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研究成果の概要： 

Disital Karyotyping (DK)、Serial Analysis Gene Expression(SAGE)を用いて網羅的な遺伝

子発現解析を行い、卵巣癌特有の遺伝子変化を同定し、卵巣癌の治療を目指した分子標的を同

定する事を目的とした。近年、造血器腫瘍を中心に癌遺伝子の機能がクローズアップされてい

る BTB/POZ 遺伝子群に注目した。BTB/POZ 遺伝子群の中で NAC-1 遺伝子が有意に高発現してい

る事を発見した。NAC-1 は再発卵巣癌でタンパク、遺伝子発現共に有意に高かった。また、in 

vitoro, in vivo の両方で NAC-1 は Oncogenic な機能を有する事を発見した。 
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１．研究開始当初の背景 

本邦での上皮性卵巣癌における卵巣明細胞

腺癌の発生頻度は 21.4%であり、30 年間で約 5

倍に増加している。卵巣明細胞腺癌は白金製

剤を主体とする現在の卵巣癌の化学療法に抵

抗性で極めて予後不良であり増加傾向にあるこ

とから、婦人科腫瘍医とって最も関心が高い腫

瘍の一つである。そのため、卵巣明細胞腺癌に

対する新規分子標的治療薬の開発に関する期

待は非常に大きい。一方で卵巣明細胞腺癌の

分子生物学的特徴は殆ど解明されておらず、分

子標的薬剤開発の標的因子が解明されていな

いのが現状である。 

２．研究の目的 

今回、我々はゲノムワイドに遺伝子増幅、欠

損を検討できる Digital Karyotyping を用いて、
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卵巣明細腺癌特有の癌遺伝子を同定し、そ

のタンパクの機能解析を行い、卵巣明細腺癌

の治療を目指した分子標的を同定することを

目的とした。 

３．研究の方法 

当科でインフォームドコンセントの得られた卵

巣明細胞腺癌手術後の臨床検体を初代培養し、

上皮細胞に対する鉄ビーズ付加上皮細胞特異

抗体（anti-EpiCAM-conjugated beads）とマグネ

ットを用いたセルソーティングを用いて癌細胞の

みの検体から DNA を抽出する。約５～７症例で

Digital Karyotyping を用いて卵巣明細胞腺癌に

おける遺伝子増幅領域を同定する。卵巣明細

胞腺癌、卵巣漿液性腺癌を使用した Tissue 

Microarrayを用いてdual color FISH法で大規模

サンプルでの遺伝子増幅の頻度、予後等につ

いて検討する。 

４．研究成果 

①卵巣癌の DK、SAGE ライブラリーを作成し

た。その中でも、近年、造血器腫瘍を中心に

癌遺伝子の機能がクローズアップされてい

る BTB/POZ 遺伝子群に注目した。BTB/POZ 遺

伝子群の中で NAC-1 遺伝子が有意に高発現し

ている事を発見した。抗 NAC-1 マウスモノク

ローナル抗体を作成し臨床病理学的検討及

び機能解析を行った。抗 NAC-1 抗体を用いた

免疫組織染色及び Real-time PCR 法を用いた

遺伝子発現解析にて NAC-1は再発卵巣癌で発

現が有意に高かった。同一症例で初回手術時

の組織と再発手術時の組織で比較すると、再

発時のほうが有意に NAC-1の発現が上昇して

いた。初回手術時の組織で発現の高い症例は

6 ヶ月以内の再発率が有意に高かった。NAC-1

を遺伝子導入した正常卵巣上皮細胞は

Vector のみ導入した細胞に比べ、細胞増殖能、

足場非依存性増殖能が亢進していた。NAC-1

安定導入株をヌードマウスに移植すると腫

瘍が産生された。NAC-1 安定導入株は Vector

のみ導入した細胞に比べ abnormal mitosis

の数が有意に上昇していた。NAC-1 安定導入

株は低栄養下で抗アポトーシス能が亢進し

ていた。 

NAC-1 は再発卵巣癌関連の新規癌遺伝子であ

り細胞生存に関与しており、再発卵巣癌治療

の分子標的になり得ると考えられた。 

②－１ NAC-1 発現と子宮頸癌の関連  

免疫組織染色にて NAC-1 は扁平上皮癌に

比べて腺癌で発現が有意に高かった 。

Real-time PCR 法で遺伝子発現についても検討

し、同様の結果を得た。扁平上皮癌では放射線

療法を受けた症例に限ると、NAC-1高発現症例

は有意に予後不良であった。腺癌では予後に

影響しなかった。 

②－２ NAC-1 の機能解析  

NAC-1 未発現の子宮頚部癌細胞株に

NAC-1 を遺伝子導入した正常細胞はVector の

み導入した細胞に比べ、低栄養下における増殖

能、足場非依存性増殖能が亢進した。NAC-1

安定導入株をヌードマウスに移植すると腫瘍産

生能が有意に亢進した。NAC-1 安定導入株は

低栄養下で抗アポトーシス能が亢進した。 

②－３ NAC-1 の阻害実験  

NAC-1 の Si-RNA を用いた阻害実験では

NAC-1 が高発現している Hela、 HelaTG、

ME180 細胞で細胞死が誘導された。次に

NAC-1 のタンパクレベルでの機能について検

討した。免疫沈降法を用いて NAC-1 タンパクは

ホモダイマーを形成し機能している事を発見し

た。NAC-1 タンパクの Deletion mutant を作成し

免疫沈降法を用いると N 末端領域にて NAC-1

はホモダイマーを形成していた。NAC-1 が高発

現している Hela 細胞に N 末端領域の Small 

deletion mutant を遺伝子導入し発現させ、蛍光

染色するとNAC-1の形態が点状からヌードル状

に変化した。すなわち、N 末端領域の Deletion 

mutant はドミナントネガティブタンパクとなり得る



 

 

事が示唆された。Tet-off system を用いて

Deletion mutant の発現調節を行った。Deletion 

mutant を発現させると Hela 細胞には細胞死が

誘導された。このTet-off systemを導入したHela

細胞をヌードマウスに移植し腫瘍生成後、ドミナ

ントネガティブタンパクを発現させると、腫瘍は縮

小した。 

BTB/POZ 遺伝子群の中に固形腫瘍でも増

殖促進、抗アポトーシス機能を持ったものが存

在することを初めて報告した。NAC-1 の N 末端

結合領域に作用し、BTB 結合を抑制する small 

compound あるいは、peptide の合成が、子宮頸

癌に対する新規分子標的治療になる事が示唆

された。 
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