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研究成果の概要（和文）： 

 DNMT3A に対する抗体（マウス、ラビット）について、フローサイトメトリ―を行った。正常

精巣由来の Hs1細胞では反応が見られなかったが、精巣腫瘍由来の NCCIT細胞では両抗体にて

反応を認めた。また、Triton処理により反応が増大した。一方、臨床像との関連を調べるため、

手術時に摘出されたセミノーマ組織に対して、DNMT3Aに対する抗体を用いて免疫染色を行った。

数検体において免疫染色での発現を確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We conducted flow cytometry analysis about DNMT3A antibody of mouse and rabbit. There 

was no reaction with Hs1 cell arriving from normal testicular tissues. However, there was a 

significant reaction with NCCIT cell arriving from testicular cancer tissues, and this 

reaction was amplified by Triton preparation. We also conducted immunohistochemical 

analysis of DNMT3A for human testicular seminoma tissues, and confirmed that human 

seminoma cells were positively stained. 
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１．研究開始当初の背景 

精巣腫瘍は、15- 35 歳の若年男性において最
も頻度が高い悪性固形腫瘍であること、化学
療法の奏功率が非常に高く有転移例であっ
ても集学的治療により治癒が見込める数少
ない悪性腫瘍の一つであることから、その罹
患数以上に社会的な影響が大きい癌種の一

つである。 

現在のところ、精巣腫瘍は精細管内胚細胞
腫瘍(CIS)を経て発生するとの説が有力だが、
CISの起源やその後の浸潤性精巣腫瘍への進
展に関する遺伝子レベルでの機序は解明さ
れていない。 

精巣腫瘍は組織学的にセミノーマ、非セミ
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ノーマという 2 つの組織型に大別され、非セ
ミノーマではαフェトプロテイン、ヒト絨毛
性ゴナドトロピン(hCG)が腫瘍マーカーとし
て臨床使用されており、予後予測や治療効果、
再発時の判定材料として重要な役割を担っ
ている。一方、セミノーマには特異的な腫瘍
マーカーが存在していない。 

これまでの研究で、山田はセミノーマ発癌
関連遺伝子探索を目的としたマイクロアレ
イによる網羅的解析の結果、106 個の遺伝子
が正常精巣組織よりもセミノーマで強く発
現していることを発見した。106 遺伝子につ
いて各染色体の長腕・短腕ごとの分布を調べ
たところ、高発現する遺伝子が集中する染色
体部位が見られ、その多くは染色体コピー数
の増加が報告されている部位であった。その
中から、DNMT3A、CCND2、FGD1、PIM2、
ACVR1B、SOX4 の 6 遺伝子については免疫
染色による検討を行い、蛋白レベルでも同様
にセミノーマで強く発現していることを報
告している（Yamada, DNA Research, 2004）。 

ま た 、 共 同 研 究 者 で あ る 石 井 は 、
DNMT3A(DNA-methyltransferase 3A) 遺
伝子について、イントロン 25 部位における
低メチル化の程度が精巣腫瘍における同遺
伝子の高発現と関連していることを報告し
ている（Ishii, Tohoku J Exp Med, 2007）。
しかしながら、これら 6 遺伝子発現によるセ
ミノーマ発生への影響や臨床像との関係に
ついては、未だ解明されていない状況にある。 

 

２．研究の目的 

蛋白レベルでもセミノーマで強く発現し
ていた 6 遺伝子のうち、特に DNMT3A 遺伝
子がセミノーマに強く発現することの細胞
生物学的な意義や臨床像との関連を解明す
る。それにより、DNMT3A 遺伝子をセミノ
ーマの新しいバイオマーカーとして確立し、
臨床応用することを本研究の目的とする。 

 

３．研究の方法 

培養細胞での DNMT3Aの発現を mRNA レベル、
蛋白レベルで解析後、DNMT3Aノックダウン細
胞や強制 DNMT3A発現細胞を作成する。これ
らを用いて、増殖能、運動能、浸潤能などの
biological activityの違いを調べ、DNMT3A
が癌細胞におよぼす影響を解析する。 
 一方、DNMT3Aに対する抗体を用いて手術標
本の免疫染色を行い、発現様式と臨床像や病
理組織学的パラメーターを比較検討し、セミ
ノーマにおける DNMT3A発現の臨床的意義を
解明する。ELISA による DNMT3A 遺伝子の血
清レベルでのアッセイ系を確立する。セミノ
ーマ患者と健常者の血清を用いて、DNMT3Aの
発現と予後や臨床像との関連を調べ、腫瘍マ
ーカーとしての有用性を検討する。 
 

４．研究成果 
(1) DNMT3Aに対する抗体（マウス、ラビット）
について、フローサイトメトリ―を行った。
正常精巣由来の Hs1細胞では反応が見られな
かった（図 1）が、精巣腫瘍由来の NCCIT 細
胞では両抗体にて反応を認めた。また、
Triton処理により反応が増大した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 (2) 一方、臨床像との関連を調べるため、
手術時に摘出されたセミノーマ組織に対し
て、DNMT3Aに対する抗体を用いて免疫染色を
行った。現在、数検体において免疫染色での
発現が確認されたが、多数検体での発現様式
と臨床像や病理組織学的パラメーターを比
較検討するまでには至らなかった。 
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