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研究成果の概要（和文）： 

卵巣癌細胞、組織を用い、網羅的なエピジェネティックな修飾の変化（DNA メチル化異常）と

病因、病態（年齢、進行期、組織型）について関連性の検討を行ない、癌抑制遺伝子、インプ

リンティング遺伝子群の早期変異について明らかにした。発症予防の観点から、生活習慣など

の環境要因についても検討した。さらに、新規メチル化異常測定系の開発に着手し、その性能

評価を行なった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We examined the epigenetic mechanisms (DNA methylation abnormality) in ovarian cancer 

by the whole-genome tiling array system and analysed the association between the etiology 

and conditions of a patient (age, staging, histological type). We found early stage 

variation for some tumor suppressor genes and  imprinted genes. From the viewpoint of 

onset prevention, we examined the environmental factors, such as meals and life-styles. 

Furthermore, we developed a novel methylation analysis system, PCR-Luminex methods. 
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌は、早期発見が困難で癌の進展は極

めて早く、予後不良の癌である。これまで候

補アプローチと試行錯誤により標的遺伝子

を定め、卵巣癌の比較的早期に見られるエピ

ジェネティックな修飾の異常について世界

に向けて発信してきた。また、東北大学医学

部産婦人科は臨床面でも、手術や化学療法な
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どの集学的治療に関し、国内の中心的な役割

を担ってきた実績もある。そこで、本研究で

は癌化機構を解明するため、ゲノムタイアリ

ングアレイと ChIP-on-Chip 技術を導入し、

網羅的・系統的なエピゲノム解析の研究基盤

を確立し、病理組織分類に応じた卵巣癌の発

癌機構の病態を解明することを目的とする。   

地をマッチングさせた人(対照数 100例)。 

既に確立した登録システムを運用し、症 

例の登録、および生活習慣等に関する記 

述式アンケート調査、食物摂取頻度調査 

票（FFQ）を用いた食品項目の摂取頻度調 

査を行った。 

(2)ChIP-on-Chip システムによる解析； 代 

表的な卵巣癌細胞株（PA1,SKOV）を用い また、卵巣癌患者の食生活や生活習慣の疫

学調査は、症例と年齢や居住地をマッチさせ

た健常人を対照として行う。交絡要因につい

て補正を行うことにより、精度の高い研究結

果を得る。これらの結果は新しい卵巣癌の診

断法の開発や創薬治療への足がかりへと繋

げる。 

正常卵巣上皮細胞株と比較解析し、網羅 

的・系統的なエピジェネティックスの解 

析を行った。卵巣癌細胞株より DNA を抽 

出。DNA は制限酵素処理後、抗メチル化シ 

トシン抗体で免疫沈降し、抗体に結合す 

る DNA をビオチン標識。200-300bp のヒト 

 プロモーター配列、エンハンサー配列、 

２．研究の目的 転写調節領域を含むおよそ 20000 個のス 

ポットを解析するゲノムタイアリングア 本研究では卵巣癌化機構の解明するため、

最 新 の ゲ ノ ム タ イ ア リ ン グ ア レ イ と

ChIP-on-Chip 技術を導入する。この技術に

より、網羅的・系統的なエピジェネティック

スの研究基盤を確立し、卵巣癌の病態を解明

することを目的とする。さらに、この解析結

果をもとに、新しい診断マーカーの開発に新

たな癌治療戦略を拓くことを目標とする。具

体的には、４つの項目を明らかにする。 

レイでメチル化に富む領域をストレプト 

アビジンで標識し、ハイブリダイズする 

ことでメチル化のプロファイリングを行 

った（図１）。 
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図１ ChIP-on-Chipシステムの概略図
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(1)卵巣癌細胞株を用い、ChIP-on-Chip シス 

テム解析による、網羅的・系統的なエピ 

ジェネティックスの解析：エピジェネテ 

ィックな変異を認める分子群を同定し、 

機能上、構造上の分類による検討を加える。 

(2)摘出卵巣癌組織を用い、(1)で明らかとな 

った標的遺伝子のエピジェネティックス (3)癌サンプルを用いた解析；細胞株は培養 
の解析を行い、異常の頻度、程度を患者 中にエピジェネティックな修飾を受ける 
情報に照らし合わせ分析する。 ことがある。そのため、ChIP-on-Chip で 

(3)比例対照試験による食生活や生活習慣に 
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関する疫学調査は、症例と年齢や居住地 

をマッチさせた健常人を対照とする解析 
TGを行う。交絡要因について補正を行うこ AC

とにより、精度の高い研究結果を得る。 

(4)早期診断や病態診断の実用化に向けて標 

的遺伝子を対象に新規 DNA メチル化簡易 

検査法（診断法）を臨床導入する。 
 
３．研究の方法 
(1)卵巣癌患者の登録；症例、対照の登録を

実施（症例：対照＝１：２） 

症例：東北大学医学部産婦人科の関連病 

院において手術を施行した卵巣癌患者 

（症例数 50 例）対照：症例と年齢や居住 

得られた結果について実際に多数例（110 

検体）の癌サンプルで DNA メチル化は 

Bisulphite-PCR 法(COBRA 法)を用いて確 

認した（図２）。 
バイサルファイト処理により、ゲノム中の非メチル化 
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図２ COBRA法の原理



シトシンのみがウラシルに変換される。その結果、変 

換された ＤＮＡは自己相補性がなくなる。二つのＤＮ 

Ａ鎖のうち片方に特異的なプライマーを用いてＰＣＲ 

をすると、ウラシル （元はシトシン）はチミンに、メ 

チル化シトシンはシトシンに置き換わる。これらの変 

換の違いを利用して、ＣｐＧ配列 を含む制限酵素認識 

部位で酵素処理を行うことにより、メチル化・非メチ 

ル化の判定を行う。 

LOH と LOI の解析；卵巣癌患者の末梢血

DNA と癌組織 DNA と RNA を抽出し、制限酵

素 多 型 を 利 用 し 、 LOH （ loss of 

heterozygosity ；ヘテロ接合性の消失）

と LOI（loss of imprinting；インプリン

トの解除）の解析を行なった。またその

結果は年齢、組織型、進行度、転移の有

無、治療抵抗性、予後など臨床病態との

相関について検討した。 

(4)疫学的解析；エピジェネティックスは栄 

養、環境で変化しうる可塑性を持ち合わ 

せる。そのため生活習慣や食物摂取に関 

するアンケートを基に多変量解析し、卵 

巣癌発症のリスクファクターと罹患予防 

について検討した。 

(5)診断に関する基礎的検討；以上の結果 

をふまえ、エピジェネティックスな変異

を指標とし、早期診断や病態診断の実用

化に向けて新規 DNA メチル化診断法を導

入、開発を行なった。 

 

４.研究成果 

(1) ChIP-on-Chip システムによる解析；癌 

細胞株（PA1,SKOV）を用い、抗メチル化 

シトシン抗体で免疫沈降後、抗メチル化 

シトシン抗体に結合する DNA のプロファ 

イリングを行った（図３）。 

 

その結果、癌細胞で有意にメチル化の変化

を受ける（8−16 倍以上）107 領域を同定し

た。この領域には、癌抑制遺伝子のプロモ

ーター（P14、P16）、既知のインプリント

制御領域、DNA 修復遺伝子（14-3-3s 遺伝

子）発現調節領域も含まれていた。エスト

ロゲン関連遺伝子とインプリンティング

遺伝子群は共通に有意な変異を示した。 

(2) 癌サンプルを用いた解析； 

①エストロゲン受容体遺伝子、エストロ

ゲン応答遺伝子のDNAメチル化の解析 

  癌症例と対照の DNA を用い、エストロゲ

ンレセプター（ERα）遺伝子、ダイオキ

シンレセプター遺伝子（DR）およびプロ

ゲステロンレセプター遺伝子（PR）のプ

ロモーター領域の DNAメチル化パターン

の解析を行った。ERαは 320bp 20 の CpG

部位（メチル化部位）、DR は 359bp 22 の

CpG 部位、PR は 250bp 23CpG 部位につい

て調べた（図４）。 
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図４ エストロゲン関連遺伝子のメチル化解析  
卵巣癌に関わるシグナル伝達関連遺伝子の領域の略図。

エストロゲン受容体遺伝子、ダイオキシン受容体遺伝子、

プロゲステロン受容体遺伝子のプロモーター近辺の CpG

アイランド領域。解析した範囲は GenBank に登録された 、

accession ナンバー上の塩基配列番号で記した。黒枠と

矢印は各遺伝子と転写方向を示す。白枠はメチル化解析

した領域を示し、PCR で増幅した領域を下に拡大した。

縦棒は CpG 配列の位置を示し、その上に CpG の番号を記

し、下には制限酵素認識部位を示した（T: TaqI）。小さ

い矢印はバイサルファイト PCRに用いたプライマー（Fwd、

Rev）の位置を示す。 

図３ ChIP-on-Chipシステムによるエピジェネティックな
分子機構の解明
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制限酵素を利用するCOBRA法とSequence

法にて行った結果、いずれも有意な差は

認めなかった。さらに、年令、症状、重

症度で比較したが、いずれも有意な差は

認めなかった。 

② インプリント遺伝子の解析 

同様にインプリント遺伝子についても

解析を行った（図５）。 

 



   
卵巣癌ならびに正常卵巣検体におけるヒトインプリン

ト遺伝子の COBRA 解析。各検体から抽出したゲノムＤＮ

Ａを バイサルファイト処理し、各ＰＣＲを実行した。

父由来対立遺伝子がメチル化される遺伝子 H19、GTL2 と

母由来対 立遺伝子がメチル化される遺伝子 PEG1、LIT1、

ZAC、PEG3、SNRPN をそれぞれ解析した。各 PCR 産物は各

制 限酵素（TaqI、HhaI）で処理された。エラーバーは

±SD を示した。 

③ LOH と LOI の解析 

さらに、卵巣癌発症の分子機構を探る

ため、前述のインプリント遺伝子を標

的遺伝子として、どのような機序で癌

化が起こるのか検討した。多くの癌発

症にヘテロ接合性の消失（ loss of 
heterozygosity ：LOH）が知られてい

る。また、インプリント遺伝子の場合、

通常発現のみられるアレルは片親性で

維持されているが、癌化に伴い、イン

プリントの解除（loss of imprinting ：
LOI）がみられる。また、いずれもＤ

ＮＡメチル化が原因となっていること

も判明している。そこで、解析した卵

巣 癌 の LOH 、 LOI 、 MOI
（maintenance of imprinting）の頻度

とメチル化の変化について解析した

（表１）。 

COBRA 法を応用して、子宮体がん 110 検体に

おける DNAメチル化インプリント状態を解析

した。対照実験として、正常 22 検体につい

て同様に解析した。癌の解析の結果、H19 で

38.1％（SD±19.2）、GTL2 で 41.2％（±21.9）、

PEG1 で 41.9％（±15.2）、LIT1 で 41.7％（±

18.4）、ZAC で 35.4％（±13.4）、PEG3 で 44.7％

（±16.0）、SNRPN で 22.5％（±9.9）のメチ

ル化を示した。また正常組織の結果、H19 で

44.3％（SD±14.4）、GTL2 で 43.4％（±14.5）、

PEG1 で 36.4％（±15.0）、LIT1 で 50.7％（±

16.6）、ZAC で 35.4％（±13.0）、PEG3 で 40.4％

（±14.2）、SNRPN で 21.8％（±7.6）のメチ

ル化を示した（図３）。また正常組織メチル

化の平均より 2SD以上を示すものを異常な高

メチル化状態、2SD 以下を示すものを異常な

低メチル化状態と定義し、癌検体において、

メチル化状態を示す症例について解析した。

その結果、高メチル化異常は H19 で 7 症例、

GTL2 で 10 症例、PEG1 で 4 症例、LIT1 で 3

症例、ZAC で 3 症例、PEG3 で 6 症例、SNRPN

で 8 症例みられた。一方で低メチル化異常は

H19 で 9 症例、GTL2 で 12 症例、PEG1 で 1 症

例、LIT1 で 12 症例、ZAC で 2 症例、PEG3 で

1 症例、SNRPN で 7 症例みられた（図６）。 

④ 組織型、進行期、年齢による解析 

LOH 、 LOI 、 MOI （ maintenance of 

imprinting）の頻度は、組織型、進行期、

年齢により比較した。その結果、癌早期

からメチル化の変化の変化を伴い、LOI

の頻度が亢進している領域（H19,PEG1）

がみられた。これらの遺伝子は、癌抑制

遺伝子として機能する事が知られてお

り、卵巣癌発生に関わる重要な遺伝子で

あると示唆された（図７）。 
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図６ 卵巣癌のメチル化インプリント異常

図５ 卵巣癌のＤＮＡメチル化インプリント解析

0.0%

20.0%

40.0%

60.0%

80.0%

100.0%

H19 GTL2 PEG1 LIT1 ZAC PEG3 SNRPN

正常卵巣

卵巣癌

卵巣癌 110検体における高メチル化ならびに低メチル化

異常の症例。正常組織メチル化の平均より 2SD 以上を示

すものを異常な高メチル化状態、2SD 以下を示すものを

異常な低メチル化状態と定義した。高メチル化異常を示

した症例の円グラフは左、低メチル化異常を示した症例

の円グラフは右に示した。 



 
(3)卵巣癌の疫学的解析； 

① 高危険因子の解析 

癌の発生リスクに関する疫学研究を行

う場合、独立した因子を評価するために

は、がん発生に関わるその他の高危険因

子で補正する必要がある。本研究では、

症例群と対照群で発生に関与すると考

えられる生活習慣、栄養素についてオッ

ズ比を求めた。両群の平均年齢は症例

56.1 歳、対照群 49.5 歳であった。BMI

に関しては、20.04未満を1.0とすると、

21.64-23.92、23.93 以上のオッズ比は

1.24，1.92 であり統計学的に有意に増加

していた(p=0.01)。授乳歴に関しては、

授乳したことがある場合はない場合に

くらべてオッズ比が 0.37(97％信頼区間

0.17-0.82)と低くなり統計学的に有意

にリスクが低下していた(p=0.013)。経

口避妊薬の使用に関しては、服用したこ

とがある場合はない場合にくらべてオ

ッズ比が0.16(95％信頼区間0.04-0.66)

と低くなり、統計学的に有意にリスクが

低下していた(p=0.01)。独立した危険因

子は高齢と BMI が高いことであり、経口

避妊薬の使用と授乳歴はリスクを低く

することが明らかになった。 

② 栄養素と卵巣癌との関連についての研究 

食事との関連について、肉類･魚類･野

菜･揚げ物･天ぷら摂取頻度項目につい

て解析 した。野菜摂取頻度の上昇によ

り腫瘍のリスクが低下した(p=0.062)。

しかし、摂取総カロリーや BMI、高血圧

症などの交絡因子を考慮し解析すると

有意差は消失した。一方、栄養素の解析

ではレチノールおよびナイアシンの摂

取量が腫瘍のリスク上昇と関連してい

た(P=0.012，P=0.028)。統計学的有意差

はなかったものの、ビタミン Aの摂取量

がリスクを上昇させる傾向にあり

(P=0.064)、ビタミン C の摂取量はリス

クを低下させる傾向にあった(P=0.065)。 

我が国における卵巣癌の漸増の原因を

探求する意味でも、病因を解明すること

は重要であり、本研究の結論が国民の生

活、行政指導に有益な情報をもたらすも

のと考えられる。しかし本研究のような

前方視的な研究にあっては、中途での解

析は研究結果に影響する恐れがあるた

めに解析を行ってはならないとされて

いる。前述したように、現在のサンプル

サイズでは十分な統計学的パワー(検出

力)が得られないため、腫瘍の病因につ

いて結論を導き出すことはできず、結論

は今後さらに詳細な解析を行った後に

報告する。 

(4) 新規 DNA メチル化診断法の開発； 

独自にインプリンティング異常解析法を

東北大学より特許出願し (特願：代表者)、

PCR-Luminex 法を用いた新規メチル化解析

システムを開発に成功した (図８、共同研

究開発)。 
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図８ 新規DNAメチル化解析システムの開発

蛍光試薬反応

蛍光検出

Bead-2

PCR-Luminex 法はフローサイトメトリーを

利用したマイクロビースアレイ技術であ

る蛍光ルミネックス法を用いた技術であ

る。これまでに、一塩基置換を検出可能な

ことから SNP 検査等に応用されてきた。こ

の技術を用い、本法ではバイサルファイト

（BS:亜硫酸水素塩）処理で塩基置換した

非メチル化をメチル化アレルと区別し、定

量化を行う。BS は DNA の非メチル化 CpG 部

位は TpG に置換し、非メチル化 CpG 部位は

CpG のまま置換しない。その結果労力とコ

ストの削減が可能となり、96 検体の測定が

約１時間と短時間で処理可能である。効率

良く増幅可能なプライマーの設計は、特許
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図７ DNAメチル化とLOH(LOI)との関連



申請した。また、蛍光の測定に用いるルミ

ネックス装置は既に保有しており、特異的

なハイブリダイゼーションによる１塩基

の違いを検出するためのプローブ配列、ハ

イブリダイゼーション溶液の調整も行な

った。また、データ解析は定量化可能にし、

今後実用化を目指している。従来法 COBRA

法と比較し、性能評価を行い、安定した結

果が得られている。 
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