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癌抑 制 遺伝子TP53は,ヒト悪性腺癌において最も変異頻度の高い遺伝子のひとつであり,

TP53変異によりp53の機能が失活すると,1､溺己遺伝子の転写活性化が障害され,魔境形成や癌

進行の原因になると考えられている.L皮性卵巣癌においてTP53は約47%で変異を認め,腫

塙の進行 (stage),悪性度,化学療法抵抗性,予後との関連が報告されている.また上皮性卵巣

癌のうち,500/o以上を占める奨液性卵巣癌は,他の組織型に比べ非常に急速に進行し,その多

くがstageⅡⅠ/Ⅳと進行して発見されるため,予後の不良な疾患である,5年生存率では,stage

I症例で90%以上であるのに対し,stageⅢ/Ⅳ症例で30%程度であり,その予後の改善が求
められている.

今軋 我々は進行渠液性卵巣癌におけるTPSS変異と予後との関連性について検討した.

まず,筆液性卵巣癌38症例 (国際進行期分類 Ⅰ期 :8症例,Ⅲ/Ⅳ期 :SO症別)について,
DirectSequence法を用い,16症例 (42.1%)で7P53変異を同意した.進行期別のTP53変異

の頻度はstage王で2症例 (25.00/o),stageII/Ⅳで14症例 (46.7%)と進行肇液性卵巣癌症例

で多い傾向にあった.TP53変異の頻度,種類,部位に関しては,TP53変翼の国際デ-タベース

による報告と同様の結果であった.次に,進行奨液性卵巣癌30症例をTP53変異群 (14症例)
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とTP53正常群 (16症例)の2群に分け,臨床病理学的因子について比較検討した.発症年齢,

進行期,治療前CA125値,腹水細胞診,手術完遂度,悪性度に2群間で有意な差を認めなかっ

たが,TP53変異群はTP53正常群に比レ予後不良であった (ログランク検定 :無増悪生存期間

p-0.045).

そこで7P53変異に伴う遺伝子発現変動が進行卵巣癌の予後にどのように関与するのか検討

するため,進行奨液性卵巣癌30症例についてマイクロアレイ解析を行った.対象として正常腹

膜組織 10症例を用いた,

まず,卵巣癌組織と正常腹膜組織の遺伝子発現プロファイルを比較し,卵巣癌に特異的な発

現パタ-ンを星する5708遺伝子を抽出した.次に7P53変異群とTP53正常群を比較し,5708

遺伝子から,TP53変異に関連する301遺伝子 (7P53正常群に比し,TP53変異群で2倍以上発

現がL昇している132遺伝子,TP53変異群で1/2倍以下に発現が低下している169遺伝子)杏

抽出した.TP53変異関連遺伝子群について,その生物学的意味付けのためにGerieOntology解

析を行った,その結果 ,muはceilularorganismaldevelopment,multicellulaTO曙anismalprocess

の2つのカテゴリ-が統計学的有意に頻度の高い生物学的プロセスとして特産された (q<

0,05).また,301遺伝子についてパスウェイ解析を行い,IL6を中心とした分子間ネットワ-ク

を同定した.301遺伝子の個々の遺伝子発現と予後との関連についてコックス比例ハザ-ド解

析を行い,無病増悪生存期間と有意な関連を示す62遺伝子を抽出した.62遺伝子についてパス

ウェイ解析を行った結果,IGFlを中心とした分子間ネットワークが抽出された.

以上の結果より,進行紫液性卵巣癌においてTP53変異は予後不良因子であり,TP53変異に

伴うIL6～IGFlシグナル経路が進行梁液性卵巣癌患者の予後に関連している可能性が示唆さ

れた.今後TP53-IGFlシグナル系の遺伝子制御が進行筆液性卵巣癌の治療戦略の標的となる

可能性があり,更なる解明が必要であろう.

ヰlワ-ド:饗液性卵巣癌,遺伝子変艶 TP53,マイクロアレイ解析

緒 言

癌抑制遺伝子 TPSSがコー ドするp53蛋白は,

"ゲノムの番人"と称 されるほど,細胞内で重要

な機能を果たしている 1).p53は主に蛋白分解系

であるユビキチンープロテオソ-ム系によっで恒

常的に分解されており,正常細胞内では非常に低

い発現量に制御されている2).DNA損像 癌遺伝

子ス トレスなどにより,p53にリン酸化などの翻

訳後修飾が起こり,p53に特異的なユビキチン化

酵素MDM2との結合が抑制されることで,棟内

に蓄積し活性化する.活性化されたp53は様々な

標的遺伝子の転写を誘導し,細胞周期制御,DNA

修復,アポ トーシス誘導などにより,癌抑制因子

として機能する.そのため,TP53変異によりp53

の機能が失活すると,標的遺伝子の転写活性化が

障害され,腺癌形成や癌進行の原因になると考え

られている.TP53は,ヒト悪性腺癌において最も
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変異頻度の高い遺伝子のひとつであり,ヒト悪性

腺癌の約 50%に変異を認める.上皮性卵巣癌に

おいてもTP53は約 47%で変異を認め 3),7P53

変異は腺癌の進行 (stage),悪性度,化学療法抵

抗性,予後との関連が報告されている4).

また上皮性卵巣癌のうち,50%以上を占める奨

液性卵巣癌は,他の組織型に比べ非常に急速に進

行 し,その多くが stagem/Ⅳと進行 して発見さ
れるため,予後の不良な疾患である5).5年生存

率では,stageI症例で900/o以 仁であるのに対し,

stage町 Ⅳ症例で30%程度であり6),その予後

の改善が求められている.

マイクロアレイ技術の発達により,一度に数千

-数万の遺伝子発現レベルを解析することが可能

となり,多くの癌で予後と関連する遺伝子プロフ

ァイルの同定に利用されてきている.卵巣癌にお

いても手術完遂度,化学療法の反応性,生存期間

と関連した遺伝子発現プロファイルが報告されて
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いるが,卵巣癌の TP53変異に焦点をおいたマイ

クロアレイ解析は限られている7).

今回我々は,進行筆液性卵巣癌におけるTP53

変異をDirectSequence法により同定 し,TP53変

異と予後との関連について検討 した.さらにマイ

クロアレイを用いた網羅的遺伝 子発現解析によ

り,TP53変異に伴 う遺伝子発現変化と 円妾との

関連性について検討を行った.

材料と方法

組織サンプル

1997年から2006年の間に診断 された筆液性卵

巣癌 38症例が本研究に採用 された.本研究は新

潟大学及び共同研究施設における倫理委員会にお

いて蕃認をうけ,検体採取にあたり,全例 インフ

ォ-ム ドコンセント後文章による同意を得た.進

行期はInternationalFederationofGynecologyand

Obstetrics (FIGO)の臨床進行期分類に基づい

て評価 し8),進行期症例は,手術前化学療法は受

けておらず,かつ術後タキサン/プラチナ製剤併

用術後化学療法を受けたものを採用 した.銅障完

遂度は残存病変腫癌径1cm以下をoptimalとし

た.全症例病理学的に柴滴性腺癌と診断 され,初
回手術 時に凍結組織サンプルが採取 された.組織

サンプルはホルマリン国定パラフィン包埋 し,ヘ

マ トキシリン ･エオジン染色で組織学的に評価さ

れ,また80%以 卜癌細胞を含有する凍結組織サ

ンプルについてDNA及び RNA抽出を行った.正

常腹膜組織は良性手術を受けた 10症例より採取

された.

'rl'.･;3変異解析

腺癌DNAは80%以上癌細胞を含有する凍結

雁 癌 組 織 か ら抽 出 され ,Ⅷ 変 繋解 析 は,

Amikuraらの報告と同様のプロ トコ-ル (Direct

sequence法)により行われた9).

マイクロアレイ実験

TRIzoHInvitrogen)を帥 1てtotalRNA抽 出 を行

い,RNA600NanoLabChip(AgiientTechnologies)

を利用して2100Bioanalyzer(AgilentTechnologies)

で品質管理を行った.LowRNAInputFluorescent

LinearAmpliBcationlKit(AgilentTechnologies)杏

用いて,totalRNA500ngをCy3-ラベル化 cRNA

に変換 した.i,5/1gのラベル化 cRNAをHuman

lA (v2)オ リゴマイクロアレイに65℃で 17時

間 ハ イブリダイズした.ハ イブリダイズしたアレ

イ を洗 浄 後 ,AgilenもDNAMicroarrayScanner

(modelG2565AA)でスキャンした.スポ ､ソト毎

の シグナル強度は FeatureExtractionSoftware

ver8.5(AgilentTechnologies)で測定された.

マイクロアレイ解析

デ - タ解析 に は GeneSpringGX10(Agilent

Technologies)を用い,解析前にバ ックグラウン

ド補正及び 50パ-センタイル ノ-マライゼ-シ

ョンを行った.2群間の遺伝子発現パタ-ンを比

較する場合,2群間で2倍以上の発現変化のある

ものを選択 した後,welchの t検定を行った.多

重補正には Benjamini&Hochberg法 (FDR<
0.05)を利用した10)

遺伝子発現プロファイルの生物学的機能を評価

するために,GeneOntology解析及びパスウェイ

解析 を行 った.GeneOntology解析 に は Gene

OntologyBrowseTを使用し,得られた遺伝 子リス

トの中でどのカテゴリ-の遺伝 子が統計学的に最

も高頻度に含まれているかについて検討 した,紘

計学的有意差検定には Fisherの正接確立法が用

いられ Benjamini&Hochberg法で補正 した.パ

スウェイ解析にはPathwayAma旦ys豆sBrowserを使

用 し,チ-夕べ-ス情報に基づいて遺伝子間の相

育.作用を評価した.

結 果

TP.33変異と臨床病理学的因子との関連性

まず柴液性卵巣癌 38症例 (FIGOstageI:8症

例 ,stageⅢ/Ⅳ:30症 例 ) につ い て Direct

Sequencingを行い,16症例 (42.1%)に TP53変

異を認めた.進行期別にみてみると,stageIで2
症例 (25.0%)であるのに対 し,stageI町lVでは
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表 l 嚢液性卵巣癌におけるTPSB変異

No. TP53nlutation exon mutationtype IARCdatabase

1 R196x

2 526de11

3 V274A

4 P151S

5 Q52X

6 1195丁

7 日193R

8 R248W

9 S362N

10 D281G

l1 0331X

12 R2480

13 R175H

6 nonsense

5 frameshift

8 missense

5 misseI1Se

4 frameshift

6 missense

6 missense

7 missense

10 nlissellSe

8 missense

9 frameshift

7 missenSe

5 nrisse11Se

14 D49H,R175H 4.5 missense

15 362-372de111 4 rlOnSenSe

16 1195N 6 misserlSe

14症例 (46,7%)と進行するにつれて TP53変異

の頻度が高くなる傾向にあった.他の癌抑制遺伝

子では短縮型変異 (tnlnCatingmutation)が多く

見られるが,TP53変異の多くはミスセンス変異

(missensemutation)であることが知られている.

今回のデータもTP53変異の68.8%がミスセンス

変異であった,TP53変異の頻度,種類,部位に関

してもTP53変異の国際デ-タベースである

International Agency forResearch on Cancer

圧ARC)TPSBmut適Ondatabaseによる報妄Ii3)と

同様の結果であった (表1).
次に進行奨液性卵巣癌 30症例をTP53変異群

(14症例)とTP53正常群 (16症例)の2群に分

汁,臨床病理学的背景について比較検討した (義

2).発症年齢,進行期,治療前CA125億,腹水細

胞診,手術完遂度,悪性度において2群間で有意

な差を認めなかった.しかし,TP53変異群は,

TP53正常群に比 し,有意に無増悪生存期間が短

く,予後不良であった (図 1.ログランク検定p-

0.045,無増悪生存期間中央値 :TP53変異群 17.5

FIGOstage
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ケ札 TPSS正常群 33ケ月),

TP53変異に伴う遺伝子発現変動

AgilentHumanlA (v2)オリゴマイクロアレイ

を用い,渠液性卵巣癌 30症例及び正常腹膜組織

10症例について遺伝子発現デ-タを取得した.最

初に卵巣癌組織と正常腹膜組織との間で有意に発

現差を認める5708遺伝子Rを抽出した,この卵巣

癌に特異的な発現を示す 5708遺伝 子の中から,

TP53変異に関連する307遺伝子 (TP53正常群に

比 し,TP53変異群で2倍以上発現が 上昇してい

る132遺伝子,TP53変異群で 1/2倍以下に発現

が低下している169遺伝子)を抽拍した.

この301遺伝子について生物学的特徴付けを行

うため,まず GeneOntology解析を行い,muは-

cel旭arorganismaldevelopment(GOOOO7275),

multic測ular organismal process(GOOO32501,

GOOO50874)の2つのカテゴリ-が統計学的有意

に頻度の高い生物学的プロセスとして特定された

く表 3).次に301遺伝子についてパスウェイ解析
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表2 7P53変異群とTP53正常群の臨床病理学的因子の比較

TP53mutated TP53wildtype

No.ofsamples

Age(years)

Stage

StageIII

StageIV

CA125(IU)

Cancercellinabdomina一fluid

positive

negative

Surgery

Optimal

Sub-optinlal

Grade

Gradel

Grade2

Grade3

14 16

59.5± ll.3 60.4±ll.4 0.84*

12 14

2 2

1.00†

1091± 759 2490± 3003 0.10*

ll

3

8
6

4

6

4

unpairedt-test*.Fisher●Sexacttest†.Chi-squaretest‡

Progression-freesllrVivaI

010 20 30 40 50 60 70 80 90100
months

ログランク検定:p=0.045

図 l 生存分析プロット

を行ったところ,IL6を中心とした分子間ネット

ワークが形威された (図れ

さらに301遺伝子の個々の遺伝子発現デ-夕と

無増悪生存期間との関連についてコックス比例ハ

15

1

8

8

4

8

4

0.73†

ザード単変量解析を行い,統計学的に予後と有意

な関連を示す62遺伝子が抽出された (表4).こ

の62遺伝子についてパスウェイ解析を行った結

栄,IGFlを中心とした分子間ネットワークが同

定された く図3).

考 察

TP53は癌の病因,診断 予後,そして治療の面

で厳も重要な遺伝子のひとつであり,これまでに

数多くの研究が報告されている.1ソ麦性卵巣癌に

おいてもTP53変異が予後不良因子として報告さ

れており,その要因の一つとして7m 変異と化

学療法抵抗性との関連が考えられてきた 11)12)

しかし,最近上皮性卵巣癌のうち,柴液性以外の

組織型で7P53変異と化学療法抵抗性の関連性が

強いとする報告 13)辛,上皮性卵巣癌の7P53変

異と化学療法抵抗性との間には関連性はないとい

う報禁i14) もあり,議論の余地がある.ゆえに

TP53変異と予後との関連性について検討する必

要があると考えられ,今回7P53変異の有無を教
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表 3 GeneOntology解析

399

GOcategory

multice‖ularorganismaldevelopment

(GO:0007275)

multice"ularorganismalprocess

(GO:0032501lGO:0050874)

カ テ ゴ リー 内

の遺伝子数
(Do) p-value q-value

25 37.9 5,97E-07 0.026

25 37.9 6.04E-07 0.026

図2 301遺伝子による分子間ネットワ-ク
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嚢 4 コ､ソクス比例ハザー ド単変鼠解析による3p,後関連 62遺伝子

Ag‖entProbe GenbanklD GeneSymbol PFSp-value HazardRclt10

A_23_P129856

A_23_P67339

A-23_P71502

A_23_P161837

A_23仙P149545

AmZ3._}83818

A_23_P333038

A_23_P10571

A_23-P47756

A"23仰P129397

A_23_P88404

A_23_P87013

A_23MP206212

A_23_P71379

A_23_P19142

A_23_P218441

A～23_PZOO74l

A_23_Pl57865

A_ヱ3_P1682

A_23IP145916

A_23_PZ53495

A_23_P129754

A_23_P38574

AN23_P39955

A_23_P91334

A_23_Pl3907

A_23_P307310

A_23_P432448

A_23_P362736

AW23_P23664

Aw23～P51187

ALノ.ー23.一.P135417

A_23_P204194

A～23_P340928

A_23_P86540

BY798288

NM_020650

AKO26503

NM_130385

NM_003528

NM～_000093

NM_025145

NM_001897

NM_006288

AY360464

NM_003239

NM_001001522

NM_003246

NM_005672

N卜/し004137

Nト･し002483

NM_001937

N卜′し002160

Nトし138788

NM_001129

NM_000847

AKO27069

NMNOO1552

Nトし001615

NM_052970

Nトし000618

NM_013227

BCOO1809

NM-173565

Nト1_017734

NM_002744

NM一.__145740

NM_020297

NM_152607

NM_173081

ト=CI

RCN3

C8orf51

MRVll

川STZH2BE

COLSAI

CIOorf79

CSPG4

THYl

LOC146177

TGFB3

TAGLN

THBSI

PSCA

KCNMBI

CEACAM6

DPT

TNC

TMEM45B

AEBPI

GSTA3

AKO27069

lGFBP4

ACTG2

HSPA12B

IGFI

ACAN

MGC3771

LOC222967

PALMD

PRKCZ

GSTAI

ABCC9

Clorf177

ARMC3

0.0035

0.0036

0.0052

0.0061

0.0064

0.0071

0.0074

0.0075

0.0076

0.0080

0.0083

0.0087

0.0090

0.0090

0.0094

0.0095

0.0108

0.0110

0.0111

0.0115

0.0123

0.0140

0.0141

0.0144

0.0145

0.0151

0.0156

0.0168

0.0176

0.0187

0.0197

0.0198

0.0199

0.0203

0.0213

1.4808

1.5761

0.6816

l.4323

0.7400

1.2791

0.7750

1.6450

1.4155

0.7060

1.4654

1.4457

1.3838

0-7878

1.5441

0.8169

1.3863

1.4199

0.7681

1.3327

0.7864

0.6759

1.5472

1.2767

1.5190

1.4311

1.4235

0.6970

0.7287

0.6179

0.5560

0.8252

0.6866

0.7468

0.8315

師 (S叩erVisedmethod)として進行筆液性卵巣 一にして研究するために,我々は進行柴液性卵巣

癌の網羅的遺伝子発現解析を行った. 目安性卵巣 癌に限定 して解析を行った.

癌の組織毎に遺伝子発現プロファイルが異なるこ TP53変異を教師とした遺伝 子発現解析により,

とが報告 されており･15),肺癌サンプルをより均 7PS3変異に関連 した301遺伝 子を抽出 し,その
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表4 コ､ソクス比例ハザ-ド単変量解析による予後関連62遺伝子

Pl-ObeNa111e ConlmOllllame GeneSynlbol PPSp-va山e Haza｢dRatio
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A_23_P386398

A_23_P150555

A_23_PZ9153

A_23_P209288

A_23_P87238

A_23_P422732

A_23_P93141

A_23_P127781

A_23_P70469

A_23_P160427

Aー23_P26854

A_23_P256061

A_23ーP5666S

A_23-P374104

A_23_P102950

A_23_P215270

A_23_P125323

A_23_P30614

A_23_P6433

A_23_P166526

Aー23_P37856

A-23_P146294

A_23_P149050

A_23_PG8978

A_23_P48202

A_23_P367014

A_23_PS00936

BCO36917

NM_006551

NM_014433

NM_003590

NM_006512

NM_145172

NM_153699

NM_006552

THC2702570

NM_024709

NM_014859

NM_000032

NM_133637

NM_012098

NM_080860

BCO80576

NM_002667

NM_203377

NM_015653

NM_000558

NM_024593

BCO17762

NM_022785

NM_031302

NM_152665

NM_021784

CGol~f141

SCGBIDZ

RTDRI

CUL3

SAA4

WDR63

GSTAS

SCGBIDI

THC270257O

Clorf115

KIAAO672

ALAS2

DqXI

ANGPTL2

TSGA2

BCO80576

PLN

MB

R旧C2

HBAI

EFCABI

FL｣22639

FL｣23588

GLT8DZ

TCTEXIDI

FOXAZ

生物学的特徴柳 すとしてGeneOntology解析,パ

スウェイ解析を用いて検討 した.これまで TPSS

の代表的な標的遺伝子として,CD殿ⅣlA (細胞周

期制御),1aRM2B(DNA修復),BAX け ポ トー
シス誘導)などが挙げられるが,今回IL6が注目

される遺伝子として選択 された.IL6分泌は上皮

性卵巣癌の生物学的特徴としてしばしば観察 さ

れ 魔癌細胞増殖を促進することが知られている.

TP53はIL6のプロモータ-に作用し,IL6遺伝子

の発現制御に関与しており,TP53変異に伴うIL6

0.0254

0.0259

0.0265

0.0269

0.0273

0.0279

0.0287

0.0295

0.0299

0.0310

0.0310

0.0314

0.0315

0.0320

0.0322

0.0326

0.0340

0.0341

0.0365

0.0380

0.0412

0.0412

0.0412

0.0465

0.0470

0.0472

0.0483

0.8038

0.8185

0.6979

0.7464

0.7745

0.8118

0.8377

0.8281

0.7879

0.7405

0.7366

1.2888

0.7316

1.4262

0.7441

1.5079

0.8417

1.2760

0.8083

0.7920

1.2695

0.8599

0.6671

0.7238

1.2468

0.7133

0.8696

発現先進がTPSS変異卵巣癌の表現型に関与して

いるl1摘巨性がある 16).またコックス比例ハザー

ド単変童解析により予後と関連する遺伝子として

62遺伝 子に絞 り込まれるが,そのうちIGFlシグ

ナル系が抽出されたことも興味深い所見である.

TP53変異はIGFlのレセプタ-であるIGFIR発

現を増加 させ,細胞増殖を促すことが知られてお

り17),IGFlシグナル系が TP53変異と予後に影

響を与える経路のひとつである可能性がある.

ただ し,今回の解析 は,症例数 が少 な く,
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Va豆idationを行えていないことが問題点として挙

げられる.また TP53変異に関 して,画一的に

TP53変異群と表現 しており,その癖的意義につ

いて検討 していない.データべ-ス内の約 1000

種類のミスセンス変異について再評価を試みた研

究では,報告頻度が高い変異の大部分は明らかに

機能喪失変異であったが,報告頻度の少ない (5

回以下)変異の約500/Oは機能を部分的または正

常と同様に保持していることが報告されており18),

TP53変異についても慎重に取り扱う必要がある.

今回,進行柴液性卵巣癌において7P53変異は

予後不良園子であり,77慧3変異に伴 うIL6～

IGFlシグナル経路が進行筆液性卵巣癌愚者の予

後に関連している可能性が示唆された.

今後 7P53のみならず,IGFlシグナル系発現の

制御が進行畢液性卵巣癌の治療戦略の標的因子に

なる可能性があり,更なる解明が必要であろう,
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