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研究成果の概要（和文）：卵巣癌におけるDNAメチル化異常を起こす制御因子を同定し、遺伝子診断や分子標的治療の
開発を目的とした。卵巣癌細胞では、メチル基供与体の合成酵素遺伝子MAT2Aの発現が2-3倍亢進し、MAT2AのRNAi及び
阻害剤（シクロロイシン）の機能抑制実験では、細胞増殖が有意に抑制された。またMAT2A遺伝子の下流で働くRB1遺伝
子の発現が著明に低下した。これらの結果より、卵巣癌のMAT2Aの過剰発現はRB1を介し、癌化を促進する可能性が示唆
され、シクロロイシンが治療薬として使用できる可能性とMAT2Aの発現量が卵巣癌の悪性度を評価するための新規腫瘍
マーカーとなりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Human ovarian cancer (HOC) is characterized by complex genetic and epigenetic alte
rations. We found that MAT2A (methyonine adenosyltransferase 2A), which act as a synthetase of the methyl 
donor was highly expressed and heavily hypomethylation in the promoter. Experiment of MAT2A siRNA and inhi
bit cycloroicine was effective on the HOC growth. We found that the target molucule of MAT2A was tumor sup
pressor gene, RB1. This finding is that RB1 is the new tumor marker of HOC.
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌では、癌化の比較的早期からゲノムワ

イドなエピジェネティックな修飾の変異が

起こる。この修飾は、主に DNA のメチル化、

ヒストンのメチル化やアセチル化といった

化学修飾であり、栄養・環境で変化しうる可

塑性を持ち合わせる特徴を有する。DNA メチ

ル化やヒストンのメチル化には、メチル化基

質（SAM）の合成酵素 MAT2A（methyonine 

adenosyltransferase 2A）が必須である事が

報告された（Chi P. Nat Rev Cancer. 2010）。

また、DNA メチル化酵素（DNMTs）は、メチル

基の獲得には、必須の分子として既に知られ

ている（Kaneda. Nature, 2004 他）。そのた

め、MAT2A と DNMTs は、メチル化の制御因子

で、その発現の亢進は DNA およびヒストンの

メチル化の異常さらには、細胞癌化を誘導す

る可能性が十分予想される。そのため、エピ

ゲノム変異の制御因子の解明は、基礎的研究

にとどまらず、がんの予防、早期診断、ある

いは新たな癌治療薬の開発にも繋がる事が

期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、卵巣癌化に伴い、ダイナミック

に変化する DNA のメチル化、ヒストンのメチ

ル化を制御する因子（MAT2A、DNMTs）に着目

し、卵巣癌のエピゲノム変異の原因究明と標

的分子の同定を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）卵巣癌細胞株： 

ヒト卵巣癌細胞株及び卵巣表面上皮細胞株

の、計１３株を培養した。 

（２）卵巣癌患者の登録： 

東北大学医学部産婦人科、および関連病院

において手術を施行した卵巣癌患者（症例

数４６例）年齢、組織型、進行期別に分類

した。 

（３）発現解析： 

Real-time PCR により定量解析を行った。 

（４）エピゲノム解析：  

DNAメチル化の解析：細胞から抽出したDNAは 

Bisulphite処理後PCRを行い 

（Bisulphite-PCR法）、クローニングベクター

を用いシークエンスを行った。少なくとも10

個のクローンについて解析し、PCR領域内の全

てのメチル化部位について解析した。 

（５）siRNA 強制発現用ベクターの作製と細胞

の樹立： 

ノックダウン用の siRNA を複数設計し、ベク

ターにクローニングし、卵巣癌細胞株 (SKOV, 

PA1) にトランスフェクションした。ノック

ダウン効率は、Real-time PCR によって測定

した。複数設計した siRNA のうち、正常卵巣

組織と同程度まで遺伝子の発現を抑制可能

なものを以降の解析に用いた。 

 

４．研究成果 

（１）卵巣癌における MAT2A 遺伝子過剰発現 

卵巣癌細胞株を用い、メチル化基質合成酵素

遺伝子（MAT2A）とメチル化酵素遺伝子

（DNMTs）の発現量を、正常卵巣上皮細胞株

と比較した。その結果、卵巣癌細胞株では、

正常卵巣組織と比較し、2−3 倍に高発現して

いることが判明した（図１）。 

同様に、DNMTs、特に DNMT2 に発現量の差が

認められた。卵巣癌組織においても、同様の

傾向が見られたが、年齢、組織型、進行期分

類で有意な差が見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 1） 
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（２）MAT2A 遺伝子のエピゲノム解析 

MAT2A 遺伝子のプロモーター及びジーンボデ

ィについて、DNA メチル化の解析を行った（図

２）。その結果、発現量とジーンボディのメチ

ル化率に負の相関が認められた（相関係数＝

0.77）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）RNAi を用いたノックダウン実験 

siRNA を用いた MAT2A、DNMTs ノックダウン細

胞株を樹立した。この細胞株を用いて、MAT2A、

DNMTs の発現量の変化が癌細胞の増殖能およ

び遊走能・浸潤能に与える影響を、in vitro

で解析した。その結果、細胞増殖が有意に抑

制されることを見出した。さらに、MAT2A の

阻害剤であるシクロロイシンを添加して卵

巣癌細胞の培養を行ったところ、濃度依存的

に細胞増殖が抑制された。これらの結果は、

MAT2A 遺伝子の過剰発現が卵巣癌細胞の増殖

を促進することを示すとともに、シクロロイ

シンが卵巣癌の治療薬として使用できる可

能性を示唆するものである。 

また、卵巣癌における MAT2A 遺伝子のターゲ

ットを探索するため、Real-time PCR 法を用

いて数十種類の癌遺伝子および癌抑制遺伝

子の発現定量解析を行った。その結果、癌抑

制遺伝子としてよく知られているRB1遺伝子

の発現が卵巣癌において有意に抑制されて

いることを見出した。さらに、RB1 遺伝子の

プロモーター領域のDNAメチル化を解析した

ところ、高メチル化状態であることが明らか

となった。以上から、MAT2A 遺伝子の過剰発

現はRB1遺伝子のプロモーター領域の高メチ

ル化を引き起こし、癌化を促進する可能性が

示唆された。 

今後の研究の推進方策として、MAT2A の阻害

剤投与実験を行うことで、MAT2A 阻害剤の臨

床応用への可能性を探る必要がある。 

(４）MAT2A の標的遺伝子 RB の発現量解析と

エピゲノム解析 

４６例の卵巣癌組織を用いてMAT2Aおよびタ

ーゲット遺伝子 RB1 の発現を解析し、検証し

た。その結果、卵巣癌組織のほぼ全例で MAT2A

の発現増加は観察され、組織分類では、漿液

性卵巣癌で最も発現の亢進がみられた。さら

に、卵巣癌進行期が悪い症例では、MAT2A の

発現量が有意に増加していることが明らか

となった。一方で RB1 の発現はほとんどの卵

巣癌で減少しており、一部の検体で DNA のメ

チル化異常、遺伝子欠損、および遺伝子変異

が見られることを確認した。また、正常組織

では MAT2A の発現増加および RB1の発現減少

は認められなかった。これらの結果より、

MAT2A 遺伝子の過剰発現が RB1 遺伝子のプロ

モーター領域のメチル化異常を引き起こし、

癌化を誘導する可能性が示唆され、MAT2A の

発現量が卵巣癌の悪性度を解析するための

新規腫瘍マーカーとなりうることが示唆さ

れた。今後さらに、摘出卵巣癌組織症例を増

やし、MAT2A、DNMTs の標的遺伝子の発現量解

析とエピゲノム解析を行う必要がある。さら

に、患者基本情報に照らし合わせ、年齢、組

織型、進行期、生命予後などについて、詳細

な統計学的な検定を行ない、メチル化異常の

発症機序について検討する必要がある。 
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