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研究成果の概要（和文）：我々は前立腺癌でメチル化による発現抑制が見られる遺伝子をリスト

アップしその中で APC、GSTP1、MT1G に注目して、組織検体や尿検体からＤＮＡを抽出しメチル

化特異的ＰＣＲ法で各遺伝子のプロモーター領域のメチル化を測定した。その結果、MT1G メチ

ル化は病理学的ステージと有意に相関した。これらのマーカーは前立腺癌と良性の前立腺肥大

症を区別し、診断マーカーやステージングマーカーとして有用である可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We screened methylated DNA by using oligomicroarray analyses of 

prostate cancer cell lines treated by a demethylating agent and focused on APC, GSTP1, 

and MT1G. Prostate tissues and urine samples were used for extracting their DNA, which 

were subjected to methylation specific PCR. The methylation status of MT1G was 

significantly associated with tumor stage. These markers may have potential abilities 

to distinguish prostate cancer from benign prostate hypertrophy.  
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１．研究開始当初の背景 

前立腺特異的抗原 (PSA) は検査法とし

て感度は優れているが特異度が低く、多く

の健常者が癌であることを否定するために、

不快な生検検査を余儀なくされている。実

際、前立腺針生検による前立腺癌検出率は

20-30％に過ぎず、医療経済上の観点からも

満足できない。また前立腺癌患者において癌

の進行度（ステージ）は治療方針を決定する

のにきわめて重要であるが、初診時 PSA 値、



画像診断、触診および生検所見を用いたステ

ージ予測と実際の手術病理所見との一致は

50-60％に過ぎない。このため感度･特異度共

に優れた非侵襲的な腫瘍マーカーの早急な

開発が望まれる。 

 

２．研究の目的 

近年、前立腺癌では癌抑制遺伝子や細胞

間接着分子関連遺伝子のプロモーター領域

がメチル化してその発現が抑制されていること

が報告されている。我々は本研究において、

前立腺癌でメチル化の頻度が高い遺伝子の

プロモーター領域のメチル化を測定し、前立

腺癌の診断を行うことを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1) メチル化測定候補遺伝子プロファイルの作

成：脱メチル化剤で処理した前立腺細胞株

で cDNA マイクロアレイ解析を行い、前立腺

癌でメチル化している可能性がある遺伝子

のリストを作成した。 

(2) 前立腺癌組織および尿中メチル化ＤＮＡの

測定：パラフィン包埋前立腺癌組織および

尿中ＤＮＡの抽出と重亜硫酸塩処理。メチル

化特異的ＰＣＲによるメチル化ＤＮＡの定量

的測定。 

(3) 統計解析 

 

４．研究成果 

cDNA マイクロアレイでは、前立腺癌細胞株

LNCap ・ PC3 細 胞 の 双 方 で 脱 メ チ ル 化 剤

（5-aza-dC） 添加後に 1.5 倍以上発現が増加し

ている遺伝子が 18 個検出された。adenomatous 

polyposis coli (APC), multidrug resistance one 

(MDR1), gkutathione S-transferase pi (GSTP1)

の前立腺癌におけるメチル化の頻度は病理学

的悪性度に相関していたが、喫煙者においても

有意に相関が見られ癌化の一因としての喫煙の

影響が考えられた。Metallothioneins（MTs）は重

金属との結合親和性が高いシスティンリッチな低

分子タンパクである。5-aza-dC 添加前後の PC

細胞株において、各 MTs の isoform の発現を

RT-PCR にて測定したところ MT1G の発現パタ

ーンは特徴的であった。早期癌モデルである

LNCap では 5-aza-dC 添加前後に MT1G の発

現は変化せずメチル化の影響はないと考えられ

たが、ホルモン非依存性の PC3 と DU145 では

5-aza-dC 添加後に MT1G 発現が著明に上昇し

ておりメチル化の影響を受けていた。そこで臨床

検体において MT1G の MSP を試行した結果、

MT1G のメチル化陽性は BPH では 63.8%（69 例

中 44 例）、PC では 20.9%（177 例中 37 例）に検

出され有意差が認められた。代表的なサンプル

を直接シークエンスして確認したところMSP陽性

サンプルでは CG 配列部に C のピークが観察さ

れた。進行性 PC におけるメチル化陽性の頻度

は限局性 PC に比べて有意に高かった。また免

疫染色では ssDNA 陽性細胞数はメチル化陰性

群では陽性群に比べて有意に高かったが（各

5.99±1.35、4.08±3.58、p=0.011）、PCNA 陽性

細胞数には差が認められなかった。前立腺癌の

進行に MT1G のメチル化が密接に関与する可

能性が示唆された。さらに我々は前立腺マッサ

ージ後の尿から DNA の抽出し重亜硫酸塩処理

を行い、GSTP1 遺伝子のメチル化を測定したと

ころ、早期前立腺癌 60 例中 13 例（感度 21.7%）

において陽性であった。一方、良性疾患である

前立腺肥大症では 30 例中 1 例のみが陽性（特

異度 96.7%）であった。前立腺マッサージ後尿中

DNA を用いた前立腺癌診断は技術的に可能で

あると思われた。現在、感度の向上に向けて実

験を継続中である。 

前立腺癌におけるメチル化遺伝子 

＃ Gene symbol
メチル化

頻度* 
報告数

1 GSTP1 70-95％  91 

2 APC 70-95％  30 

3 AR ＜20％  22 

4 CD44 20-70％  14 

5 MGMT 20-70％  10 



6 MDR1 70-95％  9 

7 EDNRB ＜20％  9 

8 ESR 20-70％  11 

9 PTGS2 20-70％  7 

10 CDKN2A ＜20％  6 

11 RARB 70-95％ 6 

12 TIG1 70-95％ 6 

13 CDH1  0-70％ 5 

14 DAPK1  ＜20％ 5 

15 CCDN2  ＜20％ 4 

16 RASSF1 70-95％  4 

17 TIMP3  ＜20％ 4 

18 CRBP1 70-95％  3 

GSTP1 メチル化測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

メチル化特異的ＰＣＲ 

 

 

MT1G メチル化測定 
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