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患者の同意の下に採取した卵巣癌症例より cDNAアレイ技術を用いて、新規遺伝子異常の同定を行

った。さらにそれらのmRNAの発現を semiquantitativePCR法、蛋白の発現をImmunohistochemistry法で

.、検討じご臨床病理学的所見芝遺伝子・発現の相闘を解析じ;-ぞの遺伝子変佑・カf卵巣癌的発生，進展に及.ぼす…・・

役割やその臨床的意義について考察じた。..
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要旨

一日中医学協会助成事業一

cDNAアレイ技術を用いた卵巣癌細胞の浸潤、転移機構に係わ

る新規遺伝子異常の同定

研究者氏名:

中国所属機関:

日本研究機関:

指導責任者:

共同研究者名:

谷麗君

中国大連医科大学附属第一病院婦産科

広島大学大学院医歯薬学総合研究科産科婦人科

教授大演紘三 (2004年4月退官)

教授工藤美樹

郵&和志，谷本博利， Timothy J. 0' Brien 

卵巣厨棚包の間簡単裁への浸潤能及E臓腔内の転移能に関与する遺伝子異常の同定を行うことに焦点を絞り、

cDNAアレイ技術を用いて、間質浸潤能を欠く卵巣境界悪性腫湯VS卵郷艮局浸潤型観湖車事及び腹腔内転移陽性
型卵巣癌VS卵巣限局浸潤型卵巣癌の組み合わせで遺伝子変化の検索を行い、新規遺伝子異常の同定を行うこと
を目的とする。

患者の同意の下に採取した対象症例より抽出した凶NAを用いて、 Spotlightchemiluminesent kitもしくは
32p標識を行ったcDNAプローブを作成し、 AtlasNylon cDNA Expression Arrayにハイプリダイズし、シグナル
を検出する。 Atlasimage 1.5を用いて結果を分析し、境界覇空腫療と卵巣限局浸潤型親企臨嘉の聞及び腹腔内
転移陽性型卵巣癌と卵巣限局浸潤型9陳癌の間でその発現に差異を認める遺伝子変化を抽出していく。同定され
た遺伝子変化を確認するために、さらに多数の卵巣腫湯症例におけるそれらの凶NAの発現をsemiquantitative 
m 法、蛋自の知見をImmunohistochemistry法で擬すし、臨床病理学的所見と遺伝子知見の相関を解析し、そ
の遺伝子変化が卵巣上皮の癌化のどの関皆で出現し、またその発現変他と腫蕩の浸潤、転移がどう関連している

か検討する。

KeyWords卵巣癌， cDNAアレイ，遺伝子， Semiquantitative PCR， Immunohistochemistry 

研究項目1:上皮性卵巣腫描における IGFm問帆.-bindi暗円。旬in(ぬ炉)の発現と予後因子としての有用性に関する

検討

緒言:

卵期豊喜脳哉より得られたpolyN聞Aを鋳型にして調製したプローブを用いてcDNAマイクロアレイを行い、
卵巣癌組織で過剰発現する遺伝子を網羅的に検索し、その過程で同定された遺伝子のひとつである、 IGF-II
凶NA-bindingprotein (IMP)に着目した。 IGFII凶NA-bindingprotein (IMP-l、-2、-3)は凶NAの安定性や
局在また蛋白への翻訳を言糊する櫛Eを有し、特に癌遺伝子「町Cの胡地と結合してその知見を士勘日させる機
能や細胞骨格蛋白 s-actinの凶阻と結合して細胞の運動能を充進させる櫛践介して，各種の癌腫の発生号漣
展に関与するとされている。そこで、本研究では上皮性卵期郵嘉における IMP副胤の発現を検索し、卵巣癌の

発生，進展に及ぼす役割やその臨床的意義について考察した。

対象と方法:

患者の同意の下に得られた卵巣胞麟邸前 59 例(覇空 46 例，境界期生 5 伊~，良性 8 例)と正常卵巣組織 7例を
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対象として、 Semi-quantitativePCR法により I即(I即ー1，-2， -3)凶胤知見レベルを検索し、臨床病理学的
因子との関連を検討した。また、卵巣以外の各種癌組織 7例も対象に加えた。

結果:

1. 各種癌組織におけるIMP凶胤の知見を擬すした。 I即ー1，2， 3はいずれも卵巣癌において知見すること
が確認された。卵巣癌を除く各種癌事邸哉においても，事l癌，肺癌，大腸癌，前立腺癌，牌臓癌において
各種IMPの発現が認められ， IMPが多種類の癌に発現していることが示された。
2. Semi -quanti tati ve P句法により，正常卵巣および卵期鵠における各IMP副阻の知見レベルを擬すし
た。 I即ーlの知見量は卵巣憲性瞳蕩および良性1重療において正常卵巣での知見量と比較して有意に高値
を示した(P<0.05)。一方，IMP-2およびIMP-3の発現量は卵県悪性腫蕩および境界悪性腫蕩において良
性腫療もしくは正常卵巣での発現量と比較して有意に高値を示した(P<0.05)。
3. 卵巣癌におけるIMP凶胤の知期犬況を臨床進行期別に櫛せした。 I即ーlの発現量は卵巣癌の進展に伴い
発現上昇L-(P=0.015)，一方， IMP-3の知見量は卵巣癌の進展に伴い知見低下していることが認められた
(P=0.016)。各I即の知見レベルと卵巣癌の組織学的分佑度との関連を解析すると， 1即ーlの錦見レベル
は，高分伽掘と比較して中，低分他腺癌において有意に高値となった(P=0.023)oIMP-2およびI即ー3
の発現レベルと分佑度と聞には有意な相関は認められなかった。

4. 卵巣癌における IMP凶NAの知見レベルと卵巣癌患者の臨床予後との関連を分析した。単変量解析では，
IMP-1の過乗仔醇見(P=0.040)は臨床進行期(P=0.005)とともに卵巣癌予後不良因子となった。しかし，こ
の2因子で多変量解析を行うと， IMP-1の有意差は失われ，臨床進行期のみが独立予後因子となった。

考察:

I即は卵巣腫療の割引じおよび進展に関連する那尉犬況を示し、卵巣癌の発生キ漣展に重要な役割を果たして

いるものと考えられた。
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演題として口演発表。

研究項目s:上皮性卵巣癌におけるセリンプロテアーゼTADGー15の発現と予後因子としての有用性に関する検討

緒言:
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我々がクローニングした卵巣癌で過締慨を示すセリンプロテアーゼ遺伝子T曲G-15について、その発現と臨
床的因子との関連を明らかにすることを目的とした。

対象と方法:

患者の同意の下に得られた上皮性卵巣控訴邸哉89例(蝶液性腺癌39伊U，粉夜性腺癌19例，類内膜腺癌17例，
明細割賠14例)を対象として、 T血G-15蛋白の免疫組織他学的知見を検索し、 8emi-quantitative PCR法によ

りTADG-15耐NA発現レベルを検索し、臨床病理学的因子との関連を検討した。

結果:

TADCト15蛋白は9隙癌89例中50例にその知見が検出された。臨床進行期別にみると、早期櫨症例(1期:72.7%)
で進行癌症例(I1/II1/1V期:46.4%)と比較してより高頻度に発現が認められた (p= 0.0157)。組織型では
明細臨腺癌での発現がその繊能型と比較して高頻度であった (p= 0.0035)。生存分析(log-ranktest)では
TADG-15陽性例は陰性例と比較して有意に予後良好であった (p=0.0480)0 T，血G-15知見と患者年齢、組織分佑
度との有意な関連は認められなかった。また、 semi-quantitativePCR法によりT血G-15の凶阻知見レベルを
検討した。 1nternalcontrol として ~-tubulin を用い、 target geneの発現量を評価した結果、正常卵巣と比
較して卵巣癌で過剰発現レベルが認められた。

考察:

T紛争15は早期卵巣癌症例において高頻度に知見が認めら九腫痩の進展とともに発現のdown-regulationが
おこることが示唆された。また、 T血G-15発1見は卵巣癌において良好な予後との関連があることが明らかとなっ
た。

参考文献:

1. Diamandis EP， et al: Human tissue kallikreins: a family of new cancer biomarkers. Clin Chem 48， 
1198 1205(2002). 
2. Duffy MJ: The role of proteolytic enzymes in cancer invasion and metastasis. Clin Exp Metast 10， 
145 155 (1992) . 
3. Friedrich R， et al: Catalytic domain structures of MT-8P1/matriptase， a matrix-degrading 
transmembrane serine proteinase. J Biol Chem 277， 2160 2168(2002). 
4. Goyal J， et al: The role for NE8-1 serine protease as a novel tumor suppressor. Cancer Res 58， 
4782 4786(1998). 
5. Hooper JD， et al : Type 11 transmembrane serine proteases. J Biol Chem 276，857 860(2001). 
6. Kir日間， et al: Cloning and chromosomal mapping of a gene isolated fr咽 thymicstromal cells encoding 
a newmouse type 11 membrane serine protease， epithin， containing four印Lreceptor m吋ulesand 
two CUB domains. 1r凹unogenetics49: 420 428(1999). 

7. Lee 8L， et al: Acti vation of hepatocyte growth factor and urokinase/plasminogen activator by 
matriptase， an epithelial membrane serine protease. J Biol Chem 275，36720 36725(2000). 
8. Lin CY， et a1: Molecu1ar c10ning of cDNA for matriptase， a matrix-degrading serine protease wi th 
trypsin-1ike activity. J Bio1 Chem 274， 18231 18236(1999). 
9. Liotta LA， et al: Cancer metastasis and angiogenesis: an imba1ance of positive and negative 
regu1ation. Ce11 64， 327 336(1991). 
10. Mignatti P， et al: Tumor invasion through the human a皿nioticmembrane: requirement for a proteinase 
cascade. Ce11 47， 487 498(1986). 

- 126 -



11. Neurath H: The diversi ty of proteolytic enzymes. In Pr叫eolyticenzymes， Beynon即， Bond JS (eds) 
pp 1 13(1989). Oxford， UK: IRL press 
12. Oberst M， et al: Matriptase and HAI-1 are expressed by normal and malignant epithelial cells in 
vitro and in vivo.畑 JPathol 158， 1301 1311(2001). 
13. Oberst MD， et al: Expression of the serine protease matriptase and i ts inhibi tor HAI-1 in epi thelial 
ovarian cancer: correlation with clinical outc咽eand tumor clinicopathological par咽eters.Clin 

Cancer Res 8， 1101 1107(2002). 
14. Shi YE， et al: Identification and characterization of a novel matrix-degrading protease from 
hormone-dependent human breast cancer cells. Cancer Res 53， 1409 1415(1993). 
15. Shigemasa K， et al: p21: a moni tor of p53 dysfunction in ovarian neoplasia. Int J Gynecol Cancer 
7， 296 303(1997). 
16. Takeuchi T， et al: Reverse biochemistry: use of macromolecular protease inhibi tors to dissect 
cαnplex bio1ogica1 processes and identify a membrane-type serine protease in epithelial cancer 
and normal tissue. Proc Natl Acad Sci USA 96， 11054 11061(1999). 
17. Takeuchi T， et a1: Cel1u1ar localization of membrane-type serine protease 1 and identification 
of protease-activated receptor-2 and single-chain urokinase-type p1asminogen activator as 
substrates. J Biol Chem 275: 26333 26342(2000). 
18. Tanimoto H， et al: Hepsin， a ce11 surface serine protease identified in hepatoma cel1s， is 
overexpressed in ovarian cancer. Cancer Res 57， 2884 2887(1997). 
19. Tanimoto H， et al: Cloning and expression of T.血G-15，a novel serine protease expressed in ovarian 
cancer. Proc Am Assoc Cancer Res 39， 648(1998). 
20. Tanimoto H， et a1 : The stratum corne四 chymotrypticenzyme that mediates shedding and desquamation 
of skin ce1ls is highly overexpressed in ovarian tumor ce11s. Cancer 86， 2074 2082(1999). 
21. Tanimoto H， et al: Increased expression of protease M in ovarian tumors. Tumor Biol 22， 
11 18(2001a). 
22. Tanimoto H， et al: Ovarian tumor cells express a transmembrane serine protease: a potential 
candidate for early diagnosis and therapeutic intervention. Tumor Biol 22， 104 114(2001b). 
23. Tryggvason K， et al: Proteo1ytic degradation of extracellular matrix in tumor invasion. Biochem 
Biophys Acta 907， 191 217(1987). 
24. Underwood LJ， et al: Cloning of tumor-associated di fferentially expressed gene-14， a novel serine 
protease overexpressed by ovarian carcinoma. Cancer Res 59， 4435 4439(1999). 
25. Underwood LJ， et al : Ovarian tumor cells express a nove1 mul ti-dαnain cell surface serine protease. 
Biochim Biophys Acta 1502， 337 350(2000). 
26. Yousef倒， et al: Cloning of a new member of the human kal1ikrein gene family， KLK14 ， which is 
down-regulated in different malignancies. Cancer Res 61， 3425 3431(2001). 
27. Zhang Y， et al: Assignment of human putative tumor suppressor genes ST13 (alias SNC6) and ST14 
(alias SNC19) to human chromosωle bands 22q13 and 11q24-q25 by in situ hybridization. Cytogenet 

Cell Genet 83， 56 57(1998). 

注: 本研究は、 2004年7月16日「第36回日本婦人糊錫学会 学柿諜会」にて口演発
表、 ~Br J CancerJ (2005年1月92巻)に掲載。

作成日: 2005年2月22日

- 127 -


