
    

様式様式様式様式Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－１９１９１９１９    

    

科学研究費助成事業科学研究費助成事業科学研究費助成事業科学研究費助成事業（（（（科学研究費補助金科学研究費補助金科学研究費補助金科学研究費補助金））））研究成果報告書研究成果報告書研究成果報告書研究成果報告書    

 

平成 24年 5月 29日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）：アクアポリン(AQP)1 の発現メカニズムに関して、エピジェネティッ

ク機構のヒストン修飾に注目して研究を行った。AQP1 とヒストン修飾に直接関連を認めなった。

しかし、ヒストン修飾の一つである Dimethylated histone3 lysine4(H3K4dime)は肺癌の術後

再発と病期と細胞分化で関連を認めた。H3K4dime は HIF-1 とも関連していた。H3K4dime は、

腫瘍の進展や悪性度と関連し、肺癌の予後因子として重要である。 

 

研究成果の概要（英文）：About the expression mechanism of aquaporin (AQP)1, we studied 
to the histone modification of the epigenetics mechanism.AQP1 was not associated with 
histone modification directly. However, a postoperative recurrence and a stage and cell 
differentiation of lung cancer were associated with dimethylated histone3 
lysine4(H3K4dime) which was histone modification one. H3K4dime was associated with HIF-1, 
too. H3K4dime is associated with extension and the grade of the lung cancer, and is 
important as a prognostic factor of lung cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

肺癌は高い浸潤・転移能を特徴とする。

HRCT、FDG-PET、VATS の導入により術前診

断と外科的治療法は格段に進歩した。し

かし、未だ多くの肺癌患者は転移再発の

ため悲惨な転帰をとる。近年、PDGFR・チ

ロシンキナーゼ系や VEGF 系を標的にし

た生物学的製剤の応用が開始されたが、

その効果は満足できるものではない。 

アクアポリン aquaporin (AQP)は、あらゆ
る生命現象の基盤をなす水分子に対する特
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異的チャネルとして 1992 年 Agre らにより
発見された。現在までにヒトでは 13 種の異
なる分子種が同定され、チャネル機能と DNA
配列の相同性から４群に分類され、それら
の生理的、病理的状態での機能解析が精力
的に進められている。近年、AQP には本来の
水チャネル機能のほかに、アポトーシス阻
止、細胞周期の調節、移動能亢進、血管新
生など予期せぬ機能があることが見いださ
れ、細胞増殖や浸潤・転移などがんの生物
学的特性に重要な役割を果たしている可能
性が提唱された。近年、分子標的薬の開発
により治療に幅が生まれたが、その効果は
満足できるものではない。AQP は、あらゆる
生命現象の基盤をなす水分子に対する特異
的チャネルとして発見され、細胞増殖や浸
潤・転移などに重要な役割を果たしている
可能性が提唱され、我々は AQP1 の過剰発現
が術後転移発生と生命予後に密接に関係し
ていることをこれまでに明らかにした。 

 エピジェネティックは、同一 DNA 配列か

ら異なった表現型を誘導する仕組みで、癌

における遺伝子発現抑制での役割が現在

注目されている。肺癌細胞を含め AQP1 の

腫瘍細胞での発現調節機構の報告は数少

なく、エピジェネティック制御機構に関し

ては全く知られていない。種々の腫瘍にお

けるこれまでの情報から、「肺癌浸潤先進

部での AQP 遺伝子の発現誘導においてヒ

ストン修飾が重要な役割を演じているの

では」という仮説に至った。 

     

２．研究の目的 

肺癌術後転移克服のための癌浸潤性局所

制御法の確立を目標とし、肺癌浸潤先進部に

おける AQP1 の発現誘導とヒストン修飾の関

係を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)組織標本 

組織標本は、2001 年から 2008 年の間に、金

沢医科大学病院呼吸器外科で切除された肺

癌標本 92 例を対象とした。そして、癌浸潤

部を Spiral array 法により組織マイクロア

レイを作製した。 

(2)ヒストン修飾 

Dimethylated histone3 lysine 4(H3K4dime), 

Acethylated histone3 lysine9(H3K9Ac), 

Acethylated histone3 lysine18(H3K18Ac), 

Trimethylated histone3 

lysine27(H3K27trime), Dimethylated 

histone4 arginine3(H4R3dime)の 5 つを使用

した。 

(3)免疫組織染色 

①AQP1 の免疫染色 

AQP1(alpha diagonosis)の濃度は 150 倍で

行われた。腫瘍細胞の 10％以上の反応があっ

た場合、発現は陽性であると定義した。さら

に腫瘍細胞の 10％以上過剰反応があった場

合、発現は過剰発現であると定義した。 

②ヒストン修飾の免疫染色 

 H3K4dime・H3K9Ac・H3K18Ac・H3K27trime・

H4R3dime(5 つ全て abcam)の 5 つともに濃度

は 100 倍で行われた。50％以上発現のものを

高発現、50％以下発現のものを低発現とした。 

 ③HIF-1αの免疫染色 

HIF-1α(Epitomics)の濃度は 100 倍で行わ

れた。50％以上発現しているものを高発現、

50％以下発現のものを低発現とした。 

④癌関連マーカー(CEA, p53, Ki67)の免疫

染色 

癌関連マーカー(CEA, p53, Ki67)の濃度は

100 倍で行われた。CEA は腫瘍細胞の 60％以

上を陽性、p53は腫瘍細胞の 30％以上を陽性、

Ki67 は腫瘍細胞の 10％以上を陽性と判断し

た。 

(4)Western blot 

H3K4dime の Western blot は、肺癌の腫瘍組

織に対して行われた。タンパクはリーシス・

バッファ（50mM のトリス-HCl、pH 7.6、10%

のグリセロール、5mM の酢酸マグネシウム、

0.2mM のエチレンジアミン四酢酸、1mM のフ

ェニルメチルスルホニル弗化物と 1%のナト

リウム・ドデシル硫酸塩）を使用して抽出さ

れた。抽出されたタンパク（10μg）は、10%

ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行っ

た。電気泳動した抗原タンパクをニトロセル

ロース膜に電気的に移行させた。ニトロセル

ロース膜は、2μg/ml の濃度で、抗 H3K4dime

ポリクローナル抗体を使用して、4℃で終夜

反応した。二次抗体は、室温で 1時間ヤギ抗

ウサギ IgG 抗体を用いて行った。ニトロセル

ロ ー ス 膜 は Chemiluminescence Luminol 

Reagent で反応し、ATTO Light-capture を使

用して撮影された。 

(5)統計解析 



 

 

臨床的エンドポイントは、治療開始から転移

のない生存期間とした。AQP 発現と臨床病理

因子の間の比較のために、X2検定を使用し、

p<0.05 で統計学的に有意であるとみなした。

すべての統計解析は、StatView ソフトウェア

を使用して行われた。 

 

４．研究成果 

(1)AQP1 の過剰発現と HIF-1α・癌関連マー

カーの関連 

AQP1 の過剰発現と HIF-1αの関係に関して、

有意差を認めなかった。しかし、AQP1 の過剰

発現と癌関連マーカーである Ki67 に有意差

を認めた。その他の癌関連マーカーとは有意

差を認めなかった。 

(2)肺癌におけるヒストン修飾の関係 

①肺癌術後再発  

肺癌術後再発とヒストン修飾に関して、

H3K4dime の 発 現 で 有 意 差 を 認 め た

(p=0.0391)。また、Kaplan-Meier 法で、

log-lank 検定で p<0.05 で有意差を認め、

H3K4dime の高発現は肺癌術後再発と関連が

あるということが示された。単変量解析では、

H3K4dime の発現は有意差を認めたが、多変量

解析では、有意差を認めなかった。Western 

blot 法では、術後再発を認めない症例で

H3K4dime の発現を認めず、術後再発を認めた

症例で H3K4dime の発現を認めた。 

②肺癌の病期  

肺癌の病期とヒストン修飾に関して、

H3K4dime で有意差(p=0.005)を認めた。 

③細胞分化度（肺腺癌のみ）  

肺癌の細胞分化とヒストン修飾に関して、

H3K4dime(p<0.001) ・ H3K9Ac(p<0.017) ・

H4R3dime(p<0.002)で有意差を認めた。 

④ヒストン修飾と HIF-1αの関係 

HIF-1αの発現とヒストン修飾の関係に関し

て、H3K4dime で有意差を認めた。 

 

以上のことより、H3K4dime は、腫瘍の進展や

悪性度と関連し、肺癌の予後因子として重要

であることが示唆された。 
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