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ホメオボックス遺伝子蛋 白群(HOX遺 伝子群)は、初期発生において手足などの

構造体を構成す る細胞群に対 し、個々の細胞 固有の位置を決定するための情報

の伝達を担 う転写因子の機能をもつ ことが明 らかにされている。本研究では、

この細胞の位置情報を制御するHOX遺 伝子の婦人科癌での異常発現の有無 を

検討 し、さらにその異常が遺伝子そのものによるのかあるいはほかの遺伝子の

異常による影響 なのかを確認することで遺伝子異常を利用 した再発予測度、治

療可能度の推定が可能であるかを明 らかにすることを研究の 目的 とした。
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研究成果

1,研 究 目的

(1)研 究 の背 景

ホ メオ ボ ックス遺伝 子群 はハ エの胚発生 を制御 す る遺伝子 として発見 され た。

ホ メオ ドメイ ン と呼 ばれ る共通 の蛋 白構 造 を も ち、 この機 能 ドメイ ンが標 的

DNAに 結合す るこ とに よ り転 写制御 を行 い、初期発生 に必 要な 関連蛋 白の時間

的空間的発現 の調節 を行 ってい るこ とが多数 報告 され て きた。 この遺伝子群 は

種 を越 えて存在 してお り、 ヒ トで も同様 の遺伝 子群 が報告 され ヒ トの個体発 生

におい て類似 の機 能 を担 ってい るこ とが報 告 され ている。invitroお よび ノ ッ

クア ウ トマ ウスの研 究 か ら、ホ メオ ボ ックス遺伝子蛋 白群 は蛋 白複合体 を作 り

機 能す る こと、初 期発生 において手足 な どの構造体 を構成す る細胞群 に対 して、

構 造体 を形成 す る個 々の細胞 の固有 の位 置 を決定す るため情 報の伝達 を担 って

い るこ とが明 らか になってきた。

最近 このホ メオ ボ ックス遺伝 子 群 の機 能 が癌 細胞 におい て も機 能 して い る可

能性が あ るこ とが報告 され てい る。癌細胞 は、発生 時ボデ ィパ ター ン形成 に利

用 した これ らの遺伝子群 を再発 現 、あ るいは消失 させ 、細胞 群 の位 置情報 の乱

れ を誘発す るこ とで癌浸潤 お よび転移 に深 く関わってい る可能性 が ある。事実、

癌浸潤転移 におい て重要 な遺伝 子 であ る細胞外マ トリックス分解 酵素(MMP)

の上流遺伝子 で あるETS・1,ETS-2を 制御 す る機 能 を もつ 可能性 が ある ことが報

告 され てい る。勿論 、遺伝 子の構造異 常に よる蛋 白分子 の高次構造 の異 常に よ

る正常機能 の一部 ない し全部の消失 もこれ らの現象 に関わ る可能性 があ る。 さ

らにホメオボ ックス遺伝 子の一つ であ るHOX遺 伝子 の よ うな、ク ラス ター構

造 を と り多数 の遺伝子群 の時間的空 間的発 現 が様 々な器 官臓器 形成 を制御 す る

遺伝子 では、そ の構造異 常のみ な らず発 現プ ロフ ァイル の異常 が転移巣(臓 器)

の種類 に も深 く関 わってい る可能性 が ある とお もわれ る。

婦人科癌 の領 域 では、近年 子宮体癌 お よび卵巣癌 の患者数 増加 が顕著 で あ り、

これ らの疾 患が局所病 では な く早期 か ら転移 しやす い全身病 として考 え られて

いる こ とは重要 であ る。 これ らの癌 の制圧 は婦人 の健康 に とって重要 な課題 の

一っ であ る と考 え られ るが、様 々な治療 法 が開発 されてい るに もかかわ らず進

行例 、特に転移例 では予後 が不 良であ る。それ は再発 例の予測 と再発 例 に対す

る正確 な早期診 断、追加 治療 の困難 さが これ らの疾 患 に対す る生存 率の 向上 を
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妨げている原因 となっている。 また医療資源 の効果的な投資の観点か らも、患

者数の増加が懸念 される癌での、特に再発の可能性、再発部位 の推定、予後の

推定に言及できる診断法の開発は重要 と考 えられ、いわゆる癌遺伝子あるいは

癌抑制遺伝子のカテゴリーではな く、その本来的な機能から予測されるホメオ

ボックス遺伝子 とい う初期発生時に機能する遺伝子を標的に した癌診断法は従

来法の不足 を補 う可能性のある診断治療法である可能性がある。 このような遺

伝子の婦人科癌での役割 を明 らかにす ることにより、癌の再発予測度、治療可

能度を推測 し、特に原発巣への初期治療が可能 と考えられ る段階での再発の可

能性、再発部位の推定、予後の推定を行 うことによ り、再発監視 を重点的に行

うべき、また再発 に対する治療 を必要 とすべ き患者 の個別化 を行い、ならびに

予後の推定を行 うことは今後の癌患者数の増大を考えるととりわけ重要 と思わ

れ る。 さらにこのような遺伝子を利用 した予後推測診断によ り必要のない患者

に対す る抗癌剤治療を減少 させ、あるいは治療無効 と推定 される患者の治療へ

の自己決定権 とその後のQOLを 高め、さらには治療に対する医療費の増大 を

抑制することにもなん らかの貢献ができることが期待 される。

(2)研 究の目的

ホメオボ ックス遺伝子蛋 白群(HOX遺 伝子群)は、初期発生において手足な ど

の構造体 を構成する細胞群 に対 し、個々の細胞固有の位置を決定するための情

報の伝達を担 う転写因子の機能をもっ ことが明 らかにされている。本研究は、

この細胞の位置情報を制御す るHOX遺 伝子の癌での構造発現異常を利用 して
、

婦人科癌での異常発現の有無を検討 しさらに、その異常が遺伝子その ものによ

るのかあるいはほかの遺伝子の異常による影響なのかを確認 し、遺伝子異常を

利用 した再発予測度、治療可能度の推定を可能にすることを研究の 目的 とした。

2、 研究成果

研 究 目的(1)

HOX遺 伝子 の子 宮体癌お よび卵 巣癌で の発現 プ ロファイル を作成 し、異常発現

の種類程 度 を正確 に把握 す る。

研究方法
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発現 異常の有無 を解析 す るためには 目的細胞 か らtotalRNAを 抽 出す る必要

があ る・標 的細胞 と して子宮体癌株5種 類(AN3CA,KLE ,ISHIKAWA,HECIA,

HECIB,RL-95)、 卵巣癌株5種 類(ES-2,SMOV-2 ,JHOC・6,SKOV-3,CAOV-3)

を用い てまず 癌細胞 の培養 を行 った。 同時に正常対照 と しては 当附属病 院にて

倫理委員会 の承認 後イ ンフォーム ドコンセ ン トの もとで得 られ た手術時 に採 取

され た各 正 常子 宮 内膜(分 泌期 お よび増殖 期)、 卵 巣上皮組 織 を使 用 した。培

養細胞 はコンフ レン ト時 に トリプシ ンを用 いて細 胞 を回収 した。 手術 検体 は採

取後 直 ちに液体 窒素にて凍結 され その後用 い られ た。 培養細胞 ではshredderに

て、凍結組 織で はhomogenizerに て粉砕 した後、ともにそれ ぞれ のtotalRNAを

抽 出用 キ ッ トを用 いて遺伝 子 を抽 出 した。抽 出 されたRNAはspectrophotometer

にてその濃 度が1ｵg/ｵ1に 調整 された後 、1ｵgを 用 いて逆転写が行 われ た。 逆転

写 には ランダ ムプライ マーが用い られ 、逆 転写酵素 に よ りcDNAが 作成 され た。

さらに、生成 されたcDNAを 用い てReal‐timePCRが 行 われ各検 体での 目的遺

伝 子 の発現 量が、正常対照 を発 現量1と した相 対比 に よ り詳細 に計測 された。

その概 要 は以 下の通 りで ある。(1)HOX遺 伝 子の子宮体癌お よび卵 巣癌での

発現 プ ロフ ァイル を作成 す るために、39個 のHOX遺 伝 子 の特異 的プ ライマ

ー をそれぞれ作成 し内部標 準 とな るPCR産 物 を作成 した
。これ らの遺伝子 産物

の配列 が 目的のHOX遺 伝子産物 の塩 基配列 であ るこ とをnestedPCRお よび

sequence法 を用い て確認 した。(2)こ れ らの遺伝子産物 を 目的細胞 での遺伝 子

の発 現 を数 値化 して比較す る内部標 準 と して用 い るた めに、そ の産物 を1/10

つつ希釈す る希釈系列 を作成 しオ リジナル の10-3か ら10'12ま での溶液 を作成 し

た後、 それ らの1ｵYを 用いてRea1-TimePCRを 行 った。 この よ うな各遺伝子 で

の発 現量 を計測 しPCR回 数 と発現 量の間 の標準 曲線 を作成 した後 、子宮体癌細

胞株 と正常子 宮内膜 細胞お よび卵 巣癌細胞株 と正常卵巣上皮細胞 か ら抽 出 した

RNAよ り作成 され たcDNAを1ｵ1つ つ使用 して再びReal-TimePCRを 行 った。

発 現量の正確性 を高 め るた めに同時 に β一actin発現 量 を計測 し各サ ンプル 間 の

RNA量 の初期値 の差 を補正 した。発 現の異常 につ いては、正常組織細胞 での発

現 量を1と した場合 の癌 細胞で の発現 量の増減 を相対 的に判定 し、正 常に比較

し発現 の2倍 以上 の もの を異常 と判 定 した。 しか しなが ら、遺伝子 の発現減 弱

につ いては正常検体 か ら純粋 に上皮 のみ を取 り出す ことが現時点 では困難 なた

め、以後 の検討 課題 とし参考デ ー タ とした。

●'



研究成績

(1)子 宮体癌におけるHOX遺 伝子発現異常について

同様に子宮体癌 においても39個 の遺伝子 中、3種 類の遺伝子に増幅が認め ら

れたが、卵巣癌 とは異な りむ しろ発現の減弱を大半の遺伝子に認 めた。 これ ら

の減弱は卵巣癌 とは異な り癌細胞でほとんど発現が消失 して しま うものであ り、

卵巣癌 と子宮体癌の癌進展におけるHOX遺 伝子の役割の違いを示唆 している

もの と考えられた。

(2)卵 巣 癌 にお け るHOX遺 伝 子 発 現 異 常 に つ い て

卵 巣 癌 に お い て は 、39個 中15種 類 の遺 伝 子(HOXA3,A7,A10,Al3,B2,B3,B4,

B5,B6B7,B8,B9,B13,C13,D13)に 過 剰 発 現 を認 め た。 この 過 剰 発 現 はHOX

Bク ラ ス ター に集 中 して認 め られ た。 ま た 、 そ れ 以 外 の ク ラス ター で は主 と し

て はハ エ の1-hoxホ モ ロー グ で あ るHOX-7以 下 に認 め られ た 。 特 にHOX-13

は す べ て の ク ラ ス ター で過 剰 発 現 が 認 め られ て お り、HOX遺 伝 子 異 常 と卵 巣 癌

の進 展 に深 い 関係 が あ る こ とが示 唆 され た。 発 現 の 減 弱 につ い て も多 くの遺 伝

子 で認 め られ た が 、詳 細 な 検 討 につ い て は 今 後 の課 題 と した。

考察

前年 度 までに得 られ てい たHOX遺 伝子 の発 現異常 をReal。timePCR法 を用い

ることで詳細 に検討す るこ とができた。 そ の結果子 宮体癌 と卵巣癌 では異常発

現 プ ロファイル が異 な るこ とが確認 され た。子宮体癌 では過剰発現 はむ しろ少

な く全 体 としては発現減 少 を示 してい る可能性 が示 唆 された。 また卵巣癌 では

子宮体癌 と異 な り、 クラス ターBお よびAbd-HOXで の異常発現 が 目立っ結果

となった。 この ことは2つ の癌 にお け る転移進展様式 の違 い を示 してい る可能

性 を示唆 してい る。す なわ ち卵巣癌 では子 宮体癌 と比較 し原発 巣が小 さくて も

比較的早期 に腹腔 内に播種 してい る ことが臨床 的 に も示 され てお り、細胞 の移

動性 の充進 がそ の原 因であれ 結果 であれ 、HOX遺 伝子 の機能 を考 える とその こ

とはHOX遺 伝 子発 現異 常プ ロファイル と密接 に関連 してい る可能性 があ る。

また2っ の癌 に共通 の遺伝子発 現異常 と してAbd-HOXの 異 常が あげ られ 、 こ

の こ とは子 宮卵 巣 の組織発 生 を考 えた場合 その発 生苺地や発 生位 置の共通性 を

示 して い る可能性 を示唆 してい る と考 え られ た。 ま た これ らの異常が2つ の癌

の転移 進展 の原 因の一つ であ る とす る と、 この発 現異常 を制御す るこ とで転移
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浸潤能が現弱ない しは抑制できる可能性が示唆 された。

研究 目的(2)

本年度は昨年度の実績 をふまえて、異常発現を認めたHOX遺 伝子のアンチセ

ンスDNAの 作成を行い、これを遺伝子導入 し癌細胞が どの ようにその性質を

変化 させ るかを解析す る。

研 究方法

子宮体癌 と卵巣癌 に共通 して過剰発現 が認 め られたHOXBク ラス ターお よび

HOXI3パ ラ ログの結果 か ら、HOXB13を ア ンチセ ンス導入 の標 的遺伝 子 と し

この遺伝 子 のア ンチセ ンス導入 に よ り、HOXBI3遺 伝 子の過剰 発現 を抑制す る

こ とで癌 細胞 の浸潤能 に どの よ うな影響 が あるかを検討 した。まずHOXB13遺

伝 子 の全長 の シー クエ ンス よ り、 内因性 のRNA生 成 を阻害す るた め、翻訳 開

始点近傍 のシー クエ ンスで他 のHOX遺 伝 子 との ホモ ロジーが高 くない塩基配

列 を選択 し、 ここに特異 的プ ライマー を作成 しPCRを 行 った。作成 したPCR

遺 伝 子 産 物 は シー クエ ンス に よ りそ の塩 基 配 列 が確 認 され た 後 、ベ クター

(pGEM-Teasy)に 結合 され た。その後ベ クター は大腸 菌 に トランス フォーム さ

れ 、培養 後再度 シー クエ ンスを行 いその配列 に誤 りのない こ とが確認 された。

大腸菌 によって増幅 されたア ンチセ ンス用 フラグメン トはERJに よ り切断 され、

ERIに よ り切断 された も う一つのベ クター(pcDNA3 .1)にライ ゲー シ ョン され た。

この後 さらに シー クエ ンスにてベ クター上の塩基配列 に異 常がない こ とを確認

した あ と、ベ クター はApaIに て切 断 され直線 化 され 癌細胞 へ の遺伝 子導入 用

ベ クター とされ た。 遺伝 子導入 に 当た っては、ジー ンパルサー を用 いたエ レク

トロポ レー シ ョン法 が用 い られ た。 導 入 用 の癌 細 胞 に は子 宮 体癌 細 胞 で は

AN3CA細 胞、卵巣癌 ではSKOV3細 胞 が使用 された。まず 、標 的細胞 を培養 し

2.6×106個 の細胞 に対 して作成 され たベ クター50ｵgが 導入 され た。電気パル ス

にて導入培養iの後 、G418を 用い て導入 細胞 と非導入細 胞 の選別 が行 われ た。

5日 間の再培 養 のあ と細胞 の一部 が回収 され遺伝子 の導入 がベ クター 由来 のエ



ネオマイ シン配列 を利 用 したPCR法 にて確認 され た。

引き続 きこのHOXB13ア ンチセ ンス導入癌細胞の転移浸潤能 が非導入細胞 に対

して低 下 しているか ど うか を確 認す るため にマ トリジェル ア ッセイ を行 った
。

5XlO4個 の細胞 をマ トリジ ェルチ ャンバ ー上 に乗せ、 その後12時 間、24時 間 、

36時 間、48時 間、72時 間培養 しマ トリジェル を通過 しメンブ レンに固着 した

細胞 のカ ウン ト行 った。非 導入 細胞 にて同様 の計測 を行 い、 これ を正 常対 照 と

し、遺伝 子導入細胞 で どの様 に変化す るか を計測 した。

研究成績

子宮体癌細胞株 、卵巣癌細胞株 それぞれ に対 してHOXB13遺 伝子のアンチセン

スDNAの 導入 に成功 した。その結果子宮体癌細胞 と卵巣癌では異なる変化 を

示 した。マ トリジェルア ッセイか ら子宮体癌細胞では72時 間の培養 にて完全

に浸潤能が低下 し以後も浸潤能が回復することはなかったが、卵巣癌細胞では

36時 間培養 までは時間毎に浸潤能の低下が観察 されたが、それ以降も培養 を続

けると次第に浸潤能が回復 して くることが観察 された。

考 察

子 宮体癌お よび卵巣癌の双方 でHOXBl3遺 伝子 のアンチセ ンス導入 に よ りその

浸潤能 が抑制 され ることが確認 され た。 この ことは2つ の癌 にお いてホメオボ

ックス遺伝 子がそ の転移 浸潤 に大 きな役割 を持 ってい るだけでな くHOX遺 伝

子そ の ものが転 移浸潤 を直接 制御 してい る遺伝 子 のひ とつ であ るこ とを示 して

い る。 従 ってHOX遺 伝子 の過剰発 現 を直接 制御 す るこ とに よ り癌 の浸潤転移

を抑制 で きる可能性 が示 され た。 また、興味深 い こ とに子宮体癌 と卵 巣癌で は

その抑 制パ ター ンに差 が出 たが、 リアル タイ ム法 での計測で は子宮体癌 細胞株

ではHOX遺 伝 子 の過剰発 現が2,3種 類 のみ であ る一方 、卵巣癌 ではBク ラ

ス ター の多 くが過剰 発現 を示 してお り遺伝 子異常の割合 が大 き く異 なってい る

こ とが示 され ていた。従 って子 宮体癌で はHOX遺 伝子 の浸潤転移 に占める役

割 の大 き さが卵巣癌 に比較 し大 きい こ とが予想 され 、従 って1種 類 の遺 伝子 の

発現低 下 にて細胞 の浸潤 能が大 き く低 下す る現象 が認 め られ た と考 えられた
。

一方卵巣癌ではHOXB13遺 伝子 アンチセ ンス導入 は一時的には転移浸潤能 を抑

制す るが時間 とともに回復 して くる ことか ら、 さらにい くつかの過剰発現 の認

め られ たHOX遺 伝子 の役割 が これ を補 う様 に働 い ている可能性 が示唆 され
、
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ほかのHOX遺 伝子の機能が重要であることが予想 された。従って卵巣癌では

2っ 以上のHOX過 剰発現遺伝子の同時抑制がその転移浸潤能の抑制には不可

欠 と考 えられた。現在卵巣癌で高度に過剰発現がみ とめられたHOXB7に つい

てもそのアンチセンス導入を行 うべ く研究を継続 している。

これ らの実験の結果お よび方法については添付 した資料 として以下にま とめた

ので参照 されたい。

ま とめ

ホメオボックス遺伝子蛋 白群(HOX遺 伝子群)は、初期発生において手足などの

構造体を構成する細胞群に対 し、個々の細胞固有の位置を決定するための情報

の伝達を担 う転写因子の機能をもつが同時に癌細胞の転移浸潤においてもこの

機能を再利用 している可能性が示唆 された。子宮体癌お よび卵巣癌 においては

HOX遺 伝子の過剰発現が認められ、これ らの過剰発現をアンチセンス導入によ

り抑制す ると細胞の転移浸潤能が抑制 され ることも確認 された。以上のことか

らHOX遺 伝子の過剰発現は子宮体癌お よび卵巣癌の進展に深 く関与 してお り、

この過剰発現を利用 して癌の転移浸潤能を評価することができる可能性が示 さ

れた。また直接のHOX遺 伝子の発現抑制で癌細胞の機能が変化 したことか ら、

癌の転移浸潤にHOX遺 伝子が直接関与 していることが示 され、またこのこと

か らHOX遺 伝子の過剰発現を制御することで癌の浸潤抑制を制御できる可能

性が示唆 された。 さらに子宮体癌 と卵巣癌のHOX過 剰発現プロファイルが異

な り子宮体癌に比較 し卵巣癌ではHOXBl3遺 伝子単独でのアンチセンス導入で

は浸潤能の抑制には不十分であることが示 されたことから癌の種類によりHOX

遺伝子の関わ りが異なり多 くの種類が過剰発現 している場合には、その転移浸

潤能の完全な抑制には複数のHOX遺 伝子の発現抑制が必要であることがし刺

さられた。 このことは遺伝子治療の観点から考えると卵巣癌は子宮体癌よ りよ

り治療 困難な癌であることを意味 してお り、卵巣癌での発生数や死亡者数の増

加 と相まって、治療に力点を置 くべき疾患であることが明らかになった。
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HoxB13 chromsome
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HoxB13primerに よ る
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エレクトロポレーション法による卵巣ガン細胞への遺伝子導入

國 國

遺伝子導入

為

細胸 にトラ
ンス フォーム

一

1マ トリゲルチ・ンバー

エレクトロポレーション後

G418を 入れ塘養

セレク トされた細馳を

マ トリゲルチェンバー

一

一
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遺伝子挿入後の細胞か らRNAを 注 出し、

逆転写 したcDNAをPCRし た産物

幽"一一働

●
闇
0

剛
ロ
0

492bpbp

369bpbp

246bpbp

123bpbp

浸潤率測定結果

Theresultoftheinvasionassay-Taal#3

thenumberoftheinvatedcellsRatiooftheinvatedcells

12Hr 24Hr 36Hr 12Hr 24Hr 36Hr

SKOV-3 484 1332 1197 1 1 1

P.V.1 4S6 1320 1108 0.9421490.9909910.925641

P,i,ll 128 912 526 0.2644630.6846850.439432

P.1,し2 182 soo 455 0.3160330.31S31S0.380117

P.1.L3 zzo 125 443 0.4S4S4S0.0938440.370092

P.1.16 S 180 63 0.0103310.13S13S0.052632

P.1.L7 1 270 346 0.0144630.2021030.289056

PVL;vectoronly,PILL-7:insertedvector
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Theinvasionassay-HoxB13

｠SKOV-3

｠P.V.L

口P.1.1-1

口P.1.L2

｠P.1.L3

｠P.1.L6

｠P.1.L7

HoxB7inchromsome
「

115臼7282 甲 、1鮮 筆 甲 華。業'罫 ,.・ 塾 具:g 苛r『

bM51'14M3N2M
iiiii

1Ml

I「 弓 「博S'

HOX87

Legend・

詠唖 一5騨ntbounderi鱈

一 一i㎝!釧P

■一 一CDS--Rm一 一9曹ne

,
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oxm TAl-』 ノ」

Ct㎜99tg1囲 喚aIctggactctaattctgtaatatatcaaggaatctcg重{旧aaccgacactaaaacgtccctgccta

caaatcatccggccaaattatgagtICa髄gta賦a¢gCgaatgC髄1a重 重ttC駝瞬亀atatccagcctcaag腿C99t賦

tcgctaccggagccttcccagaacaaacttcttgtgcgtttgcttccaacccccagcgcccgggctatggagcgggttcg

ggcgcttccttcgccggctcgatgcagggcttgtaccccggcggggggggcatggcgggccagagcgcggccggcgtcta

cgcggccggctatgggctcgagccgagttccttcaacatgcactgcgcgccctttgagcagaacctctccggggtgtgtc

ccggcgactccgccaaggcggcgggcgccaaggagcagagggactcggacttggcggccgagagtaacttccggatctac

ccctcgatgcgaagctcaggaactgaccgcaaacgaggccgccagacctacacccgctaccagaccctggagctggagaa

9992e鱈cactacaa電CgdLacxtgacgcggcggcggcgcatcgaga電cgcgcacgcgctcIgCCtCaCggaa8gaCaga

tcaagatttggtttcagaaccggcgcat8aagtg8aaaaa88agaacaagaccgcgggcccggggaccaccggccaagac

ag99Clga8gCagag9899aagagga8gag¢gag99al99agaaag99Cag8998agagaCatgagaaag99agaCg8ε 匙9

agaagcccagctctgggaactgaatcaggaaactcaaatcgaatagggaagtsaaaaaacaaaacaaaaaacaaaaaaaa

acaaaaaaaaaccctatttaaatBaaaBBagtttaaaaacattttttaaggagggagaaaggagaaattttggtttttca

acaccgaaaaaatagtacctataggaaagtctgtcaggtaggttutagtacaatatgaaaaggacaaacctaccrg

t電ctgtagctttc電99cctt臆C餓 ¢9賦9C翰t¢gt8899救ct臆9㎜ 釦C喧tgcag電麓tgtaag

㏄C電矯t鍾a8電gCtg瞳ct鍵91998Ctg愈999tC¢99㏄ 伽CCCtgIggttgcc¢gC㏄ 勧じCtgIgCCtCCgCCt動OCc

agcagcggcaccaaggggocttagggagccccaaaacctaccactcgcgtgttccccaagcgccttgctgctgctgcttg

cttcccgtcccccagccccatgctccctttacattctgtgtgtatctaaaggatggaaaaataaaacgcaattaaaaat

HoxB7n沢NA六 で のPCR

CTTTTTGGTfrTM《;αG理 αc▼馨賀⊂享G▼《《T^T^▼fAAGTT(7167鰹(鰻 《(▼鰻(k▼ ⊂⊂cr...{護α 灘 匹^▼cε66(⊂幽 叫 ▼礁 日cA▼;6▼^罪^▼G⊂k
一c… 一 獅 煽 …TATA6一 脳 …GGCTGTGATTTTGC陥 《⊂… 胃AGTAGGCtG師 ▽舶▼κ… 5▼《∩疋A▼▲ハ▼Ac6⊂

一

顛・・…m・四 ・理 ・傘・・"聾・π鯉 ε・・叩 …;旺 ・駆 ・師 … 鰻 耳・π駆 ・駆 ・n・(雌(・ 鰹 ・・5・駆 ・許…鰹 魁 皆叢'
了丁A⊂… ▼…6《m▼ 欄 ⊂㏄《G77CMGC…ccc脳((π6G《 《ewrcrrcrrr… …(ACGCAAACGAAGG冒G6㏄G▼(砥 陥C⊂GA▼ 《CCTCGCCC顛G(
一一 ●■騨

■
GO【聾夏((翼 ⊂《κCG6α 罪頓 理 鰹 π{π藝 ⊂⊂⊂摯G(6繊 ⊂酵G聾6襲(鰹 駁鰹 ⊂蜂67(T{1000G¢CCGGC▼A了 鰻 α⊂優cζ 幽"ε(▼TCMCA▼ ε

CCGCGAAGfiAl1GCGGCCGAGCTACGTCCCGAACATG4GGCCGCCCCCCCG4TACCGCCCGGttttGCGCCGfiCC6CAWTGCGCCGGCCWTACCCGAGCTCGGCTCMGGAAGTTGTAC

… ま鮎 ・・皿TMGGGG・ 駆 … 聾郷 ・㏄・鰹 照 鰻 α・雌 鰹 燃TCGK鯉 鰻 襲 鰹 ▼響
一

臨 」、13ハ・鴨u畦 「`M『ぺ トハ、ρ

GTGACGCGCGG4AMCTC47RTGGAGIWGCCCCACACAGGGCCGCTGAGGCGGTTCCGCCGCCCGCGGTTCCTCGTCTCCCTGAGCRfiMICCGCCCGCTC7CATTGAAGGCCTAWTG

.c⊂σε弘▼暮o《 聾`鰹 鰹1に 蝋 α偉c⊂ ε{㍑懸`⊂ τ鰻 ▼鯉 匹 鱗 ▼κ 繊 ζ"τκσ似 に峰 ㏄ε60(聾
GGWGCTACGCTTCGAGTCC77GACTGGCGTTTGCTCCGGCGGTCTGGATGTGGGCGATGGTCTGGGACCTCGACCTCTTCCTTAAAGTGATGTTAGCGATGGACTGCGCCGCCGCCGCG

wTCGAGwTCyCGCASGCGCiS?{翼9《 《CT⊂ 砥 牽⊂餌 鯉 備幽ム晶陣躍幽 凸'^^牽^'c"εG胤5c'幽 ▲'⊂Aεc砥9^'`ε

了縦 了⊂一 ▼6`脳 《⊂㎝ 一c▼ … 一 ㎝6π 買徽 一 κこ一 π一 一 徽`▼66一 買α6

ム"9血 幣 蟷幽 蟹 摯簡鱒 螺i《騰A7鯉 蝉{菰 鰻 侶o岨 酎'A了9煙 顛AW《 紹醐 ⊂`騨cπ ▼縛鱗 製c《 幽 … σ「鯉 τε
TCCCGACTTCGTCTCCTCCTTCTCCTTRCACTCCCTACCTCTTTCCCGTCTCCTTCTCTGTACTCTTTCCCTCTGCTTCTCTTCGGGTCGAGACCCTTGAGTTAGTCCTTTGAGTTTAG

120

:,.

獅

NO

爾

72i

脚

蜘

a●●●

12W

13z●

.OAT灘 ▼凸^a晶^聾 縞麟f晶 ▲^撃^(頗嚢晶▲馨貞`▲馨A顛 鯨Ac(⊂ 灘m融 貞▼9L鹸6靱i…A`…5脳'衷^… 　
`',　駆 ㈲ 四 鋒

7響 冒 ▼ ■ ▼
CTTATCCCTTCATTTTTTTGTTTTGG4CiATMATTTACTTTCRCMATTTTT6TAAAMATTCCTOOOTCTTTCCTCTTTAAAACCAMAAGT

^(κ;㎝ 蝦 聾τκ9貞 τ攣 《…iτ(▼"襲ハ㏄耳1劔1"`5▼ 《{璽 餌鋒.… 懸馴`餌 弘▼"《c⊂▼¢TTCT■ 縦 醇 し製 耳 ▼∩《cπ`((四c▼A陥 耳

TGTGACTTTTTTATCATGGATATCCTTTCAGACAGTCCMACCAMMAAUTGTTATACTTTTCCT4TMTAGTGGACMGACATCGMAGACC7TMATGWGGGGAMAGATACM

GC▽A翼α 遡 ㎝ τ6▼機7TAAkCCCTfTTTArTGCTyT⊂ 耶 ▼G9峰▼G聴 丁9臓1《 κcε了GTGG`9駕`TCCT▼6ζcε`cに ⊂買⊂(ε

⊂G《7《《⊂《77{⊂《6轟《《ζA▼τ丁了ム6《《⊂6▼-丁 顎【G66∩6貞貞貞▼▼貞{G《一 《CC▼wハ ⊂⊂㎝c⊂ ■5貞τマo隔《ζ轟(`《貞{OG《c666欄 《c66《66ζ66《轟666

^G4TTGCCCAIIMC⊂7任 【賦三c6c6葎 官GC6CC{罐 鷹 閥{;α7「1攣 ⊂εこ6π箪⊂⊂⊂峰`⊂ 騨7Gα ε⊂⊂ユi《ζAτ三αG▼ε

TCGTCGCCGTGGTTCCCCGGMTCCCTCGGGGTT7TGW7GGTGAfi[GCACA/WGfiGTTCGCGGAACGACfiACGACGMCWAGGGCAGGGGGTCGGGGTACWIGGGAAATGTAAGACAC

了G▼AIσ牽韓96《▼牽鯉 τ《《《《ζGC鋒胃《… ・亀τ ■359

A⊂Aマ貞頓mこCTAC(・rmA7m㏄ 師 麟m買A
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Hox

σ"σ σ'`σo… σσ…'-antisenseprimer(344bp -367bp)

PCRProduct-

cattgtattatgcgaatgctttattttctaaatatccagcctcaagttcggttttcgctaccggagccttcccaga

acaaacttcttgtgcgtttgcttccaacccccagcgcccgggctatggagcgggttcgggcgcttccttcgc

cggctcgatgcagggcttgtaccccggcggggggggcatggcgggccagagcgcggccggcgtctac

gcggccggctatgggctcgagccgagttccttcaacatgcactgcg

TheentirelengthofPCRProduct-260bp

・ltiscreatedbyHottaqandpurifiedinordertouseforthefurther

application.

9



T-Easyベ ク タ ー&PCR産 物

AAnn

T

PCRProduct

T

O

HoxB7のPCR産 物 をT-easyベ ク タ ー に挿

入 した プ ラズ ミ ッ ドDNAをPCRし た 結 果

●"「 ●7'
昌

●ゆ ●1●●1● ●1●の

N

一買

麓●崩...」 驚晒

灘

ノ 、Tご 「/
)`/ρ!で/?'_・f/L
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T-7とSp-6prlmerでPCRを し、

挿 入 したPCR産 物 を 確 認 した 結 果

T-7とSp-6prlmerでPCRを し、

挿 入 したPCR産 物 を確 認 した 結 果

』● 凸●6● 働 繍 ●
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EcoR夏

T-easyベ クタ ー

EcoRI

一

EcoRI
HoxB7

EcoRI

T-easyベ ク タ ー H
▲

-「■ 夢F N
・

Sbp

國
Ilbp一

276bp

EcoRI

T-easyベ ク タ ー

Eco

T-easyベ ク タ ー 一
Hox

EcoRl

1313 i
EcoRI一

276bp

制 限酵 素EcoRIで 抽 出 した

DNAの 確認結 果

亀

一 璽

369bp

246bp

123bp
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子宮体癌細胞株と正常子宮内膜細胞(6週 類ずつ)の 中のホメオボクス遺

伝子の発現状況を調べてみる

謬

郁
箒

A7
Ag

A10

11

3

A

創

B2

B3

B4

BS

B6

B7

B8

Bg

B13

EMCA一 「

脚

.一NORMAL一

● 鯛■■陰 ●■齢 一

■■⊃ 一 一

一

鐸一 ■ ■陰

■■■「■■膨●■9■ ■Dr■ ■D-

一 一一 一一一 一一一

■ ■■ ■ ■ ■■⊃ ●一 ● 騨 ●■9融 晦

一一
● 一 ● ● ● ● ● ● ● ● ● 一

一 ● ● ●
一 一 一 一 一 一 一 　 　

● ● ● ● ● ● ●
一 一一 一 一 一 一 一 一一 一一

● ● ● ●r■ ●

o●

皿

● ● 一 ● ● ●

● ● ● ● ● ●

一 ● ● 一 ● ● ●o嘲 ● ●

o● 一 一 ●■D
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C4

CS

C6

cs

C10

Cll

C12

C13

「
EMCA

● ●

r-NORMAL

● 一 ● ● ● ●

`胴

●

... r

r o● ● 鱒 ●o 」噸ゆ 榊 鱒

● ●D● ● ● ● ●

一

.w 』

Dl

D3

D4

D8

Dg

D10

Dll

D12

D13

「
EMCA

「 rNORMALr

o

..._

M

鱒 ● ●9G■9

i.s ■■r● ■顧 ●■■ 鱒 ●■DG■ ● ●D嗣 ■L

●齢 ●齢

」■L■一巳 」圏幽■■■ 塩

●
●

● ● ●

●

●
一 一_
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Overexpression:HOXB13,A7,D13

thenconfirmbyusingrealtimeRT-PCRassay

1～6:fromcancercellline

7～12:fromnormal

Suppressexpression:HOXAlO,A11,D3,D4,D9,D10

3



TransfectingantisenseDNAofHOXB13
intoendometrialadenocarcinomacell

line(AN3CA)byelectroporation

Anyinformationaboutthisstep

AboutHOXB13cDNAfregment

acgctgatgcctgctgtcaacta

cgacatgactccctgttgcctgtg

acgctgatgcctgctgtcaactatgcccccttggatctgccaggctcggcggagccgccaaagcaatgcacccatgccctggggtgc

cccaggggacgtccccagctcccgtgccttatggttactttggaggcgggtactactcctgccgagtgtcccggagctcgctgaaacc

ctgtgcccaggcagccaccctggccgcgtaccccgcggagactcccacggccgggaagagtaccccagccgccccactgagtttg

ccttctatccgggatatccgggaacctaccagcctatggccagttactggacgtgtctgtggtgcagactctgggtgctcctggagaac

cgcgacatgactccctgttgcctgtg

AboutthemethodofhowtomakeHOXB13fregment

AssemblylineofmakingHOXB13fregment

畿 温 曲鵬RN瓢 幽Ki【 回

HOXB13缶 脚 「紬

A-piiliogforbiuntreaAed
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HK)XB13猶 国8u戯●虚
pGE4t-TeasyYeaorSystem
-一

脚
U1刷AXIMDH5・ 一ドr'「Mc。皿1填㎝C・U・

一 皿岬y山幽睡ωM一 触_舳 鱈
麟 幽1回dDNA面d編◎爬00釦b臆

剛 ω 猷 ㎞E.帆

Re馴畑G醜 躍㎜
一
u隠`d鷲R醐 αオo島Si1雄■

鉦颯曜伽 山㊤P1■血dDNA

T1㎜oseyuenaseCン5.5dyeτ一
8喫HOXB13坤 瓠 瓢山鰍1旧 繭09樋OBO壺io励"血 赤い字『『Kicの名前

ム。、町..轟1mXBB触8一 ε

歴o魔塞

T

T

FmRI

→ .ジ'.
→ ・:4

◎.・∵ 艦Oo肋 鷺冒
→

,哩妻ξゴ郵→6も → 」…
o°a
:.

肋 農1

_」
鰯

AssemblylineofmakingHOXB13antisenseDNA

ed〕N《3・1(◆)r繍r-一 一一→ 鮪鵬ゴ凋1㎞ 礁
RapidT,yligationsystemノ

Ul剛AxTMDl{5・FTTMc。m脚 皿Cd置・嵐 竃側 翻 ・開耐

巴_計 瓢

、

櫛弼13㎏ 糟自臆 P6㎜.且ao

(φ}欄e■■y▼●鵬or
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TransfectthelinearizedrecombinantingpcDNA3.1(+)vector

includingHOXB13antisenseDNAandlinearized

cDNA3.1(+)vectorintoAN3CAbyelectorporation

一
喜

→

一 レーこ唾

雫聖5ス フオ_ム

24‾36hlater.
一

onlycransfecxedDellsleft
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Invassionabilityassay

鵬d8d

8μロ巳membwooe

トー一

DeterminePercentinvasion:

Mean#ofcellsinvadingthroughMatrigelinsertmembrane%l
nvasion=

Mean#ofcellsmigratingthroughnormalmembrane
xioo

凶 AN3CA

(oo㎜ 皇d直)
pcDNA
(Oa5td1)

No.3-5/1

(鳳od1)

No.3-5/2

伽t㏄ 皿)

No.3-5/3

(のe3tcd1)

存c巳』血▼9血8

(normalpampa)
ss sa 46 38 36 37 74 91 128 重86 113 141 110 73 131

肋 46,25±11.45 36.87±24.80 9758±28.87 146.91±37.47 104.33±35.52

器㏄山inv醐 ㎎

(M副Qdchampの
as 51 53 taa 97 igz 12 21 22 8 it 22 16 14 10

肋 63.41±28.97 159.08±110.50 19.25±11.82 13.63±9.65 13.54±10.56

hV95量0皿 i.s4s 1,342 1,152 4,947 2,694 5,189 0,162 0,231 o.in 0,043 0,097 o.is6 0,145 0,192 0,076

me凹 ±SD L346±0.197 4.277±1.376 0.188±0.037 11"±0.057 o.isa±o.05a

P 0.0687 0.0匪03 0.0134 0.0065

0.0376 0.0341 0.0374
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ABNORMALHOXGENEEXPRESSIONINOVARIANCANCER
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BackgroundandPurpose

RecentreportshaveprovidedevidencethatHOXgenes,whichencode

transcriptionfactorcontaininghomeodomeinprotein,contributeto

developmentofseveraltypesofcancer,suchasleukemia,lungcancerand

coloncancer.

HOXgenesarelocatedin4differentclustersandconsistof39different

genes.ThefunctionofHOXgenesisthoughttoestablishbasicbody

patternd面ngembyogenesisbycontro皿ingcellsmovement.Afterbirth,

expressionofHOXgenesisdiminishingorisholdatalowlevelfortissue

maintenance.

However,asHOXgeneisbelievedtoregulatethesignalinformation

fromcellsthroughtheinteractionbetweencells,abnormalexpressionsof

certainHOXgenesmaycontributetoinvasionand/ormetastasizein

malignanciesthroughitsfunctionofcontrollingcellsmovement.

Inthisstudy,weinvestigatedexpressionprofileoftheHOXgenesin

normalovariantissuesfromsurgicalsamplesandovariancancercelllines

toelucidatethethispossibility.

Homeoboxcontaininggenes

HOX-一 一 歴國 一

PAX一 慶 垂璽{亟 】-

L㎜)蝋

EachHOXgeneexpressessegmentally

alonganterior-posterioraxisofmammalian

embryo.

M沁ewi電hhoxgenedeletedSj10W

posteriolizedtissuepattern,indicating

HOXgenescontrolcellsfateandare

essentialforestablishingbasicbodypattern

oftheembryo.

髄0剛mobs躍6● の●●』 「鱒●●●鱒6図8鵬 卿樋15

,,,
ノ

ノ辺

羅 渉
の

,i、Iii.
さ 伽慮卿

'一つ
塒 鞠

駕馳臨蝋働　↑
鱒
殉州

Moues

pranoaanraMOX・2HOX-1HOX-3

fax一

{ト ■ト■一 一■ト畳一一畳一{卜骨 一一 一一一一一一

朴 ■一 一畳一■トーo→ ■fs-■ 一 一一f

s-一一一一一一 一一 一一一一一一一一

OneoffunctionoftheHOXgenesis

thoughttoregulatecellmovement.

{ト 畳→}一 一一一一一一一一f-■ 一●→卜 畳一1}

、蘭■【ジ

ずm
φ 髄

,
グf.

、'爾 ㎝ ●●● ゆ 四〇

mouse

、
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MaterialsandMethods

1,RNAextractionandreversetranscription

Normalovariantissue:SurgicalspecimensofovaryfrompatientsinAsahikawaMedicalCollegeHospita

Celllines:SMOV-2

JHOC-6

ES-2

SKOV2

CAOV3

(derivedformCleazCellCarcinoma)

(CCC)

(CCC)

(NonCCC)

(NonCCC)

(agiftfromDr.YONAMINE)

(agiftfromDr.IISHIKAWA)

価omATCC)

(fromATCC)

(fromATCC)

2,Reverse-transcriptionPCR(Real-timePCR)

1μgoft伽1RNAwasservedtoreverse・ せImscripti㎝,andβ 一actinwasusedasinternalstandardfor

adjustingtheamountoftotalRNA.

TM 刑SYBRG
reenPCRKit(QIAGEN)wasusedforreai-timePCRwithSmartCycle(Cepheid)after

confirmingtheappropriatesingletargetband.

Ove脚 ・essi・nw・ ・。・・血rmedbyelectroph・ ・e・i・劇byAgilent2100Bi・ ・nalyze・ 四.

PrimersequencesofHOXgeneswererefereedfromopendatabase.

ExpressionleveloftheHOXgeneisdemonstratedasrelativeratiocomparedtoaverageofthatinnormal

ovariantissues.

MaterialsandMethods Reversetranscriptase,

Buffer,dNT'P,MgCl2,etc

冒

0
r.,一

(RNeasykit'",QIAGEN)

TotalRNAextraction

DNaseltreatment

HotstarTaq

(SYBRGreenPCRKit

●

Real-timeRT-PCR

U
(SmartCycle,Cepheid-')

RT-PCRtocheckanappropriate

productforfollowingreal-timePCR

Profilingofexpression

Judgmentofoverexpressio

Electrophoresis

2



、

PrimersequenceofHOXgenesforreal-timePCR

Gene 脚 轟醜 △●●o●● Gene 醐 蝕ti■ 隔●●●

Al-2㎜ ㎜G rrr.r C4ハ㏄㈱ ㎜ ㎜ C-G響C一 轟CC

AZCTC acccrt c6轟一i C5為 働 齋 一 OGG鷺一 「剛 ㎜C駕G

A3GOα 脚 胤r【o讐A㎜ 瓢㏄ 為66㏄乳一 懇轟 C6C為 ㏄鷲㎜ 肥 ClｺC'1'1'CIITOOOGCG-C

A4慰 躍跳㏄㏄㎜ ～ 層㏄ cn 鷲 C8瓢CC㎜66紬c㎎6 OG紬α㎜ ㎜ 麗㎎㏄6
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inredrectangle.Yellowframeshowsnoorscantyexpressioninnormalcontrols.

Conclusions

1,Mostof37HOXgeneswereexpressedinnormalovariantissues

examinedinvariouslevel,howevernosignificantdifferenceofexpression

levelamongnormalsampleswasdetected(within3folds).

2,0verexpressionofsomeHOXgeneswasobservedinovariancancer

cells.TheoverexpressionwasdetectedinthegenescategorizedAbd-

HOX(HOX8to13)typesorinHOXAandBcluster.

3,LossofexpressionwasalsoobservedinmanyHOXgenes,however

normalstromaltissueofovaryshouldbeexaminedtoaddressthis

precisely.

3,TheoverexpressedHOXgenesthatarenotexpressedinnormalcontrols

maybeassociatedwiththedevelopmentorinvasion/metastasisofovarian

cancer.
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