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審 査 の 結 果 の 要 旨
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本研究は大腸療に お い て ､ W nt シグナル に括抗す る働きをもち , 新競の 癌抑

制遺伝子 として 認識され た S F R P l 遺伝子 の ､ ヒ ト卵巣癌における プロ モ ー タ
ー

額域 の メチル化と発現抑制に つ い て解析を試 み たも の であり ､ 下記 の 結果 を得

て い る ｡

1 . 卵巣癌細胞株 1 3 株 と ヒ ト卵巣表面上皮細胞( H O S E 細胞) にお ける , S F R P l

遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 恵 域 の メ チ ル 化 の 状 態 を ､ M eth ylati o n - s p e cifi c

p c R( M S P) で解析 した o M C A S ( 粘液性) ､ R M U G - L ( 粘液性) , R T S G ( 債

分化) I T Y K - n u ( 未分化) の 4 つ の細胞株で は ､ メチル化 D N A の み検出

された ｡ O V _ 9 0 ( 衆液性) と R M G -Ⅰ ( 明細胞) の 2 種類の 細胞株で は , メ

チル化 D N Å と非メ チル化 D N A の 両方が検 出された ｡ 残り の細胞株 と H O S E

細魁で は , 非メ チル化 D N A の み検出された ｡ 卵巣癌細胞株にお い て も ､

s F R P l 遺伝子 の メ チル化を認 める こ とが示 された ｡

2 . 定量的 R T- P C R 法 を用 い て ､ 卵巣癌細胞株 13 株 にお ける S F R P l の 発現量

を調 べ た. メチル化 D N A の み検出され た細胞株4 株( M C A S , R M U G - L , R T S G ,

T Y K - n u) で は､ 全く 発 熱ま認 められ なか っ た o メ チル化 D N A と非メ チルイヒ



D N A の 両方が検出された細胞株 2 株 の うち､ R M G -Ⅰ で は ま っ たく発現して

い なか っ たが ､
O V 9 0 ではわずか な発現が検出された｡ 非メチ ル化 D N A の

みが検出され た 7 細艇株 の うち , T O V 1 1 1 2 D , R M U G - S ､ K U R A M O C H I の 3

練磨株 で はわずかな発現を ､ H T O A で は H O S E と同 レベ ル の 発項 を, E S -2 ,

T O V - 2 1 G , J H O S -2 で は過剰発現を認 めた D 卵巣癌細胞株で は､ プロ モ
ー

タ

- 麿域の メチル化が s F R P l の 発現抑制と強く関連して い る こ とが示されたo

3 . S F R P l の 発現抑制における ､ プロ モ ー

タ
ー 領域の メチ ル化の 役割を検討

する ため に , メ チル化 D N A の み検出され た細腹株4 株､ M C A S ､ R M U G - L

R T S G , T Y K - n u に つ い て ､ 5 - a z a
- d C に より脱メチル化 を誘導､ 発現 の 変化

を解析 した ｡ いずれ の 細胞株で も , 濃度依存性に S F R P l の 発現の 回復が認

め られた ｡ 特に M C A S で は , 5 - a z a -d C を 0 .1 〃M 以上の 濃度で添加 したと こ

ろ ､ 濃度依存性に S F R P l の 発現が 回復 し, そ の 傾向が強 い ことが示された o

M C A S 細胞で の , S F R P l 遺伝子 プロ モ ー タ ー 額域 の メチル化状態を ､ M S P

を用 い て確認 した ｡ 5 - a z a - d C を 0 .1 p M 以上 の 濃度で添加 したと こ ろ ､ プロ

モ ー

タ
ー 麿域が脱メチル化され , 非メチル化 D N A が検 出された o 2 の結果

と合わ せ ､ プロ モ ー タ ー 衡域 の メ チル化が原因で ､
S F R P l の 発現抑制が起

こ っ て い る こ とが卵巣療にお い て確認 され たo

4 ｡ 卵巣癌臨床検体 1 7 検体 を使 っ て ､ S F R P l の プロ モ ー タ ー 飯域の メ チル化

を ､ M S P を用 い て 解析した ｡ 17 検体中 2 検体 (粘液性腺痕 1 検体､ 渠液性

腺痘 1 検体) で ､ メチル化 D N A が検出され たo

一 方, 子 宮内膜症性嚢魁 7

検体 ではメチ ル化 D N A は検出され なか っ た ｡ P C R のサ イ クル数をさ らに 4

サ イクル追加 した ところ ( 計 3 6 サイ クル) ､ 卵巣癌臨床検体 4 検体( c as e 8



( 梁液性) , c a s e 1 4 ( 扇平 上皮) , c a s e 15 ( 薬液性) , c a s e 1 7 ( 明細胞) ) と

子宮内膜症性嚢胞 1 検体 にお い て ､ メチル化 D N A が認め られた. これら の

検体で は ､ S F R P l が メチル化された D N A が少数存在する と考え られた o

以上 , 本論文は プロ モ
ー

タ
ー 嶺域の メ チル化に よる S F R P l の 発現抑制を , 卵

巣癌にお い て初めて 証明 した ｡ 粘液性腺癌, 伝 , 未分化型腺癌にお い て ､ S F R P l

の メチル化が 高頻度に 認め られ る 傾向が あ っ た ｡ 粘液性腺癌､ 低, 未分化型腺

癌は化学療法に抵抗性が ある こ とが知られ てお り , S F W l の メチル化 を解析す

る ことにより ､ 症例 の 化学療法抵抗性の 有無を検索で きる可能性も考 えられ た ｡

本研究は S F R P l 遺伝子が ､ 卵巣癌の 診断や治療上 ､ 新しい 標的となる こ とを期

待させ る もの で あり , 学位の 授与に値す る もの と考 えられる ｡




