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研究成果の概要（和文）：卵巣癌では、ゲノムワイドなエピジェネティックな修飾の異常が関与している。本研究では
、メチル基供与体を産生するMAT2A遺伝子に着目して、卵巣癌におけるエピゲノム変異の原因究明および標的分子の同
定を目的とした。解析した結果、MAT2A遺伝子の過剰発現により標的遺伝子の癌抑制遺伝子RB1のプロモーター領域がメ
チル化され、遺伝子発現が抑制され、癌化を誘導する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide epigenetic changes are involved in human ovarian cancer. In this study
, we found that MAT2A (methyonine adenosyltransferase 2A), which produces a methyl donor for transmethylat
ion and plays an important role in DNA and histone methylation, is highly expressed and its gene body regi
on is hypomethylation in human ovarian cancer cells. MAT2A siRNA and its inhibitor (cycloroicine) suppress
ed ovarian cancer cell growth. We found that tumor suppressor gene RB1 is a molecular target of MAT2A for 
human ovarian cancer. Our data suggest that RB1 is the new tumor maker of human ovarian cancer.
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌では、遺伝子変異のみならず、ゲノム

ワイドな DNA メチル化、ヒストンテールのメ

チル化やアセチル化などのエピジェネティ

ックな修飾の異常が関与している。最近、DNA

やヒストンテールをメチル化する酵素反応

にメチル基供与体（SAM）を産生する MAT2A

（methyonine adenosyltransferase 2A）遺

伝子が必須であることが報告された（Chi P. 

Nat Rev Cancer. 2010）。DNA メチル化異常や

ヒストンテールのメチル化異常により、癌抑

制遺伝子の遺伝子機能が低下し、遺伝子変異

を伴わず、癌化に繋がる可能性が考えられる。

しかしながら、これらのメチル化の異常がど

のような機序によって起こるのか、その分子

機構について未だ明らかではない。また、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、癌化に伴い、ダイナミックに変

化するエピジェネティクスに関連しメチル

基供与体を産生するMAT2A遺伝子に着目して、

卵巣癌におけるエピゲノム変異の原因究明

および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：卵巣癌細胞株 11 株

（PA1,SKOV など）および卵巣表層上皮細胞株

2株（OS1,OS2）を用いた。 

（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）を年齢、組

織型、進行期別に分類した。 

（3）発現解析：培養細胞および臨床検体か

ら RNAを抽出、逆転写し cDNA を合成した後、

SYBR Green I による real time PCR により

MAT2A 遺伝子の発現を定量解析をした。 

（4）エピゲノム解析：卵巣癌培養細胞およ

び癌臨床検体から DNA を抽出し、Bisulfite

処理し、MAT2A 遺伝子のプロモーターおよび

Gene body 領域について PCR により増幅後、

クローニングし、10 個以上のクローンのシー

クエンスを行った。PCR 増幅領域内の全ての

メチル化部位について解析した。 

（5）siRNA 発現ベクターの作製および導入

細胞の樹立：MAT2A 遺伝子のノックダウン用

siRNA を複数設計し、siRNA 発現ベクターを

構築後、卵巣癌細胞株 SKOV および 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 および Western blotting

によって測定した。複数設計した siRNA の

うち、正常卵巣表層上皮細胞株と同レベル

までに MAT2A 遺伝子の発現を抑制した細胞

株を以降の解析に用いた。樹立した細胞株

を用いて、増殖能および遊走能・浸潤能に

ついて解析した。また、MAT2A の阻害剤であ

るシクロロイシン添加の影響についても検

討した。 

 

４．研究成果 

（1）卵巣癌における MAT2A 遺伝子の発現量

解析 

 卵巣癌細胞株 11 株および卵巣表層上皮細胞

株2株を用いて、MAT2A遺伝子の発現量解析を

行った。その結果、MAT2A 遺伝子の発現は卵巣

癌細胞株では卵巣表層上皮細胞株に比べ有意

に高発現していた（p < 0.025）（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（2）MAT2A のエピゲノム解析 

 卵巣癌細胞株 11 株、卵巣表層上皮細胞株 2

株、卵巣癌組織 46 例および正常卵巣組織 20

例を用いて、MAT2A 遺伝子のプロモーターお

よび Gene Body 領域について DNA メチル化解

析を行った。その結果、プロモーター領域で

図 1 卵巣癌における MAT2A 発現量解析 
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はいずれもメチル化が見られなかった。培養

細胞における Gene Body 領域では MAT2A の発

現量の増加に伴いメチル化が低下し、負の相

関が見られた（R=-0.882）。卵巣癌組織の Gene 

Body 領域のメチル化は、正常卵巣組織に比べ

有意に低かった（p < 0.01）（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）siRNA による MAT2A 遺伝子のノックダウ

ン実験 

 siRNA 発現ベクターを用いて MAT2A ノック

ダウン細胞株を樹立した。樹立した細胞株を

用いて、MAT2A 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につ

いて in vitro で解析した。その結果、MAT2A

の発現量の減少に伴い、細胞増殖が有意に抑

制されることを見出した。さらに、MAT2A 阻

害剤であるシクロロイシンを添加して卵巣

癌細胞株を培養したところ、濃度依存的に細

胞増殖が抑制された。これらの結果から、

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、また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が示唆

された（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）MAT2A の標的遺伝子 RB1 の発現量解析

とエピゲノム解析 

 卵巣癌におけるMAT2A遺伝子の標的遺伝子

を同定するために、real time PCR 法により、

数十種類の癌遺伝子および癌抑制遺伝子の

定量的な発現量解析を行った。その結果、卵

巣癌において癌抑制遺伝子RB1が有意に抑制

されていることが明らかになった。さらに、

RB1 遺伝子のプロモーター領域のメチル化を

解析したところ、高メチル化状態であった。 

次に、46 例の卵巣癌組織を用いて MAT2A お

よび標的遺伝子 RB1 の発現を解析した。その

結果、卵巣癌組織のほぼ全例で MAT2A 遺伝子

の発現量増加が見られ、組織分類では、漿液

性卵巣癌で最も発現量が亢進していた。また、

卵巣癌の進行に伴って、MAT2A 遺伝子の発現

量が有意に増加していることが明らかとな

った。一方、RB1 遺伝子の発現はほとんどの

卵巣癌で減少しており、一部の卵巣癌組織で

は DNA のメチル化異常、遺伝子欠損および遺

伝子変異が見られた。また、正常卵巣組織で

は MAT2A 遺伝子および RB1遺伝子の発現変動

は観察されなかった。 

 以上の結果より、MAT2A 遺伝子の過剰発現

により癌抑制遺伝子RB1のプロモーターがメ

チル化され、その結果、遺伝子発現が抑制さ

れ、癌化を誘導する可能性が示唆された。ま

た、MAT2A 遺伝子の発現量が卵巣癌の悪性度

を評価・分類するための新規腫瘍マーカーと

図 2 MAT2A のエピゲノム解析 
図 3 MAT2A ノックダウン細胞を用いた解析 

0 20 40 60 80 100

MAT2A Gene body領域

＊

*（p<0.01）

正常卵巣組織
（ｎ＝20）

卵巣癌組織
（ｎ＝46）

Western blots

MAT2A

b-ACT

MAT2Aノックダウン

Mock   sh2   sh8

5’ 3’

siRNA

①MAT2A siRNA設計

Sh1 Sh2 Sh3 Sh4 Sh5
Sh6

Sh7
Sh8

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

MAT2A/β-ACT

MAT2Aノックダウン

C  sh1  sh2  sh7  sh8

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

MAT2A/β-ACT

MAT2Aノックダウン

sh2

C1 C2 sh2

②Transient (SKOV株) ③Permanent (SKOV株)

①MAT2AsiRNA を 8 ヶ所検討し、ノックダウン

効率を検討した  

②一過性発現抑制 ③sh2 永続性発現抑制 

MAT2A 発現解析、sh2 が最も効果的で

あった 
 



して有用である。さらに動物を用いた解析も

必要と考える。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、統計学的な評価検定を行う必要がある。

また、MAT2A の阻害剤が卵巣癌治療へと応用

できる可能性を示唆するものとなる。よって

本研究は今後、卵巣癌の予防・診断・治療へ

と展開することが期待される。 
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