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要 旨

種 々 の 癌に お い て 転写調節領域 の 異 常メ チ ル 化 によ り発 現が低 下 し ､ 発 癌と関

連す る と考え られ る複数の 遺伝子 が 報 告 され て い る ｡ 肝 細胞 癌に お い て も p

1 6 I N K 4 a 遺伝子 の 異常が報告 され て い るが
､ 他 にも複数 の 遺伝子 が 同様 の 機序 に

より発 現が 低下 して い る可能性が ある ｡ そ こ で ､ メ チ ル 化酵素阻害剤と c D NA マ

イ ク ロ ア レイ を用 い
､ 異 常メ チ ル 化 に伴う転写抑制 が認 め られ る遺伝子 の 検討

を行 な っ た｡ 6 種類 の肝 癌培養細胞(H L E , H u H 7 , H e p G 2 , P L C/ P R F /5 , H e p 3 B , H u H 6)

をメ チル 化酵 素阻害剤 5
-

a z a C d R 処理 の 前と後 で抽出 ､ 精製 した p o l y (A)
+

R N A を

標識 して プ ロ
ー ブと した ｡ 癌に 関連す る既知 の 遺伝子 55 7 個が ス ポ ッ トされた

cD N A マ イ ク ロ ア レ イ を用 い ､ 5
-

a z a C d R 処理 に より発 現が 上昇 する遺伝子 を解析

した o プ ロ モ ー タ ー 領域 c p G 配 列 の メ チ ル 化を確認す るた め､ 抽出 した D N A を

s o d i u m b i s u l f i t e で 処理後､ 塩基配列 を決定 したo また ､

一

部の 遺伝子 に つ い

て は メ チ ル 化特 異的プライ マ
ー に より肝 細胞癌標本 の 癌部 ､ 非癌部 にお けるメ

チ ル 化 を検討 した. 上記 6 種類 の 各培養細胞 にお い て 5
-

a z a C d R 処理 に より 5 倍

以上発現 が増加 して い た遺伝子 は ､ それ ぞれ 1 1 ､ 1 4 ､ 9 ､ 7 ､ 1 1
､

1 9 種類で あ っ

た
｡

こ れ ら遺伝子 の 中で 複数の 培養細胞株 で 5 倍以 上発 現が 増加 して い た遺伝

子 は 1 4 個で ､ そ の うち転写調節領域の Cp G ア イ ラ ン ドに異常メ チル 化 がみ られ

た の は E
-

c a d h e r i n
､

H AI 2
､ I G F B P 2 ､

C O L I A 2 ､ CT G F ､ F i b r o n e c t l n l の 6 種類 の

遺伝子 で あ っ た｡ こ の うち H A I 2 で は､ 高頻度に癌部特異的に 異常メ チ ル化が

認 め られた ｡ メ チル 化酵素阻害剤と c D N A マ イ ク ロ ア レイ を組 み合わせ る こ とに
′

より ､ 異常メ チ ル 化 に より転写 が抑制 され て い る遺伝 子 の 網羅 的解析が可能で

あ っ た ｡ そ の 中で ､ H A I 2 は H G F の 活性 を抑制す ると考えられ て おり ､ 異常メ チ

ル 化 に よ る発現抑制を介 して ､ 癌の 増殖や浸潤 に 関与する 可能性 が示 唆された｡



は じめ に

我 が 国 にお ける肝細 胞癌の年 間死 亡者 は約 3 万 5 千人 で ､ 男性 で は第 3 位 で

ある ｡ そ の 肝細胞癌の 9 0 % 以上が肝炎 ウイ ル ス の 持続感 染に とも なう慢性肝

炎 ､ 肝硬変 を発 生母地と して お り ､
B 型肝 炎 ウイ ル ス (H B V) が約 1 5 % ､ C 型

肝炎ウイ ル ス (H C V) が約 8 0 % を占め る ｡ 肝細胞癌に お ける発癌機構 に つ い て

は ､ ウイ ル ス 発 癌と遺伝 子異常の 観点か ら種 々 検討 されて い る ｡

B 型肝癌で は ウイ ル ス D N A が高頻度に染色体D N A に組み 込まれて い る｡

我々 も以前に ､ サザ ン プ ロ ッ ト法 に より 1 2 例全例 に H B V D N A が組み込まれ て い

る こ とを示 した
1 )

｡ ま た ､ ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト法 により ､ 組 み込まれ たウイ ル ス 遺

伝子 と隣接す る宿主遺伝子 の融合遺伝子と考えられる R N A の 存在を報 告 した
2 )

｡

これ らウイ ル ス 遺伝子 の 組 込み は染色体の 転座 を引き起 こ したり ､ 稀で は ある

が 隣接す る遺伝子 に シ ス に働い て発現 に 異常をきたす可能性 が ある ｡ H 】∋Ⅴ の

Ⅹ 蛋 白は宿主遺伝 子 に トラ ン ス に働い て 発現 を活性化する こ とがわか っ て おり ､

Ⅹ 蛋白発 現 トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス で は肝癌の 発生が 報告され て い る
3 )

.

一

方 ､

C 型肝 癌で は B 型 と異なり ウイ ル ス 核酸 の 染色体 へ の 組 み込み は なく ､ ウイ ル

ス の 産生す る コ ア蛋 白や N o n
-

s t r u c t u r a l (NS) 3 蛋 白に T r a n s f o r m a t i o n 活性が ､

N S5 A の ア ミノ端 を欠 い た蛋白に t r a n s a c t i v a t i o n 活性 が報告され て い る｡ また ､

H C V c o r e 蛋白発現 トラン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 高率な肝細胞癌の 発生 が報告さ

れて い る
4 )

｡

遺伝子異常に 関 して は ､ 多く の 肝細胞癌で 染色体の 欠失や癌抑制遺伝子 p 5 3

や R b 遺伝子 などの 異常が 報告され て い る ｡ p 5 3 は 細胞周期とア ポ.
ト

-

シ ス の 制

御に 関連す る キ ー とな る遺伝子 で ､ 殆 どの 癌で約 5 0 % の 異常が報告されて い

る ｡ 我 々 の 以前の 検討
5 )

で は ､ 肝細胞癌2 0 例 中 p 5 3 遺伝子 の 点突然変異は 3 例

( 1 5 % ) にみ られ ､
コ ドン 1 7 6 ( エ ク ソ ン 5) ､

コ ドン 2 3 6 ( エ ク ソ ン 7 ) ､
コ

ドン 2 9 4 ( エ ク ソ ン 8 ) の 3 ケ所で あ っ た｡ p 5 3 遺伝子の ある染色体 17 p の L OH

(L o s s o f h e t e r o z y g o s l t y) は 1 4 例中 5 例 (3 6 % ) に認 められ ､ 全体で は 2 0 例

中 6 例 ( 3 0 % ) に異常が みられ た｡ p 5 3 の 異常は ､ 腰痛径 3 c m 以上 の 進行 し

た肝 癌にみ られ ､ 肝 癌進展 の 後期に関与 する遺伝子異常と考えられ た｡ 肝発癌

の 初期 に関与する遺伝子異常に 関 して は良くわか っ て い ない o 近年 ､ プ ロ モ
ー

タ ー

領域の 異常メ チ ル 化 によ る遺伝子発現 の 低 下が発癌 ､ 特に 初期 の 病態 に 関

与 して い る の で は ない かと言われて い る ｡
R b 蛋白の機能 を調節す る C D K 4/ 6 の 活

性 を抑制す る p 1 6 I N K 4 a は 癌抑制遺伝子 と考え られ て お り ､ 肝細胞癌 で は こ の 遺



伝子 の 変異は 殆 どみられず ､ プ ロ モ
ー

タ ー 領域の 異常メ チ ル 化 に よる遮伝子 の

発 現低下 が 関与 して い ると報告 されて い る ｡ 我 々 の検討
6 )

で も ､ 肝癌 3 9 例 の う

ち癌 部 で は 2 7 例 (6 9 % ) に異 常メ チ ル 化 が認 め られ た が
､ 非癌部 で は 2 3 例 中

1 例 ( 4 % ) の み で あ っ たo

癌細胞 で は ､

一

般に遺伝子全体で 見 ると C p G ア イ ラ ン ドの 低メ チ ル 化が おき

て い る
7 )

が ､ 癌抑制遺伝 子 な ど特定 の 遺伝子 の 転写調節領域の 異常メ チル 化 に

よる発 現低 下が種 々 の 癌の 発生 に密接 に 関連 して い る こ と が示 され て い る ｡ 肝

細胞癌 で も ､ p 1 6I N K 4 a 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域の 異常メ チル 化 が高頻度に認

められ る が ､ 他 に も同様 の 機序で 複数 の 遺伝子 の 発現 が 抑制 され て い る可能性

が あ る ｡ そ こ で ､ メ チル 化酵素阻害剤と c D NA マ イ ク ロ ア レイ を用 い ､ 6 種類の

肝癌細胞株 にお い て異常メ チ ル 化 に 伴う転写抑制 が認 め られ る遺伝 子 の 検討 を

行 な っ た
8

,
9 )

0



対象およ び方法

1 ) 培養細胞 と 5
-

a z a C d R 処理

6 種類 の 肝癌培養 細胞 (H L E , H uH 7
,

H e p G2 , P L C/ P R F/ 5 , H e p 3 B
, H u H 6) は ､

10 % 牛胎児 血清と 1 % ペ ニ シ リ ン / ス トレ プ ト マ イ シ ン含ん だ D M E M 培養液を用

い ､ 5 % C O 2 を含 む 大 気 下 で 3 7 ℃ で 培 養 し た
o メ チ ル 化 酵 素 阻 害剤 で あ る

5
-

A z a
-

2
-

d e o x y c y t i d i n e (5
1

a Z a C d R) は 1 〟 M にて 9 6 時間培養顔中に加 えた ｡

5
-

a z a C d R を含ん だ培養液は 2 4 時間毎に交換 した｡

2 ) c D N A マ イ ク ロ ア レイ によ る解析

6 種類の 肝癌培養細胞 か ら A G P C 法 で t o t a l RN A を抽出 し ､ o l i g o d T カ ラ ム

を用 い て p o l y (A)
+

R N A を精製 した｡ 1 L L g の p o l y (A)
'

R NA を鋳型と し､ A M V R e v e r s e

T r a n s c r i p t a s e に よ る逆転写反応で C y 3
-

d U T P を取り込ま せプ ロ
ー ブと したQ 同

様 に ､
5 -

a z a C d R 未処理 の 培養細胞 か ら得られた p o l y (A)
+

RN A は C y 5
-

d U T P で標識

した｡ これ らを混合 し ､ 癌に関連す る既知 の 遺伝子 5 5 7 種類が ス ポ ッ トされた

c D N A マ イ ク ロ ア レイ (宝酒造) 上で ハ イ プリ ダイ ゼ -

シ ョ ン を行 い
､ 5

-

a z a C d R

処理 により発 現が 上昇 す る遺伝子を解析 した ｡

3 ) s o d i u m b i s u l f i t e 遺伝子 シ
ー

ク エ ン ス 法

遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域の C p G アイ ラ ン ドのメ チ ル 化状態を調 べ るために ､

肝 癌培養細胞 か ら抽出 した DN A l 〃 g を H e r m a n らの 方法
1 0 )

で 5 0 ℃18 時 間

b i s u l f i t e 処理 を行 な っ た後 ､ p c R 法 で 増幅 した｡ p c R 産物 は ､ T O P O T A ク ロ ー

ニ ン グ ベ ク タ ー ( I n v i t r o g e n) を用 い て ク ロ ー ニ ン グ し､ それぞれ 1 0 個ずつ の

ク ロ
ー

ン を A B I P R I S M D y e D e o x y T e r m i n a t o r C y cl e s e q u e n c i n g キ ッ ト (A p p l i e d

B i o s y s t e m s) で反応 し､ A B I 3 7 7 D NA S e q u e n c e r を用 い て 塩基配列 を決定 した｡

4 ) メ チ レ
ー

シ ョ ン特 異的 p c R 法

外科的切 除 に より得 られた 1 0 例 の 肝細胞癌症例 の 癌部 ､ 非癌部の 凍結組織

より抽出 した D N A を用 い て ､ 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域 の C p G アイ ラ ン ドの メ チ

ル 化状態 を調 べ た
8 ､ 9 )

｡



成績

1 . c D N A ア レイ の 結果

6 種類の 培養細胞 (H L E , H u H 7 , H e p G 2 , P L C/ P R F/ 5 , 臼e p 3 B , H u H 6) にお い て

5
-

a z a C d R 処理 に より 5 倍以上発現 が増加 して い た遺伝子 は ､ それぞれ 1 1 ､ 1 4
､

9 ､ 7 ､ 1 1 ､ 19 種類 で あ っ た ｡ こ れ ら遺伝 子 の 中で複数 の培養 細胞株 で 5 倍 以上

発 現が 増加 して い た遺伝 子 は 1 4 個で ､ H GF
-

a c t l v a t o r i n h i b i t o r t y p e 2 (H A I 2) ､

E
-

c a d h e r i n ､ CO L I A 2 (p r o c o l l a g e n t y p e l a l p h a 2) ､ I G F B P 2 (i n s u l i n
-

l i k e g r o w t h

f a c t o r b i n d i n g p r o t e i n
-

2) ､ C T G F ( c o n n e c t i v e t i s s u e g r o w t h f a c t o r) ､ F N l

(f i b r o n e c t i n 1) ､ C y c l i n A 2 ､ I T G A V (I n t e g r i n α Ⅴ ) ､
R H A M M

(h y a l u r o n a n
-

m e d i a t e d m o t i l i t y r e c e p t o r) ､ C S E I L ( c h r o m o s o m e s e g r e g a t i o n

卜1 i k e
､) ､ L u m i c a n ､ R h o GD I (R h o

-

d i s s o c i a t i o n i n h i b i t o r b e t a) ､ C O L 3 A l

( c o l l a g e n t y p e Ⅲ a l p h a 1) ､ O s t e o n e c t i n で あ っ た｡

上記 1 4 個の 遺伝子 に つ い て プ ロ モ ー タ ー 領域にメ チ ル 化 の 標 的と な る C p G

アイ ラ ン ドが存在する か どう か を調 べ た と こ ろ ､ L u m i c a n ､ R h o G DI ､ C O L 3 A l ､

O s t e o n e c t i n の 4 個の 遺伝子 には存在 しな い こ とが解り ､ こ れ ら遺伝子 の 発現 上

昇は 2 次的なもの で ある と考え られた｡

C p G ア イ ラ ン ドを有する 1 0 個 の 遺伝子 の メ チ ル 化酵素阻害剤処 理後 の 発現

の 変化 を表 1 に示す｡ 数倍 か ら数百 倍 の 遺伝 子発 現量 の 変化が み られ ､ 細胞 に

より 異 なり多様 で あ っ た (文献 ふ か い) ｡
マ イ ク ロ ア レイ の 結果 を確認す る ため

5
-

a z a C d R 処理前後 の 細胞 か ら抽出 した t o t a l R N A を用 い て RI
J
P C R 法 に より遺伝

子発 現量 の 変化 を検討 した と こ ろ ､ 脱 メ チ ル 化剤処理 に より こ れ らす べ て の 遺

伝子発 現が 上昇 して い る こ とが確認 され た (d a t a n o t s h o w n)
9 )

｡

2 . プ ロ モ
ー タ ー 領域メ チ ル 化状態 の 検討

プ ロ モ ー タ ー 領域の 異常メ チ ル 化 が直接転写 の 抑制 に 関与 して い る か どう か

を確認す るため ､ s o d i u 皿 b i s u l fi t e 遺伝子 シ
ー ク エ ン ス 法 に よりプ ロ モ ー タ ー

領域の C p G 配列 の メ チ ル 化 の 検討 を行 な っ た｡ 1 0 個の 遺伝 子 の うちC y c l l n A 2 ､

I n t e g r l n α Ⅴ ､ h y al u r o n a n
-

m e d i a t e d m o t i l i t y r e c e p t o r ､ c h r o m o s o m e

s e g r e g a t i o n 卜1 i k e の 4 個は ､ どの 培養細胞 にお い て も殆 どメ チル 化 が認 め ら

れず ､ 脱メ チ ル化剤処 理 に よ る遺伝子 発現 の 上昇 は 2 次的 なもの と考えられた ｡

H A I 2 遺伝子 プ ロ モ
ー

タ
ー

領域の C p G アイ ラ ン ド の 解析で は ､ 5
-

a z a C d R 処 理

により 著明 に発現量の 増加 した H L E ､
H u H 7 ､ H e p 3 B に お い て は高度にメ チル 化 が



認 め られた が ､ H e p G 2
､ H u H 6 にお い て はメ チ ル 化 が

一

定 の領域と 一 部の ク ロ
ー

ン

に限定され て い た ｡

一

方 ､ P L C/ P RF /5 で は プ ロ モ
ー タ ー 領域の メ チ ル化 は ほ とん

ど認 め られ なか っ た｡ 従 っ て
､ 各細胞 にお けるメ チ ル 化 の 頻度 は マ イ ク ロ ア レ

イ の 結果 と良く相 関 して い た
9 )

｡

E
-

c a d h e r i n は 5
-

a z a C d R 処 理に よ り H e p G 2 で は 8 . 7 倍 に増加 しメ チ ル化 の 程

度と良く相 関 して い た が ､ 他 の 5 種類 の 肝癌細胞で は低メ チ ル化淡態で あ っ た｡

従 っ て ､
H u H7 を含め他 の 培養細胞 で発現上昇がみ られ た要因と して は 5

-

a z a C dR

処理 によ る 2 次的な遺伝子発 現の 変化によ る可能性 が考えられた
8 )

0

H L E と H e p 3 B で は プ ロ モ ー タ ー 領域の
一 部にメ チル 化が認 められ ､ もともと の

I G FB P 2 遺伝子 の 発現 畳は低か っ たが ､ 脱メ チル 化剤処理 に より H e p 3 B で は発現

畳 の 増加 が み られ た｡ H e p G 2 で は高度なメ チル 化 がみ られたが ､ 脱メ チル 化剤処

理 に より 遺伝子発 現 の 上昇 は認 め られ なか っ た｡
H uH 7

､
P L C/P R F5 ･

､ H u[I6 で はプ

ロ モ ー

タ
ー 領域の メ チ ル 化 は認 め られず ､ 脱メ チ ル 化剤処理後 の 上昇は 2 次的

なもの と考えられ た
8 )

0

H u H 6 は C T G F 遺伝子 プ ロ モ
ー

タ
ー

領域に 高度の メ チ ル化 がみ られ ､ 脱メ チ ル 化

剤に よる発現 の 増加 が認 め られ たが
､

H L E
,

H u H7 , H e p 3 B , P L C/ P R F/ 5 に はメ チ ル

化 は認 め られず ､ 脱メ チル 化剤による発現 上昇は2 次的なもの と考えられた
8 )

｡

F N l は どの 培養細胞 で も高度の メ チル 化がみられ たが ､ H e p 3 B と H u H 6 で は も

ともと の 発現量が 高く ､ 他 の 4 種類の 細胞 と H e p 3 B で は脱メ チル 化剤 に より発

現 の 増加 が認 め られた
8 )

0

B i s tll fi t e s e q u e n c i n g 法に よ る プロ モ
ー

タ
ー

領域の D N A メ チ ル 化 を検討 した

代表例と して ､
C O L I A 2 遺伝子 の 結果 を F i g u r e l に 示す ｡

co L I A 2 は ､
マ イ ク ロ

ア レイ の 結果 で は 5
-

a z a Cd R 処理 により H u H 7 ､ H e p 3 B
､

P LC/ P R F/5 の 3 種類の 細

胞 で発 現量が 5 倍以上増加 して い た (T a b l e 1) ｡ プ ロ モ
ー

タ
ー

領域の C p G アイ

ラ ン ド の 解析 で は ､ もともと発現量が低く 5
-

a z a C d R 処理 により発現畳 の増加

した H e p 3 B ､ P L C/ P R F/5 で は比 較的高度にメ チル 化が認め られたが ､ もともと発

現 量 が 高か っ た H u H 7 で は メ チ ル 化 の 程 度は 軽か っ た｡
H e p G2

､
H u H 6

､
乱E は

5
-

a z a C d R 処理に より 発現量の 増加 は軽度で あ っ たが ､ メ チ ル化 の 程度は H u H6
､

H L E は 軽 度で あ っ た の に 対 し ､ H e p G2 で は 比 較的高度の メ チ ル 化 がみ られ た

(F i g u r e 1) 0

3 . ヒ ト肝癌組織に お ける 遺伝 子メ チ ル 化状態の 検討



肝細胞癌 1 0 例 に おける H AI 2 遺伝子 プ ロ モ
ー

タ
ー

領域の メ チ ル 化状態 を ､ 凍

結肝組織か ら抽出 した D N A を用 い て メ チ レ ー

シ ョ ン 特異的 p C R 法 に よ り検 討 し

た ｡ H A I 2 遺伝子 は癌部で は 8 例が メ チ ル化 状態 で あ るの に比 し､ 非癌部 で は 1

例 の み が メ チ ル 化 状態で あり ､ 臨床検体にお い て も癌部 で は高率に メ チ ル 化 が

認 められ る こ とがわか っ た (T a b l e 2 ) ｡ 代表例 をF i g u r e 2 に 示す｡ 症例 1 で は

癌部に の み メ チ ル 化 がみ られ ､ 症例 2 で は 癌部､ 非癌部と もに 非メ チ ル 化 の 状

態で あ っ た｡ 他の C O L I A 2 ､ I G F B P 2 ､ C T G F ､ F N l 遺伝子 の プ ロ モ
ー タ ー 領域の メ

チ ル 化状態 は ､ I G FB P 2 が癌部 で 高頻度で あ っ た が ､ 非癌部で も同等 で差 が みら

れ な か っ た ｡ しか し ､ メ チ ル 化 特異的な p c R の バ ン ドは ほ と ん どの 症例 で癌部

の 方 が 非癌部 よ り 明らか に強く認 め られ た｡



考察

近年 ､ c DN A マ イ ク ロ ア レイ と D N A メ チ ル 化阻害剤を用 い て 大腸癌 で 発現の 上

昇す る遺伝子 の 網羅的検討 が報告 され て い る
1 1 )

. 今回我 々 は ､ 5
-

a z a C d R 処理 し

た肝癌培養細胞 と しな い 細胞 で ､ 5 57 の 癌関連遺伝 子 の 発現の 違い を マ イ ク ロ ア

レイ を用 い て 比 較 した o 5 5 7 個 の遺伝子 の うち脱メ チル 化剤処理 に よ り複数の培

養細胞株 で発 現が 5 倍以上上昇 した遺伝子は 1 4 個 (2 . 5
0
/.) ､ そOj うちプ ロ モ ー

タ ー

領域 に C p G ア イ ラ ン ドを有す る遺伝子 は 1 0 個 (1 . 8 % ) ､ さらにそ の C p G ア

イ ラ ン ドの メ チ ル 化 に より遺伝子発現が 抑制 され て い る と考えられ た遺伝子は

6 個 (1 . 1 % ) で あ っ た ｡

そ の 6 個の 遺伝子 の 中で ､ H AI 2 は H G F a c t i v a t o r 活 性 の 抑 制 を介 して

H e p a t o c y t e g r o w t h f a c t o r の 活性を抑制すると考えられており ､ そ の 遺伝子発

現 が 多く の肝 癌培養細胞 と肝細胞癌組織で 異常メ チ ル 化 により抑制されて い る

こ とが示 され た ｡ そ の 結果と して細胞増殖促 進 ､ 細胞運動促 進 ､ 抗ア ポ ト
ー

シ

ス 作用 を有す る H G F 活性 の 制御が不十分 となり ､ 癌の 増殖や浸潤に 関与する の

で は ない かと考えられ た｡ 最近 ､
ヒ ト脳腫癌 gl i o b l a s t o m a で も組織分化度が低

く なる に つ れ H A I 2 遺伝子 の 発 現が低下す る こ とが示 され て い る｡ 腫療培養細

胞 に H A I 2 遺伝 子 を導入 す ると細胞 の 浸潤 性が抑制され る こ とか ら､
H A I 2 は細

胞外基質を分解す るプ ラ ス ミ ンや セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ活性を直接抑制すると考

えられ て い る
1 2 )

0

E
-

c a d h e r i n は 上皮細胞 の 接着に 関与 し､ 細胞 内 で α
-

､ β
-

､ γ
- カ テ ニ ンと

の 結合を介 して 細胞骨格ア クチ ン と結合 して い る. E
-

c a d h 6 r i n 遺伝子 は染色体

1 6 q 2 2 . 1 に あり､ 肝癌組織で は高頻度に こ の 領域の L O H が認 め られて おり ､ ま た

プ ロ モ ー タ ー 領域の メ チ ル 化に よ る遺伝子発 現の 低 下と発癌と の 関連 も既 に報

告 され て い る
1 3 )

｡ ま た E
-

c a d h e r i n の 裏打 ち蛋 白の
一

つ で あるβ
- カテ ニ ン は

a x i n l
､

A P C
､ G S K 3 βととも に ､ W n t シ グナ ル 伝達系 を介して細胞増殖に 関与 し

て い るが ､ 肝癌で は約 3 割に 遺伝子変異に よる異常が認 められて い る
1 4 )

0

他 の 4 個の 遺伝子 は ､ ヒ ト肝癌組織で 癌部だ けで なく非癌部で も同程度にメ

チル 化が認 められ たが
､
M S P に よるバ ン ドは癌部の方 が強 い ことか ら､ 量的な違

い が 示 唆され た｡ また ､ 正 常肝 か ら慢性肝 炎 の 進展に伴い 徐 々 にメ チ ル 化 が生

じて い る可 能性 もあ り 非癌部 にお けるメ チ ル 化の 意義 を検討す る必 要 が ある ｡

C O L I A 2 遺伝子 の 発 現は細胞 の 癌化 に伴い 減少 し ､ こ れに は遺伝子 プ ロ モ
ー

タ
ー

領域の メ チ ル 化が 関与 して い る こ とが知 られ て い る
1 5 )

0 I G FB P は フ ァ ミ リ
ー

を



形成 して おり ､ I G F と血 中で結合 しその 機能 を調節 して い る と考えられ て い る｡

I GF B P 2 は胎児肝 や成 人脳 で発現 が 高く ､ ヒ トの 前立腺癌や脳腫療 グリオ ブ ラ ス

ト
-

マ で 強 い 発現 が認 め られて い る
1 6 )

o

一

方 ､ 食道癌 で は発現 の 低 下が認 め ら

れ て お り
1 7 )

､ 組 織 に よ り働き が異 な る の か も知 れ な い
｡ 同 じ フ ァ ミ リ ー

の

I G F B P 3 は肝細胞癌で プ ロ モ
ー

タ
ー

領域の メ チル 化 によ る発現低下が 報告され て

い る
‡ 8 )

0 c T G F は様 々 な組織 の 線維化や疲痕形成 ､ 創傷の 治癒 ､ 血 管新生 ､ 骨 の

形成な どに 関与 して い る ｡ T G ト βの 下流 に ある遺伝子 で ､ T G F
-

β の 持 つ 種 々 の

生 理活性 の うち特 に線維化 に 関連 した作 用 を起こ す が ､ 乳癌培養 細胞 で は ア ポ

ト
ー

シ ス に も関与 して い る と報 告され て い る
1 9 )

0 F N l は細月包接着 ､ 細胞運動や

細胞 形態の 維持 に 関わ る糖蛋 白 で
､ 多く の 腫 癌細胞 で 発 現 の低下 が報告 され て

い る ｡
F N l の 発 現減少 によ り細胞接着の 低下や接触 阻止機構 の 喪失が もたらされ ､

腫療細胞 に有利 に働くと考 えられ る
2 0 )

0

5 5 7 個の 遺伝子 が ス ポ ッ トされ た マ イ ク ロ ア レイ か ら､ 異 常メ チ ル化 に より発

現が直接抑制 され て い る遺伝子 6 個 (1 . 1 % ) が 抽出され た｡ こ れ ら遺伝子 の 中

に は細胞 の 増殖 ､ 浸潤 に 関連 した遺伝子 が あり ､ 今後 ､ こ れ ら遺伝子 の 機能 異

常と発癌と の 関連をさらに 検討す る必要 がある｡ 現在 ､ 4 6 0 0 個 の 遺伝子 が ス ポ

ッ トされ た マ イ ク ロ ア レイ を用 い て 同様 の 検討 を行 な い
､ さ らに数十 の候補遺

伝子が抽出され て い る｡ メ チル 化 酵素阻害剤と c DN A マ イ ク ロ ア レイ を組み 合わ

せ る こ と によ り ､ 異 常メ チ ル 化 によ り転写が抑制 され て い る遺伝 子 の 網羅 的解

析が 可能 で あり､ 候補遺伝子 は今後 さらに増 えて く る と考えられ る ｡ 二 れ ら遺

伝子 の 機能 ､ 発 癌との 関連を調 べ る こ と に より ､ 発癌機構 の 解明 ､ 肝 癌の 治療

- つ なが ると期待 される ｡
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,
Y o k o s u k a 0

,
I m a z e ki F

, S ai sh o rl ･ C o m p l
･

e h e n si v e a n al y si s Of

g e n e s s u pp r e s s e d b y h y p e r m e thl ati o n i n h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a u s l n g C D N A

m i c r o a r r ay ･ (i n s tlb m i s si o n)

9 ･ F u k ai K
,

Y o k o s u k a 0
,

C hib a T
,

H i r a s a w a Y
,

T ad a M
,
I m a z e ki F , S ai sh o H .

H e p at o c yt e g r o w th fa ct o r a c ti v at o r i nl 1ibit o r -2/pl a c e n t al bik u ni n ( H A I - 2/P B) g e n e i s

f r e q u e n tly h yp e r m et h yl at e d i n h u m a n h e p at o c ell ul a r c a r ci n o m a . (i n s u b m i s si o n)

1 0 ･ H e r m a n J G
,
G r a ff J R

,
M y o h a n e n S

,
N elki n B D

,
B ayli n S B ･ M e th yl atio n - s p e cifi c

P C R : a n o v el P C R a s s ay fわr m etb yl ati o n s t at u s or C p G isla n d s ･ P r o c N atl A c a d S °i U S

A . 1 9 9 6; 93 :98 2 1 - 9 8 2 6 .

11 ･ S u z u ki H , G ab ri el s o n E
,
C h e n W

,
A n b a zh a g a n R

,
v a n E n g el a n d M

, W eij e n b e rg M P
,

H e r m a n J q B ayli n S B . A g e n o m i c s c r e e n fb ∫ g e n e s u p r e g u l at e d b y d e m e th yl ati o n a n d

hist o n e d e a c et yl a s e i n hibitio n i n h u m a n c ol o r e ct al c a n c e r . N a t G e n et . 2 0 0 2; 3 l : 1 4 ト1 49 .

1 2 ･ H a m a s u n a R
,

K a t a o k a H
,

M e n g J - Y
,
It o h Ill

,
M o r ly a m a T

,
W a kis a k a S et al ･

R e d u c e d e x p r e s si o n o f h e p at o c yte g r o w th fa ct o r a cti v a t o r i nl 1ibit o r ty p e - 2/ pla c e nt al

bik u ni n ( H A l - 2/P B) i n h u m a n gli o bl a st o m a s : i m pli c a ti o n f o r a n ti -i n v a si v e r o l e o f



H A I - 2/P B i n glio bl a s t o m a c ells . I n t ∫ C a n c e r 2 0 0 1 ; 93 : 3 3 9 -3 4 5 ･

13 . K a n ai Y , U shiji m a S
,

H ui A - M
,

O ch ai A
,

T s u d a H , S ak a m ot o M et al l T h e

E - c a d h e ri n g e n e i s sil e n c e d b y C p G m eth yl atio n i n h u m a n h ep at o c ell u l a r c a r ci n o m a s ･

I n t J C a n c e r 1 9 97 ; 7 1 : 3 5 5 -3 5 9 .

1 4 .
d e L a C o st e A

,
R o m a g n ol o B

,
B ill u a rt P

,
R e n a rd C A

,
B u e n di a M A ,

S o u b r a n e 0 et

al . S o m ati c m u t ati o n s o f t h e b et a
-

c at e ni n g e n e a r e f r e q u e n t i n m o u s e a n d h u m a n

h e p at o c ell ul a r c c a r c主n o m a s ･ P r o c N atl A c ad S °i U S A 1 9 9 8; 9 5 : 88 4 7 -8 8 5 1 ･

1 5 ･ S a n d m ey e r S
,
S m it h 良, K i eh 皿 D ∋ B o r n s tei n P ･ C o r r el ati o n o f c oll a g e n sy nt h e si s a n d

p r o c oll a g e n m e s s e n g e r R N A 壬e v el s w ith t r a n sfわr m a ti o n i n r at e m b ry o 飢 r o bl a st s ･

C a n c e r R e s 1 9 8 1; 4 1 : 8 3 0 - 8 3 8 .

1 6 . F ull e r G N
,
R h e e C H

,
H e s s K R

,
C a sk e y L S

,
W a n g R , B r u n e r J M et al .

R e a c ti v ati o n

of in s uli n llik e g r o w th fa ct o r bi n di n g p r ot ei n 2 e x p r e s si o n i n gli o bl a st o m a m ultifo r m e : a

r e a cti v a ti o n b y p a r allel g e n e e x p r e s si o n p r o 員li n g . C a n c e r R e s 1 9 99 ; 5 9 : 4 2 28 - 4 23 2 ･

1 7 . H u Y C
,
L a m K Y

,
L a w S

,
W o n g J , S ri v a st a v a G . P r ofilin g of d iffe r e n ti ally e x p r e s s e d

c a n c e r - r el a t e d g e n e s i n e s op h ag e al sq u a m o u s c ell c a r ci n o m a ( E S C C) u si n g h u m a n

c a n c e r C D N A a r r a y s : o v e r e x p r e s si o n of o n c o g e n e M E T c o r r el at e s w ith t u m o r

di ff e r e n ti ati o n i n E S C C . Cli n C a n c e r R e s 2 0 0 1 ; 7 : 3 5 1 9 -3 5 2 5 .

1 8 . H a n af u s a T , Y u m o t o Y
,
N o u s o K

,
N ak at s u k a s a H

,
O ni shi T

,
F ujik a w a T et al l

R ed u c e d e x p r e s si o n of i n s uli n -lik e g r o w t h fa ct o r bi n di n g p r ot ei n
- 3 a n d it s p r o m o t e r

hy p e rm e th y]･
ati o n i n h u m an h ep at o c ell ul a r c ar ci n o m a ･ C a n c e r L ett ･ 2 0 0 2 ; 1 7 6 :1 4 9 - 5 8 ･

1 9 . H i s hik a w a K
,
O e m a r B S

,
T a n n e rt F C

,
N ak a ki T , L u s c h e r T F

,
F ujii T ･ C o n n e cti v e

ti s s u e g r o w th fTa ct o r i n d u c e s ap o pt o si s i n h u m a n b r e a st c a n c e r c ell li n e M C F - 7 ･ J B i oI

C b e m 1 9 9 9; 2 7 4 : 3 7 4 6 ト3 7 4 6 6 .

2 0 . W olf M
,
El - R ifai W

,
T a rk k a n e n M

,
K o n o n e n J , S e r r a M ,

E rik s e n E F et al l N o v el

fi n di n g s i n g e n e e x p r e s si o n d et e ct e d i n h u m a n o s te o s a r c o m a b y C D N A m ic r o a r r ay ･

C a n c e r G e n et C yt o g e n et 2 0 0 0; 1 2 3 : 1 2 8 - 13 2 .



轍
1

7
D

口

付

-
5

-
藩
蘇

i

L

C
p

G

7
j

5
i

ヾ
T

]

呼

判
ヰ
か

秘
跡
叫
e
)

舞
ゝ

叫
)

i
,

]

蒜
(

]

A
z

a
･
C

k
i
]

L

摘
蘇
o
)

瀬
f

R
O
)

槻
]
E
]

笥
執
滞
淋
雷

爵

3

a
･

汗
･

〕
'

･

]
/f

･. ･

'.

H
A
I

2

E
-
c

a
d
h
e
r
i

n

C
O
L
-

A
N

I

G
F
B
P
2

C

T
G
F

F

N
-

C
y
c
l

i

n

A
2

I

T
G
A
V

R
H
A
M
M

C
S
E
-

ド

〓
L
E

2
4

.

0

)
.

9

4
.

4

-

.

｣

5
.

2

5
.

4

2
.

0

弼
=

害

3
.

7

匪
=

醒

H
u
H
べ

1

7
.

2

5
.

8

)

4
.

7

2
.

2

4
.

5

2
.

0

7
5
3

1

0
.

3

6
.

7

6
.

0

H
e

p
∽
∞

1

4
)

3
.

0

2
5

.

3

7
.

3

3
1

2

4
.

)

6
.

8

0
.

4

i

.

2

〇
.

∽

H
e
p

G
2

P
L
C
]
P
R
F
[
5

H
u
H
6

N
.

べ

8
.

7

-
.

べ

0
.

9

)
.

6

5
.

6

5
.

4

3
.

1

9
.

0

3
.

)

ー
.

〇

4
.

4

7
.

4

1
.

4

2
.

)

2
.

2

8
.

6

4
.

8

7
.

7

4
.

8

4
.

4

〇
.

α

2
.

1

5
.

4

6
.

8

i
.

)

0
.

4

-
.

〕

0
.

5

-
.

〕



鮒
2

t

=

丁

笥
富
爵
執
笹
薬
不
敏
耳
か

申
荊
秘
所
+
7

o

口

付

-
F

-
蘭
戴
8
ゝ

j
l

)

ミ
汀
0
)

薄
型

～

)
･

7
･

)

i
,

I

l
l

(
I

.

)

;.

空
]

)

｢
･

)

, ･

)

i
;

[
;
.

藩
[
･

.

i
(

.

i

t･
>

1

]

1
.

.
1 ･

+

H
A
i

N

C
O
L
I

A
2

I

G
F
B
P
2

C
T

G
F

F
N
)

茶
[

4 ･
･

.

:
･

･

i =:
･

t

-

○
-

0
1

0
-

0

(

0

j

k･
.

i
:

!

',

004∞1∽

i

L
L

･:

茸
叫

一

',

-5∽〕4



F
i

g
u
r

e

l

b
p

H
L
E

H
u

H
7

H
e

p
3

B

H
e

p

G
2

P

L
C
]

P

葛
＼

5

.

H
u
l

i
6



F
i

g
u
r

e

2

C
a
s

e

1

C
a
s

e

2

T

-

･･

･-
+1

-
1
十
十

-
+i-
+-
～

･-
十

-

-
～
･

･･1

･1
+-
･･+

u

M

∈

M

U

M

U



回
(

/
)

削

M
)
･

)

国
-

C
O
L
(

A
2

秘
跡
f
7

D

口

付
-
F

-

破
鏡

T
3
0
0

-
エ
0
0

蹄
a
;

)

8
C
p
G

評
5

f

]

}

j
l

)
I

,

]
E

]

o
)

藩

許
6

前
歯
o
)

B

f

執
蒔
淋

誓
監

レ

6

罫
圧

L
f
=

D
N
A

呼
s

o
d
i

u
m

b
i

s

u
l

f
i

t

e

d
k
i
)

L

博
薄
.

P
C
R

群
d
晶
粛
L
,

9

ロ

-
=
ヾ
9

1
t

吋

苛
t
i
ぐ

/

)

O

P

ロ

-
ヾ

鴻
-

3

D

N
A

s

e
q
u
e

n
c

e

吋

軒
/[

5

L
,

7
G

□

巾
-
9

-

破
鏡
o
)

c
p
G

琵
5

f

l

o
)

}

j
l

)

i
,

]

汀

∂

薄
型
呼

苛
t
j
:

-

3

f
r
o

/
J

ノ

仇

t
i

O
払
S

)

-
3

0
)

C
p
G

市

塑
前
ヰ
か
.

⑳
罷
j

j
l

/
i
,

]

[
.

O
E

j
:

叫
[

ゝ

j
l

)

i
,

]

打

秤
,
i
t

ヰ
o

因
2

t
=

丁

笥
富
爵
敵
前
]

F
r
j

8
H
A
I

2

軸
]
i
i

+
}

j
l

)
I

,

]

汀

市
僻
耳
p
c
R

市
汁

か

籾
珊
ゝ

3
1

)
I

,
]

ド

8

藩
認
o

T
.

執
碧

･,

N

T
.

#
熟
碧

;

M
.

ゝ

j
l

]
t

,
]

ド

市
脚
苫
p
c
R

‥

U
.

叫
[

ゝ

j
l

)
I

,
]

汀

市
蜘
苫
P

C
R

o

前
[

Ff

]

1

a
)

執
碧
d

8

j
:

}

3
1

)
i

,

]

汀
o
)

単
.

前
[

F
f

]

2

0
)

執
相
調

d
罷
ゝ

j
l

)

ミ
汀

t

叫
[

ゝ

｡

･

f
･

)

ニ
ー

'
J

U
'

)

/

〃

∵

f

;
.

7
1t

'
(

7
f .

[
L

L

3
.

I
,

/
I
)

〔
)

き
)=

7
)

,
,


