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研究成果の概要：卵巣癌おける Paclitaxel 感受性に関する type III β-tubulin（TUBB3）の過

剰発現の影響と，その転写制御機構を解析した．転写制御に関しては，転写因子 REST の関与と

それに纏わるエピジェネティックな制御機構，遺伝子の構造異常について解析した．また，卵

巣癌原発巣における TUBB3 の発現と臨床病理学的事項との相関も検討した．さらに，卵巣癌以

外の悪性腫瘍に関しても解析を行った．卵巣癌において TUBB3 の過剰発現は，進行度や転移な

どの予後不良マーカーと有意に相関した．TUBB3 の過剰発現は，REST 結合領域の RE-1 配列近傍

のメチル化状態とヒストン蛋白のアセチル化状態に依存していた．TUBB3 過剰発現卵巣癌培養

細胞株では Paclitaxel に対する感受性が低下していた．REST 遺伝子はいずれの細胞株でも安

定的に発現しており，構造異常も認められず，TUBB3 の発現に関して直接的関与は認めなかっ

た．REST inducible clone による dominant negative clone では，REST は MeCP2 ならびに Sim3

等の巨大な epigenetic regulator body を形成し，TUBB3 の発現を細胞周期依存性に制御して

いる可能性が示唆された．卵巣癌における TUBB3 の異常発現は,その発現制御因子である転写因

子 REST の結合領域に生じるエピジェネティックな機構の破綻による可能性が示唆された．悪性

黒色腫では，TUBB3 過剰発現株では卵巣癌と同様に Paclitaxel に対して抵抗性を持つものの，

予後は逆に良好であった．このことは TUBB3 の過剰発現は腫瘍によって異なる生物学的特性を

付与すると考えられた．卵巣癌の Paclitaxel を用いた治療において，TUBB3 の免疫組織学的解

析は重要な情報である．さらに，Paclitaxel を主体とした化学療法施行に際して，エピジェネ

ティックな腫瘍環境を考慮する必要があると考えられた． 
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１．研究開始当初の背景 

Paclitaxel とシスプラチンの併用療法

（TJ 療法）は，卵巣癌の標準療法として広

く認知されてきた．しかし，類内膜癌・漿

液性癌では 70%程度の初回奏功率を示すも

のの，粘液性癌・明細胞癌では 50%程度で

あり，組織型による，薬剤感受性の違いが

存在することが想定されている．近年，卵

巣癌を含めた各種ヒト悪性腫瘍で，type 

III β-tubulin（TUBB3）の過剰発現が生

じており，Paclitaxel の薬剤耐性機構の獲

得に重要な役割を担っていることが明ら

かとなってきた． 

一方，TUBB3 は別名 neuronal tubulin と

呼ばれ，そのプロモーター領域には RE-1

領域と呼ばれる転写因子 REST (RE-1 
silencing factor)の結合領域が存在する．

REST は ES 細胞の神経系細胞への分化に伴

って消失する因子としてクローニングさ

れた分子である．この分子は，エピジェネ

ティック関連蛋白質の足場として働き，非

神経細胞において神経特異的遺伝子の発

現を抑制している．また， in vitro にお

いて REST 遺伝子を knockdown した細胞の

フォーカス形成能が見られること，また結

腸がん細胞株 DLD1 においてフレームシフ

ト変異が生じていることからも癌抑制遺

伝子である可能性が示唆されていた． 

REST は神経系以外の細胞では普遍的に

発現し，神経系遺伝子群の発現を抑制して

おり，この機構が破綻すると TUBB3 が過剰

発現する可能性がある. 

我々はエピジェネティックマスター遺

伝子 REST の不活化は，TUBB3 の発現誘導を

引き起こし，薬剤耐性機構の形成に関与し

ている，との仮説を立てるに至った． 

 
２．研究の目的 

本研究の当所目的は，卵巣癌においてが

ん抑制遺伝子 REST の異常を解析し，REST

の不活化が TUBB3 の発現誘導を介して，

Paclitaxel 耐性の獲得に重要な役割を果

すことを明らかにする事であった． 

 
３．研究の方法 

本研究は，3 段階の構成で展開された．

STEP1では卵巣癌培養細胞株を用いてREST遺

伝子の変異・発現を解析した．STEP2 では，

Tet-ON システム（テトラサイクリン誘導系）

を用いた薬剤耐性機構の解析を行った．

STEP3 は，ヒト卵巣癌の原発巣を用いた免疫

染色を行った. 

STEP1 は，REST ならびに TUBB3 遺伝子を卵

巣癌培養細胞株 12 株について，プロモータ

ー領域およびアミノ酸翻訳領域配列の

sequence ならびに発現解析をした．定量 PCR

法により,REST／TUBB3 mRNA の発現レベルに

ついて検討した．発現レベルの低下が確認さ

れた場合，REST 遺伝子プロモーター領域のメ

チル化状態を bisulfite genome sequence法，

脱メチル化剤（5-Aza-dC）処理による発現解

析（mRNA/タンパク質）により検討した．

Western blot 法によりタンパク質レベルで

REST，TUBB3 発現を検討した． 

STEP2 は，大腸結腸がん細胞株 DLD1 におい

て見つかったフレームシフト変異を使い，

REST の作用をドミナントネガティブとして

抑制する inducible クローンを作製した．作

製にあたってはインビトロジェン社製の

Tet-ON system を使用した．さらにこの系を

用いて，Paclitaxel 耐性の機構おける TUBB3

の関与を検討した． 

STEP3 は，卵巣癌を含めた他の悪性腫瘍に

おける TUBB3 の発現解析と Paclitaxel 感受

性に関する解析を行った． 

 
４．研究成果 

（１）卵巣癌培養細胞株における TUBB3 の

発現とプロモーター領域の解析 (発表論文

７)． 
 卵巣癌培養細胞株における TUBB３の発

現は，約半数の培養細胞株で過剰発現が見ら

れた．逆に発現の低下していた細胞株では，

RE-1 配列周囲の DNA メチル化状態が

hypermethylation を示すものと，低メチル

化でも histone 蛋白質のアセチル化状態が亢

進している株があった． 
DNAメチル化の亢進している細胞株では，

脱メチル化剤（5-Aza-dC）による処理で TUBB3

の発現が回復する株と，しない株があった．

TUBB3 の発現の回復しない細胞株では，ヒス

トン蛋白の hyperacetylationが生じていた． 

TUBB3 の発現状態と Pcalitaxel 感受性の

間には，有意の相関が見られた．REST 遺伝

子自体には変異は生じておらず，REST 遺伝

子の発現と TUBB3 の発現の間には相関は認

められなかった． 
 

（２）卵巣癌原発巣における TUBB3 の発現 

(発表論文７) 
 卵巣癌原発巣 49 例について TUBB3 の発現

を解析した．TUBB3 の発現は約半数の症例で

認められ，過剰発現は有意に進行度癌や転移

例で多く認められ，生存解析でも予後不良例



で過剰発現していた． 

 

（３）卵巣癌原発巣におけるメチル化解析 

(発表論文７) 
 卵巣癌原発巣において，TUBB3 の発現状態

とプロモーター領域の DNAメチル化状態と比

較したが，有意の相関は認められなかった． 

 

（４）REST inducible clone における腫瘍生

物学的解析 (発表論文２) 
 REST の発現および遺伝子変異を認めなか

ったため，dominant negative 型の REST 

inducible clone を作製し，解析を行った．

REST inducible clone では細胞の増殖能に影

響を与えた．REST は細胞周期依存性の発現を

呈しており，induce では G2 arrest を引き起

こすことが明らかとなった． 

 

（５）悪性黒色腫における TUBB3 の発現と

Paclitaxel 感受性との関連(発表論文３) 
 悪性黒色腫における TUBB3 の発現は，２割

の培養細胞株および原発巣で減弱していた．

卵巣癌の原基となる胚中皮細胞が TUBB3陰性

であるのに対して，悪性黒色腫ではその発生

母地は melanocyte である．Melanocyte は

neural crest 由来であり TUBB3 陽性である．

TUBB3陽性の悪性黒色腫はPaclitaxelに対し

て抵抗性を示した．悪性黒色腫では卵巣癌と

異なり大多数の症例で Paclitaxel 抵抗性で

あることを裏付ける所見であった．一方，

TUBB3 の発現低下の認められた細胞株は

Paclitaxel 感受性であり，siRNA knockdown

による TUBB3の発現低下は悪性黒色腫におけ

る Paclitaxel 感受性を増強させた． 

 Paclitaxel に対する感受性は腫瘍の組織

型によって異なっており，それは腫瘍の発生

母地の特性によるものと考えられた． 
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