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研究成果の概要（和文）：肝芽腫は治療成績が向上してきているが、未だに難治な症例もあり、治療後の晩期障
害も大きな問題である。我々はこれまでにADAM32が肝芽腫細胞において特異的に高発現してがん遺伝子の役割を
担っており、分子標的となる可能性を示してきた。本研究ではADAM32の制御機構に関して、固形がんの微小環境
である低酸素に着目して解析を行った。そして、上流分子IGFP2BP2がADAM32 mRNA発現に重要な役割を担ってい
ることが明らかとなった。また、データーベースの解析からADAM32を制御する分子としてHarmineを見出し、肝
芽腫に対して制がん作用を持つことを示した。

研究成果の概要（英文）：Treatment results for hepatoblastoma have improved, but there are still some
 intractable cases, and late effects after treatment are also a big problem. We have previously 
shown that ADAM32 is specifically highly expressed in hepatoblastoma cells and plays a role as an 
oncogene, suggesting its potential as a molecular target. In this study, we analyzed the regulation 
mechanism of ADAM32 by focusing on hypoxia, which is the microenvironment of solid tumors. It was 
revealed that the upstream molecule IGFP2BP2 plays an important role in ADAM32 mRNA expression. In 
addition, we found Harmine as a molecule that regulates ADAM32 from database analysis, and showed 
that it has an anticancer effect on hepatoblastoma.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝芽腫に対してより治療効果が高く副作用の少ない分子標的治療法開発が望まれているが未だ開発されていな
い。肝芽腫における新規分子標的候補ADAM32に対する制御分子としてIGF2BP2を見出した。また、肝芽腫に対し
て制がん作用を持つ化合物としてHarmineを見出した。これらADAM32制御を可能とする分子、化合物を発見し、
肝芽腫制御の新たな可能性を示した本研究は、肝芽腫における新規治療法開発に貢献すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小児がんは治療成績が向上してきているが、未だに難治な症例もあり、また治療後の晩期障害も
大きな問題となっている 1)。我々は ADAM ファミリーが様々なヒトがん腫において発現変動が報
告されていたことから、ADAM ファミリーに着目して解析を進めたところ、肝芽腫において特異
的に発現亢進する分子として ADAM32 を見出した。そして、肝芽腫細胞株を用いた解析から、
ADAM32 にはがん遺伝子としての機能があることを明らかにしてきた。しかしながら、ADAM32 の
発現制御機構に関してはほとんど明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
ADAM32 の発現制御機構を解明することにより、肝芽腫に対する効果的な新規治療法開発をめざ
して本研究を立案した。 
 
３．研究の方法 
（１）m6A メチル化による ADAM32 発現制御 
これまで固形がんの微小環境である低酸素に着目して、ADAM32 の発現制御機構を解析した所、
プロモーター活性の影響は軽度であった。次に、汎用な RNA 修飾として知られる m6A メチル化が
遺伝子発現制御に関与していることが示唆されているため、これに着目して解析を進めた。 
① m6A メチル化関与の検討：メチル化阻害剤 3-deazaadenosine(DAA)を用いて、mRNA 発現変動

への影響を検討した。 
② m6A メチル化レベルの検討：ADAM32 mRNA における m6A メチル化部位を SRAMP2)により推定し

た。次にこの部位のメチル化状態を SELECT アッセーにて検討した。 
③ メチル化関連分子の探索：低酸素で発現が上昇し、かつ発現レベルが ADAM32 と相関する分

子の探索をマイクロアレイデータセット(GSE131329)を用いて行った。 
 
（２）IGF2BP2 ノックダウン実験 
① shRNA ベクター作製とノックダウン安定株の取得 

ノックダウン実験のために、IGF2BP2 に対する shRNA ベクターの作製を行った。肝芽腫細胞
株 HepG2 に shRNA ベクターをトランスフェクションして、安定株を取得後、ウェスタンブロ
ッティングにて IGF2BP2 の発現が抑制されていることを確かめた。 

② IGF2BP2 ノックダウンによる ADAM32 発現への影響 
IGF2BP2 ノックダウンによる ADAM32 発現への影響を検討するために、リアルタイム PCR 法
にて発現を検討した。 

 
（３）ADAM32 の発現を制御する可能性のある化合物の探索 
ADAM32 の発現を抑制する可能性のある化合物を探索するために、データーベース(Drug Gene 
Budger)を用いた 3)。 
 
（４）化合物の肝芽腫に対する制がん効果の検討 
肝芽腫細胞株に候補となった化合物を加えて、ADAM32 の発現をリアルタイム RT-PCR、cell 
viability やシスプラチンへの感受性を MTT アッセーにて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）m6A メチル化による ADAM32 発現制御の検討 
① m6A の ADAM32 発現への影響 

HepG2 をメチル化阻害剤 3-deazaadenosine(DAA)で処理した後、SELECT アッセーにて m6A レ
ベルを解析した結果、濃度依存的に ADAM32 m6A メチル化レベルが低下した（図 1）。また、
DAA 処理により、ADAM32 発現が低下することから、m6A メチル化が ADAM32 mRNA 発現制御に
関与していることが示唆された（図 2）。 

 
 



② ADAM32 発現制御に関わる m6A 関連分子の探索 
マイクロアレイデータ解析により肝芽腫で発現が強く、また m6A に関連している分子の絞り
込みを行ったところ、IGF2BP1、IGF2BP2、および IGF2BP3
が見出された。さらに、マクロアレイデータの解析から、
遺伝子発現が ADAM32 と相関を持つ分子として IGF2BP2 が
見出された（図 3）。 
 

（２）IGF2BP2 の ADAM32 発現変動への影響 
IGF2BP2をノックダウンするためにshRNAベクターを安定導入
した HepG2 で、IGF2BP2 発現が抑制されていることを確かめ
た。そして、ADAM32 の発現をリアルタイム PCR 法にて確かめ
たところ、ADAM32 発現が低下していた（図 4）。以上のことか
ら、IGF2BP2 は ADAM32 の上流分子として mRNA 発現を制御して
いることが示唆された。 
 
（３）ADAM32 の発現を抑制する化合物の探索 
ADAM32 の発現を制御できる可能性の
ある化合物の探索をデーターベース
(Drug Gene Budger)を用いて行った
ところ、β-カルボリンの一種である
Harman が見出された。Harman に加え
て、同様にβ-カルボリンに属する
Harmine を肝芽腫細胞株に加えた結
果、Harmine が ADAM32 の発現を抑制
することが分かった（図 5）。 
 
（４）肝芽腫細胞株における Harmine の効果 
肝芽腫に対する Harmine の作用を確かめるために、HepG2 を用いて機能解析を進めたところ、
Harmine の処理により cell viability が低下した（図 6）。以上のことから Harmine は肝芽腫に
対し制がん作用があることが示唆された。 
 
（５）まとめ 
本研究の結果から、ADAM32 の発現を制御する可能性のあ
る方法が複数見出された。さらなる研究により、肝芽腫を
制御するメカニズムの詳細が明らかになれば、治療に抵
抗する症例に対する新たな分子標的治療法開発や併用療
法開発に繋がると考えられる。 
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