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DNAメチリ 異常

研究の背景

前立腺癌は欧米諸国において、男性の悪性新生

物のうち発生 。死亡率 とも第 1～ 3位 を占める。

本邦においても急増傾向を認め、その医学的 。社

会的対策が急務である。前立腺癌 も、Vogelstein

らの提唱した大腸癌のモデルに代表されるように、

複数の遺伝子異常の蓄積によって進展すると考え

られ、本研究者 らは前立腺癌組織中の癌遺伝子・

癌抑制遺伝子などの異常について検索 して、その

臨床的意義についても検討 してきた 1)。

DNAメ チル化は、以前より遺伝子の発現調節に

関与すること力政日られていた。例えば女性のもつ

2本のX染色体の 1つ は、メチル化によって不活

性化されていることはよく知 られている。最近で

は、癌抑制遺伝子などの主にプロモーター領域に

存在するCpG island(GC― richな 領域)の DNAメ

テル化異常による発現低下が、癌の進展に関与す

ることが報告されてきており、このようなepigenedc

regula■onが注 目されてきている。

前立腺癌でも、癌抑制遺伝子 p16/Ⅳr∬ 1/cD4KI

や、細胞接着因子 E― カドヘリンのDNAメ チル化

による発現低下が報告されている。今回本研究者

らは、前立腺癌の進展に関与する 5つ の遺伝子

(CD44 ・ KA11 ・ androgen receptor ・ RAR β 2 ・

制にF)に ついて、DNAメ チル化異常の関与 とそ

の意義について分子生物学的手法を用いて解析 し

たので報告する (な お、方法論の詳細については

発表論文を付記したので、そちらを参照されたい)。

各遺伝子 におけるDNAメ チル化異常

1,CD44遺 伝子

CD44遺伝子は癌の臓器特異的にその発現調節
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が異なっているが、前立腺癌においては病期の進

展に伴って発現低下が認められることが免疫組織

化学的検討などより報告されている。今回われわ

れは、ヒト前立腺癌組織より抽出したゲノムDNA
をm5c感受性 のある制限酵素〃Pα II処 理後 に

CpGislandを 含むCD44遺伝子のプロモーター領

域に設定 したプライマーにてPCRを行い、CD44

遺伝子のDNAメ チル化異常について解析 した 2)。

その結果、前立腺癌の病期進行 と比例してDNAメ

チル化異常が増加 した (p<0.05、 表 1)。 また、前

立腺癌剖検例における複数の転移組織間のDNAメ

チル化異常の相違を検索 したところ、各転移病巣

間にCD44遺伝子プロモーター領域のDNAメ チル

化にmolecular heterogeneityが存在 していた。

2.KA11遺伝子

KA11(CD82)遺 伝子は、転移性ラット前立腺

癌株へのヒト染色体の移入実験系からクローニン

グされた転移抑制遺伝子である。本研究者 らは、

KA11遺伝子が前立腺癌の進行に伴ってその発現が

低下するが、 これはmutationや LOHと いった

geneicな異常によるものでないことを報告 してい

る 3)。
今回、KA11遺伝子のプロモーターのDNA

メチル化異常について、代表的なヒト前立腺癌細

胞羽に(LNCaP o PC-3・ ]爵 U―Prl・ DU145)を 用

いて解析 した 。゙脱メチル化剤 5-AzaC投与前後で

表 l CD44遺 伝子のDNAメ チル化と前立腺癌の病期進行

病期B  病期C   病期D  合計

メチル化あり 3(38%)
メチル化なし 5(63%)

合計   8(100%)

8(67%)16(80%)27(68%)
4(33%) 4(20%)13(33%)
12(100%)20(100%)40(100%)
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AR遺伝子とのクロス トーク

bisulflte― sequencingを 施イ子したところ、いくつか

のCpGの メチル化が観察された。一方、5-AzaC投

与により、PC-3と DU145の 2つ の細胞株でKA11

のmRNAが再発現することが日 P̈CRで認められ

た。しか しながら、この発現はNorthern blotで検

出できるレベルではなかった。 したがって、DNA
メチル化は前立腺癌の KA11発現低下の一端を担

っているものの、主な原因はKA11遺伝子のさら

にupstreamに 存在するものと推察された。

3.Androgen receptor(AR)遺 伝子

前立腺癌に特徴的な性質として、アンドロゲン

感受性癌であることが挙げられる。それゆえ、ア

ンドロゲン除去によるホルモン療法は、前立腺癌

の治療体系においても重要な役割を演 じている。

しかしながら、ホルモン療法を施行中にホルモン

不応性癌に移行することは、臨床上の重要な問題

となっている。本研究者 らは、このホルモン不応

性獲得におけるAndrogen receptor(AR)遺 伝子

の異常の関与について以前より検討 してきた (図

1)D。 今回、AR遺伝子のプロモーターのDNAメ

チル化異常について、ヒト前立腺癌組織 より抽出

した DNAを bisulite処

理後 にPCR―sequencing

で検討 したところ、早期

癌 で は約 10%の み に認

め られたDNAメ チル化

が、ホルモ ン不応癌では

30%に 見 られた゛
。 これ

は、AR遺伝 子の プロモ

ー ターのDNAメ チル化

に よってARが失活 し、

前立腺癌がホルモ ン不応

性に移行 している可能性

を示唆 している。

4.CttCF遺伝子

癌 における高頻度な特

定染色体の欠失 (LOH)

は、その部位の癌抑制遺

伝子の存在 を示唆するも

のとされるが、前立腺癌においても第 8・ 10。 16

染色体の欠失がその代表である。うち第10染色体

は力嘔馬秘働mcIがその遺伝子であり、実際に進

行性前立腺癌組織からは高頻度に変異が検出され

るつ。以前、本研究者 らは前立腺癌における第 16

染色体長腕の欠失領域について詳細なdeletion map

を作成 し報告 しているが (図 2)° 、その候補遺伝

子 として 16q22に 存在する転写活性因子 CTCF遺

イ云子について Fred Hutchinson Cancer Research

Centerの グループらと共同研究を行 った。この

制「CFは、複数の癌でgenomic imprinting(メ チ

ル化)に関与する逸2/7″遺伝子に対 して、メチ

ル化依存性に結合することで発癌が促進されるこ

とが報告 されている。今 回、第 16染 色体長腕

16q22の 欠失を認める前立腺癌 。乳癌・ウィルム

ス腫瘍の検体より4つ のCTCF遺伝子変異を見つ

けた (図 3)。 これらはすべてzinc inger domain

内に存在 してお り、mutagenesisに て機能解析 し

たところ、CTCF遺伝子がその変異により機能喪

失 “loss of incuon"で なく機能変化 “change of

function"す る新 しいタイプの癌抑制遺伝子であ

ることが示されたの。

AR遺伝子の変異 (20%)

AR遺伝子のプロモーター領域のメチル化 (30%) AR遺 伝子と結合する共役因子の異常 (??%)

図 1 前立腺癌におけるアン ドロゲン受容体異常
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AR遺伝子の増幅 (30%)

T″
r'И

ttυιs Tゐ′.8ハb.12002



|||||:|||.      ...|:■ :|::111る .‐   11tlし:富lt

Chromosome arm 16q

図2 前立腺癌における第 16染色体
長腕上の 3つ の共通欠失領域

(このうち 16q22.1に CTCF遺
伝子が存在する)

5.RAR β 2遺伝子

レチノイ ドはその受容体を介 した機序によって

抗月重瘍効果が認められ、 特にretinoic acid receptor

β2がその中心的役割を担っていると報告されて

きた。RAR β 2遺伝子 は多 くの腫瘍 において、

LOHの認められる第 3染色体短腕 3p24に 存在す

る。今回、われわれはRAR β 2遺伝子のプロモー

ター領域に存在するCpG islandの メチル化につい

て、ヒ ト前立腺癌細胞株およびヒ ト前立腺癌検体

を用いて検討 した 1° 。これらの約 80%に DNAメ

チル化を検出した。一方、正常前立腺癌組織では

まった くDNAメ チル化 を見なかったことより、

RAR β 2遺伝子のメチル化の有無が遺伝子診断へ

応用できる可能性が示唆された。

おわりに

癌関連遺伝子のDNAメ チル化による発現調節

は、前立腺癌において今回報告したようにいくつ

もの遺伝子で重要な役割を演じていることがわか

DNA‐ binding domain

CTCF遺伝子変異 (H345R I前 立腺癌組織、K344E:平 L癌組織、

R339W・ R448Q:ウ ィルムス腫瘍より検出)

って きた。 これ は、前立腺癌 の病態解 明の一端 を

明らかにするものと考える。このようなepigenetic

な異常をターゲットとした遺伝子診断や分子標的

治療を目指すことが、ホルモン抵抗性癌などに対

する新 しい取 り組みとして重要なものになると思

われた。
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