卵巣癌　ChIP-seq　実験ロボット
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒストンメチル化は癌治療のトピックにも関わらず、婦人科癌においては研究が進んでいない状況である。よっ
てOCCCに対するヒストンメチル化酵素を標的とした新規エピゲノム創薬につなげる研究を行う事が目的であり、
本研究において上記が達成されたと考える。また今までChIP-seq法は細胞株における解析が主な適応であった
が、本研究で臨床検体を使用した次世代型ChIP-seq法を開発した。この解析法は本研究独自のものであり、今後
この分野でリードできると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌は婦人科癌の中で最も予後不良である。卵巣癌の中では漿液性腺癌が最多（全体

の約 50%）であり、多くの臨床試験が行われているが非漿液性腺癌に有効な分子標的薬は

未だ確立されていない。特に明細胞癌 ( Ovarian Clear Cell carcinoma : OCCC )は欧米

で 5％と低頻度であるのに対し、日本では卵巣癌の約 24%を占め、抗癌剤耐性であり予後

不良である。OCCC は卵巣内膜症性嚢胞を発生母地として多段階的に発癌することより、

出産年齢の高齢化・子宮内膜症の増加に伴い、本邦では今後さらに OCCC の罹患率・死亡

者数が増加していくと懸念される。 

ヒストンメチル化はエピジェネティックスの主要因子であり、ヒストンメチル化酵素/ 

脱メチル化酵素がそれを司り、遺伝子発現を調節している。様々な癌腫でヒストンメチル

化酵素/ 脱メチル化酵素の発現の亢進が報告され、ヒストンメチル化酵素と脱メチル化酵

素の均衡の破壊が癌の進展と密接に関わっていることが明らかとなった。 またヒストン

メチル化酵素、脱メチル化酵素の特異的阻害剤が開発され、複数の癌腫で臨床試験が進行

中であるが、卵巣癌をはじめとする婦人科癌においては行われていない。 

２．研究の目的 

ヒストンメチル化は卵巣癌においても注目されつつあり、クロマチンリモデリング因子

である ARID1A 変異の OCCC 細胞株ではヒストンメチル化酵素 EZH2 の阻害が合成致死的に働

く事が報告されている （Bitler BG et al,Nature Medicine 2015）。 上記よりヒストンメチル化酵

素、脱メチル化酵素が OCCC を対象とした新規治療法となり得ると考えた。 

ヒストンメチル化/脱メチル化酵素は癌治療のトピックにも関わらず、婦人科癌においては研究が

進んでいない状況である。よって OCCC に対するヒストンメチル化酵素/脱メチル化酵素を標的と

した新規エピゲノム創薬につなげる研究を行う事が目的である。また OCCC においてヒストンメチ

ル化酵素、脱メチル化酵素の発現の亢進が下流遺伝子に対してどのように作用しているか解明

されていない。本研究の独創的な点は ChIP シークエンス法を用いて OCCC におけるエピジェネ

ティックスから見た癌化メカニズムを明らかにすることである。 

３．研究の方法 

Ⅰ．OCCC における治療標的遺伝子（ヒストンメチル化酵素）の絞り込み 

ヒストンメチル化酵素の中で様々な癌腫において、発現の亢進が報告されている計 10 種類の遺

伝子を候補遺伝子とし以下の研究を行う。 

(1) OCCC 細胞株、臨床組織検体におけるヒストンメチル化酵素/脱メチル化酵素の発現解析

OCCA 細胞株10 種類、OCCA 手術検体40 検体において上記の遺伝子に関する発現解析を行う。解析

方法はリアルタイム PCR、免疫組織染色を施行し、正常卵巣不死化細胞株、正常卵巣検体との比較

を行う。また最も多い組織型である卵巣漿液性腺癌にも適応を拡大する。 

(2)ノックダウン法を用いた OCCA 細胞株における細胞増殖試験 

OCCA 細胞株種類に(1)で同定した候補遺伝子を siRNA 法によりノックダウンする。ノックダウン後

に MTT アッセイ法により増殖試験を行い、その活性を抑える事により増殖が抑制される遺伝子

を同定する。 

  



Ⅱ：実験ロボット”まほろ”を用いた、臨床検体に対応した次世代型 ChIP-seq 法の開発について 

現状の ChIP-seq 法は細胞株における解析が主な適応であるのに対して、臨床検体を用いた

ChIP-seq 法には以下のような問題点がある。問題点 1：臨床検体（FFPE 検体、新鮮凍結検体）

に対応したプロトコールが確立されていない。問題点 2：ChIP-seq 法は実験手順が煩雑であるた

め、実験手技の個人差が出やすいことが挙げられる。以上のことから現時点での ChIP-seq 法で

は臨床検体を用いた大規模研究には対応できない。そこで我々は臨床検体に対応する次世代

ChIP-seq 法の開発を目指した。 

４．研究成果 

まず卵巣明細胞癌について検討を行った。卵巣明細胞癌組織において正常卵巣組織と比較して、 

2 種類のヒストンメチル化酵素(WHSC1,SMYD2)の発現亢進が認められた。その WHSC1 と SMYD2 

をノックダウンすると細胞増殖抑制が認められた。またEZH2 をノックダウンするとWHSC1 の減少が

認められた事から、 EZH2 が WHSC1 を調節している事がわかった。 また SMYD2 をノックダウン

するとアポトーシスの誘導が認められた。この事から WHSC1、SMYD2 は卵巣明細胞癌の治療標的

となりうることが示された。上記の結果より卵巣明細胞癌においてヒストンメチル化酵素が治

療標的になりうる事が示された。次に卵巣高異型度漿液性癌について検討を行った。正常卵巣

組織と比較して、9 種類のヒストンメチル化酵素の発現亢進が認められた。その中でヒストンメチ

ル化酵素 SMYD2 は PRAP をメチル化し、その活性を上昇させることが報告されている。そのメカ

ニズムを利用して、SMYD2 阻害剤と PARP 阻害剤オラパリブの併用効果を検討したところ、有意

差をもって SMYD2 阻害剤の上乗せ効果が認められた。このことから SMYD2 阻害剤は卵巣高異型

度漿液性癌の治療標的になりうることが示された。 

次に臨床検体を用いた次世代型ChIP-seq 法の開発を目指した。臨床検体の中で FFPE 検体の

ChIP-seq は一番困難だと考えられているが、2016 年 Nature Medicine 誌で Cejas らが FFPE か

らの ChIP-seq 法に成功した事を報告した。ただこの ChIP-seq 法はいくつか問題点があり、改良

の余地があると考えた。 そこで我々は国立がんセンター（浜本隆二分野長：研究室） と共同研究

により臨床検体に対応した ChIP-seq 法の標準化へ向けて新しいプロトコールを開発した。 この

プロトコールは、既報のプロトコールよりも 10 分の 1 程度のサンプル量での ChIP-seq 法を可能

にした。またヒストン修飾だけでなく転写因子の ChIP-seq 法に対応できるようになった点も

特徴の１つである。このプロトコールを用いて卵巣明細胞癌・FFPE 検体を用いて ChIP-seq 法を

行った。転写活性マーカーである H3 リジン 4 番目のメチル化の CHIP-seq 法を行ったところ、

濃縮された遺伝子シグナルが認められ、転写開始点付近にピークが認められた。この結果により

卵巣明細胞癌 FFPE 検体による ChP-seq 法に成功したといえる。しかし ChIP-seq 法のもう１つ

の問題点として、検体数が増えると、実験手順が煩雑であるため、実験手技の個人差が出やすい

ということが挙げられる。我々は、その問題点の解決のため、東京医科歯科大学（淺原 弘嗣教

授：研究室）との共同研究汎用ヒト型ロボットまほろを使用した ChIP-seq 法を行った。 まほろは

人間を模倣した実験手技が可能で、高い再現性・正確性を有す。このまほろを使った臨床検体

の ChIP-seq 法。これは全癌腫を通じて世界初の解析法であり、この解析法を我々は次世代型

ChIP-seq 法と名付けた。この次世代 ChIP-seq 法を使い、癌におけるヒストン修飾の全体像を解

明することは、エピゲノム研究のブレイクスルーにつながると期待される。 
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