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研究成果の概要（和文）：卵巣癌組織を用いた網羅的DNAメチル化解析から、明細胞癌において機能的に重要と
思われDNAメチル化により制御されている活性化遺伝子は22遺伝子、抑制遺伝子は276遺伝子あった。卵巣明細胞
癌を用いたエクソームシークエンス解析から、明細胞癌では、KRAS-PI3Kシグナル、MYC-RBシグナル、SWI/SNF複
合体に関わる遺伝子に、SNVsやコピー数異常が多いことがわかった。卵巣癌、子宮内膜症の患者、健常人の血液
からcell free DNAの濃度を測定すると、進行期卵巣癌、早期卵巣癌、子宮内膜症、健常人の順に濃度が高くな
ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive DNA methylation analysis using ovarian cancer tissues revealed
 that 22 genes were activated and 276 genes were suppressed that were considered to be functionally 
important in clear cell cancer and were regulated by DNA methylation. Exome sequence analysis using 
clear cell ovarian cancer revealed that there are many SNVs and copy count abnormalities in the 
genes involved in KRAS-PI3K signal, MYC-RB signal, and SWI / SNF complex in ovarian clear cell 
carcinoma. The concentration of cell-free DNA was measured from the blood of patients with ovarian 
cancer, endometriosis, and healthy counterparts, The concentrations of cell-free DNA increased was 
highest in advanced ovarian cancer, and lowest in healthy counterparts.

研究分野： 婦人科腫瘍
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣明細胞癌に特徴的なDNAメチル化やコピー数異常、SNVを明らかにした。これはリキッドバイオプシーの検査
対象になり得ると考える。健常人、子宮内膜症、卵巣癌患者のcell-free DNAの濃度を測定し、実現性を検証し
た。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は婦人科悪性疾患の中で最も予後不良の疾患である。卵巣癌のスクリーニング法は確

立されていないため、4 割以上がⅢ期以上で診断されることが予後不良の大きな原因となってい
る。卵巣癌の中でも明細胞癌は日本人に多く、抗がん剤耐性を示す予後不良の疾患である。卵巣
明細胞癌は子宮内膜症から発生することから 30-40 歳代の生殖年齢や 50 歳女性に多く、不妊治
療など子宮内膜症を経過観察中に卵巣明細胞癌が発生することがあるため、取扱いに難渋する。
このように卵巣明細胞癌は早期診断が重要である一方で、子宮内膜症の患者の中で卵巣癌に移
行しやすい症例を選別することが子宮内膜症患者の治療を選択する上でも重要である。しかし
ながら子宮内膜症から卵巣癌を発症しやすい高危険患者を予測する方法は存在しない。 
我々は子宮内膜症から発生する卵巣明細胞癌の研究を行ってきた。卵巣明細胞癌の発癌にお

いて、子宮内膜症の自由鉄から発生する酸化ストレスが発癌に関わることを明らかにした。また
網羅的遺伝子解析より、明細胞癌の性質を反映したHNF1Bを含む遺伝子群（OCCC signature）
は発癌環境により誘導さることを示した。網羅的 DNA メチル化解析では、HNF1 転写経路は全
体的にメチル化で制御されることを明らかにした。OCCC signature には糖代謝に関わる遺伝子
が多く含まれ、明細胞癌では好気的環境においても嫌気的解糖系が亢進すること（ワールブルグ
効果）で、酸化ストレス耐性・抗がん剤耐性を獲得することを明らかにした。 
リキッドバイオプシーは腫瘍組織を採取しなくとも血液から腫瘍細胞や腫瘍 DNA（cell free 

DNA: cfDNA）を同定する画期的な技術である。腫瘍組織を採取せずとも、リキッドバイオプシ
ーにより同定された遺伝子異常に沿って適切な分子標的薬の選別が可能となる。リキッドバイ
オプシーにより抽出された cfDNA は断片化されていることから、腫瘍組織との相同性が問題と
なる。ゆえに解析領域が限られている Hot spots がわかっている遺伝子変異や特異的な CpG 領
域を解析する DNA メチル化が適した解析対象となり得る。卵巣癌は生検が困難であることから
リキッドバイオプシーの良い対象となるが、卵巣癌におけるリキッドバイオプシ―は十分に検
討されていない。 
 
２．研究の目的 
 卵巣明細胞癌を含む卵巣癌、子宮内膜症の患者組織を用いてリキッドバイオプシーに用いる
ことができる遺伝子の探索とその遺伝子の機能を明らかにすることを目的とする。また、患者血
液から cfDNA を同定し、リキッドバイオプシーの実現性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 倫理員会承認、患者同意の下、卵巣明細胞癌に特異的な DNA メチル化領域を同定するた
めに、卵巣癌組織 85 検体、正常卵管・卵巣表層上皮細胞 8 検体、卵巣癌細胞株 46 株、正
常卵管・卵巣表層上皮細胞株 4 株を用いて網羅的 DNA メチル化解析、網羅的 mRNA 発現
解析、エクソームシークエンス解析を行った。卵巣癌患者、子宮内膜症患者の血液から
cfDNA を検出した。 
 
４．研究成果 
コンセンサスクラスタリング解析では卵巣癌の組織型によりDNAメチル化プロファイルが異

なることが分かった。卵巣癌組織、卵巣癌細胞株に共通して明細胞癌が非明細胞癌よりDNAメ
チル化が20%以上（β値が0.2以上）高く、p値が0.01以下の遺伝子は25個あった。逆に明細胞癌が
非明細胞癌よりもβ値が0.2以上低く、p値が0.01以下の遺伝子は6個あった。また、機能的に重要
と思われ、DNAメチル化によって制御されている遺伝子を卵巣癌細胞株を用いて、以下の基準
によって抽出した。1） t検定でp値が0.01未満、2）明細胞癌と非明細胞癌との間でβ値が0.2以上
（DNAメチル化が20%以上）異なる、3）発現マイクロアレイと網羅的DNAメチル化のデータか
ら発現とβ値が有意に逆相関を示す（p<0.05）。この解析により、非明細胞癌と比較して明細胞癌
において低DNAメチル化により活性化している遺伝子は22遺伝子、逆に高DNAメチル化により
抑制されている遺伝子が276遺伝子あった。明細胞癌において低DNAメチル化により活性化して
いる遺伝子は22遺伝子はHNF1B転写に関わる遺伝子が含まれ、高DNAメチル化により抑制され
ている遺伝子が276遺伝子はERネットワークに含まれる遺伝子が含まれていた。これらのHNF1B
転写ネットワークやERネットワークの遺伝子は、それぞれ協調してDNAの低メチル化、高メチ
ル化が起こっていることが分かった。 
続いて組織型に関わらず卵巣癌においてDNAメチル化によって制御される重要な候補遺伝子

を以下の3つのデータ解析から同定した。①卵巣癌細胞株30株を用いて脱メチル化剤であるデシ
タビン投与による網羅的発現解析と網羅的DNAメチル化解析を用いたデータ、②卵巣癌細胞株
32株を用いて網羅的発現解析と網羅的DNAメチル化解析のデータ、③卵巣癌検体508組織を用い
たTCGAの網羅的発現解析と網羅的DNAメチル化解析のデータ。①の解析では、脱メチル化によ
り遺伝子発現が変化する値とβ値とが有意に正の相関をする遺伝子は解析した8110遺伝子中907 
遺伝子（11.2%）あった。その中でβ値の差が0.5以上あり、かつFold Changeが2.9以上あるものは



293遺伝子あった。②の解析では、発現とβ値が有意に逆の相関を示したのが8110遺伝子中1976遺
伝子（24.4%）あった。その中でβ値の差が0.5以上あり、かつ発現のRMA値が3以上のものが1044
遺伝子あった。③の解析では、発現とβ値が有意に逆の相関を示したのが8716遺伝子中4547遺伝
子（52.2%）あった。その中でβ値の差が0.5以上あり、かつ発現のRMA値が3以上のものが2174遺
伝子あった。①、②、③の解析から脱メチル化剤であるデシタビン投与により発現が上昇し、か
つ卵巣癌組織もしくは卵巣癌細胞株においてmRNA発現とβ値が逆相関している遺伝子は237遺
伝子あり、有意に共通している遺伝子が含まれていた（p<0.0001）。これを卵巣癌において機能
的にDNAメチル化により制御されている重要な遺伝子と考えた。これらをカテゴリー解析する
と、形態形成、増殖、代謝、細胞死に関わる遺伝子が多く含まれていることが分かった。237遺
伝子を用いてクラスタリングで2群に分けると、この2群の間で細胞増殖の倍加時間が有意に差
があった（p<0.0001）。 
 卵巣明細胞癌組織を用いたエクソームシークエンス解析を行った。卵巣明細胞癌では、

KRAS-PI3Kシグナル、MYC-RBシグナル、SWI/SNF複合体に関わる遺伝子に、SNVsやコピー数
異常が多いことがわかった。具体的には、51%にPIK3CA遺伝子のSNVsが、26%にPIK3CA遺伝子
の増幅が、10%にKRAS遺伝子変異が、18%にKRAS遺伝子増幅を認め、シグナル全体としては82%
の明細胞癌にKRAS-PI3Kシグナルに関わる遺伝子にゲノム異常を認めた。MYC-RBシグナルで
は、64%の症例にMYC遺伝子増幅、31%にRB遺伝子欠失を認め、全体として79%の症例にMYC-
RBシグナルに属する遺伝子にコピー数異常を認めた。SWI/SNF複合体は、62%の症例にARID1A
遺伝子変異を認め、21%の症例にARID1A遺伝子の欠失、ARIB1B遺伝子欠失、SMARCA2遺伝子
欠失を認めた。SMARCA4遺伝子欠失は41%に認めた。SWI/SNF複合体に属する遺伝子は全体と
して85%にゲノム異常を認めた。これらの結果は、明細胞癌の診断においてDNAゲノムメチル化
のみならずゲノム異常の同定も有用であることが示唆された。 
また、現在卵巣癌の患者の手術前の血液検体、手術組織を回収保存中である。一部血液検体を

用いてcfDNA抽出を試みた。卵巣癌Ⅳ期の患者血漿1mlから22.43ng/μl、卵巣癌Ⅰ期の患者血漿
500μlから23.75ng/μl、子宮内膜症患者の血漿1ml から7.75ng/μl、健常人の血漿800μlから1.03ng/μl
のDNAを抽出した。 
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