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要約

神経成長因子 (NGF)と高親和性受容体TrkA!ま種々

の癌の進展に関わっていると考えられている。私共は

癌細胞株や牌癌組織を用いてTrkA発現制御機構を調

べた。各種大腸癌細胞株と牌癌細胞株におけるパイス

ルファイト・マッピングでは 5'側非翻訳領域にある

AP-1類似配列周囲のメチル化の蓄積に伴い，定常状

態のTrkA発現は増加し，正の相関関係が見られた。

また， TrkAフ。ロモーターはAP-1類似配列を欠いた変

異体で，より高い活性を示し， AP-1類似配列がTrkA

転写を負に制御することが示唆された。ゲルシフトアッ

セイでは主にc-Jun二量体がAP-1類似配列に結合した

が， DNAメチル化により， この結合は阻害された。

従って，メチル化によるTrkAの発現促進は，負に働

くAP-1類似配列へのc-Jun蛋白の結合を直接阻害する

ことによって起こることが示唆された。一方，進行梓

癌例の病理組織においても，特に浸潤先端部でTrkA

発現の増加とAP-1類似配列周囲のメチル化集積が認

められた。 TrkA遺伝子フ。ロモーターでは非CpGアイ

ランドのメチル化により TrKA発現が促進し醇癌の

進展に寄与しうることが示された。

緒言

牌癌は， リンパ管・血管・末梢神経を介した浸潤・

転移能の為に予後が非常に悪く1.2) 神経周囲浸潤を

起こす率が特に高い1.3)。

神経成長因子 (NGF)は神経系の種々の細胞から分

泌されるサイトカインで，神経の発達，分化，生存，

アストロサイトの分化等に関わっている 4.5)。受容体

としては高親和性のTrkAと低親和性のp75NGFRが存在

して，NGFとの結合によりTrkA内部のチロシンキナー

ゼが活性化され細胞内に情報が伝えられる 4-6)0 NGF 

と受容体は神経芽細胞腫 1.8)や神経腰腫 9)等の神経由

来の腫療のみならず，前立腺癌ベ乳癌11)肺癌l九

拝癌ωなどにも発現が見られ，癌細胞の移動，成長，

生存に関わっているとされる。牌臓癌組織でも正常と

比べ高濃度のNGFとTrkAが検出され， TrkAは主に

梓癌細胞に， NGFとp75NGFRが末梢神経束に認められ

たことから13-15)，NGF-TrkA経路と騨癌の神経周囲浸

潤との関連性が推定された。

CpGメチル化は癌進展機構のーっとして重要であ

るとされlぺCpGアイランドの過剰メチル化による遺
伝子抑制が，細胞周期関連遺伝子 (p161NKへp15

1NK吋，

DNA修復遺伝子 (hMLH1，MGMT， BRCA1)，細胞

接着関連遺伝子 (CDH1，TIMP3， DAPK)， p53関連

遺伝子 (p14̂RF，p73)，代謝酵素遺伝子 (GSTP1)，AP 

C / s -ca tenin経路 (APC)等に見られるヘ一方， D

NA不安定性と癌遺伝子活性化につながるゲノム全体

の脱メチル化18)も前立腺癌，肝癌，子宮癌などに見ら

れる。

牌癌進展過程におけるTrkA遺伝子のエピジェネティッ

クな発現調節機構を明らかにするために，私共は牌癌

キーワード:メチル化， TrKA， ij革臓， AP-1，非 CpGアイランド
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細胞株と牌癌切除組織検体におけるTrkA遺伝子フ。ロ

モーターのメチル化状態と遺伝子発現との関係につい

て調べた。

方法

1 )細胞株培養

ヒ卜牌癌細胞 (PANC1，MIAPaCa2)，ヒト大腸癌

細胞株 (COL0320，SW 480， HT29)はRPMI1640に

て， ヒト神経芽細胞腫細胞株SK-N-SHはαMEMに

て， 10%胎児ウシ血清と各100U/mlのペニシリンとス

トレプトマイシンを加えた培地で， 37
0

Cの加湿した5

%二酸化炭素環境下で培養した。

2 )ヒトTrkA遺伝子の5'側上流領域のクローニング

TrkA遺伝子フ。ロモーターの既報配JiJl9) (GenBank 

AB019480)をもとに 2種類のアンチセンスプライマー

(5' -ACCGAGCAGCCTGAGCTCAAGAAGGTG-3' ， 

5' -ACACAGTGA TCGCCTTCTTCCTC-3' )を設定し，

ゲノムウォーカーキット (Clontech) を用いて

PCR反応を行い，更に上流側に約1.7kbのDNAフラグ

メントを得た (AP-IC+):-1637/+83)。更に制限酵素処

理とPCR法を用いて転写開始部位・翻訳開始部位付

近を欠失したDNAフラグメントを作成し (AP-lCー):-

1637/+53) ， それぞれを pGL3-Basicベクター

(Promega)に組み込んだコンストラクトを作成した。

各々の塩基配列はダイデオキシターミネータ法により

ABI prism 310自動シークエンサ一(AppliedBio-

systems)にて解析した。

3) )レシフエラーゼアッセイ

上記コンストラクト (AP-1(+) /pGL3-Basicベクター

又はAP-lCー)/pGL3-Basicベクター)とpRL-TKベク

ターとを，遺伝子導入試薬Effectene(Qiagen)を用

いて，梓癌，大腸癌，神経芽細胞腫由来の培養細胞に

共導入した。導入 6時間後のプロモーター活性を，

Dual Luciferase Assay systemを用いて， ATP-30 

10ルミノメーター (Advantec)にて測定した。各コン

ストラクトの導入効率はpRL・TKベクタ一転写活性で

補正した。導入実験は 3回行って平均値±標準偏差と

して表した。

4) RNA抽出及びRT-PCR

牌癌培養細胞，大腸癌培養細胞から抽出したRNA

1μgから逆転写により cDNAを作製し，プライマー

(sense:5' -TCGGCTCAGTCGCCTGAATC-3'， antisense: 

5'・ATCACCGTGGCTGACTGCTC-3')を用いてPCR

で増幅を行い，その産物を3%アガロースゲルで電気

泳動した。

5 )サザンプロットによるメチル化スクリーニング

(68 ) 

培養細胞 (PANC1，MIAPaCa2， COL0320， SW 480， 

HT29， SK-N-SH)とヒト胎盤から抽出した10μgの

DNAを， 3μgのMspIまたはHpaIIで'24時間処理後に

電気泳動し，ナイロン膜 (HibondN+ nylon membrane， 

Amersham)に転写した後，上記1.7kbDNA (-1637/ 

+83， AP-IC+))をプロープとしてサザンブロット法

を行った。 65
0

Cでプロープと 12時間反応させた後，

0.1%SDSを含む2xSSPEで2回， 0.1%SDSを含む1xS

SPEで2回， O.1%SDSを含む0.1x SSPEで 1回洗浄し，

BAS2000 (FUJIX)で角軒斤を{子った。

6 )ノイイスノレファイト・マッピング

既報に従って却 22) 各種細胞株のDNAを0.5μg含

んだ10μlの低温融解アガロースビーズを作成し，水

酸化ナトリウム(最終濃度 0.1M)で変性させ，ハイ

ドロキニン1mMと硫酸水素ナトリウム3.5Mを含むパ

テスルファイト溶液 (pH5)に50
0

C16時間浸透した。

ビーズをTris-EDTAで、洗浄後に，水酸化ナトリウム

(0.5N)で30分脱硫化後，塩酸 (1N)で中和， Tris-ED 

TAで洗浄した。 DNA0.1μg相当のビーズを鋳型に

フ。ライマー (sense:5' -GGGGAGGTTTGGTAGTT 

GTA-3'， antisense: ~TATCAACCAAACCAACAA 

ACTAC-3')を用いてPCRを行い，転写開始部位と翻

訳開始部位の聞の163bpの領域におけるCpGメチル化

を調べた。増幅された DNAはTAベクター

(In vi trogen)を用いてクローニングし， 1検体当たり

5個以上のクローンのシークエンスを決定し， CpGメ

チル化の状態を調べた。

7) 5アザデオキシシチジン (5-aza-dC)処理

指数増加期の細胞 (5.3X 104 /cm 2) をlμMの5-aza-

dC (Sigma)で 24時間処理後にPBSで洗浄， 120時

間後にDNAとRNAを回収した。パイスルファイト

法でDNAの脱メチル化を確認すると共に， RNAを用

いて半定量的RT-PCRを行い， TrkAのmRNAレベル

の変化を調べた。 5-aza-dC処理の各種細胞株のDNA

とRNAを回収し対照とした。

8) SssI処理

2 )で得たコンストラクト (AP-IC+))をS-アデノ

シルメチオニン (160mM)存在下にSssICpGメチラー

ゼ (NewEngland Bio Labs)にてメチルイヒした後，

各種細胞株に導入し，ルシフエラーゼ活性測定を行っ

fこO

9 )ゲルシフトアッセイ

定法に従いSK-N-SH細胞から核蛋白を抽出した。

AP-1類似配列を含む二本鎖オリゴヌクレオチドを作

成し (sense:5' -CTGCCCCGCCTGAGCGAGGCGG 

GCGCCGCCGCGATGCTGC-3'. antisense: 5'-GCAGCA 

TCGCGGCGGCGCCCGCCTCGCTCAGGCGGGGCAG-3 ' )， 



5' ~市を[r_32PJ ATPでラベルした。 SssIで、メチル化し

たオリゴヌクレオチドも同様にラベルした。これらの

二本鎖 DNA は核抽出蛋白と 25
0

Cで30分間c-Jun，

JunB， JunD， c-Fos， FosB， Fral， Fra2に対する各

抗体存在下に反応させた後， 5%ポリアクリルアミド

ゲルで電気泳動 (lOOV，2時間)し乾燥後にBAS2000

で解析した。

10)免疫染色

第 IV期騨管細胞癌のホルマリン固定パラフィン包

埋組織標本を用いて，抗NGF(Santa Cruz社)，抗

TrkA (Santa Cruz社)，抗p75NGFR (Promega社)抗

体にて免疫組織化学を行った。内訳は男性7人と女性

1人，年齢は54-67歳(平均62.5歳)であった(表 1)。

標本はキシレンで脱パラフィンを行い，エタノール系

列で脱水した後，抗原賦活の為クエン酸緩衝液

C10mM， pH6.0)中でマイクロウェーブ処理 (350W，

10分)を行い，内因性ベルオキシダーゼ活性を阻害す

るために，標本を 3%過酸化水素を含むメタノール二

10分間反応させた。次に一次抗体と 60分間室温で反

応させた後， LSABキット (DAKO)を用いてアビジ

ン・ビオチン・ペルオキシダーゼ複合体法を行い， O. 

03%過酸化水素を含むDABで発色反応を行った。免疫

染色の評価は陰性(陽性細胞なし)，弱陽性 (30%未

満の陽性細胞)，陽性 (30-60%の陽性細胞)，強陽性

(60%以上の陽性細胞または強い染色性)の 4段階で

行っfこO

11)マイクロダイセクション

上記梓癌組織から 7μm厚に薄切しHE染色した標

本を， LM200マイクロダイセクションシステム(オ

リンパス)にて 1例につき 3箇所ずつ，非腫虜部，腫

虜中心部，神経周囲浸潤部を選択的に採取した，プロ

テナーゼK (0.2mgjml)， Tris-HCL (10mM， pH8.0)， 

EDTA (10mM)， 1% Tween20を含む25μlの溶解溶液

で検体を一晩処理した後， DNAを含む細胞溶解液か

ら6)と同様に作成したビーズを鋳型として下記のプ

ライマーでPCRをj子い，パイスルファイトマッピン

グを行ってTrkA遺伝子翻訳開始部位周辺109bpの

CpGメチル化を解析した (sense:5' -GGGGAGGTTTGG 

TAGTTGTA-3'， antisense: 5' -TATCAACCAAACC 

AACAAACT AC-3¥nested sense: 5' -TTGGTAGTT 

GTAGTTGGGAG-3'. nested antisense: 5' -CCAACTAT 

ACCAACCAAACT ACC-3' )。

結果

1) TrkAのクローニング

TrkAフ。ロモーター既報配列の上流側1.7kbのDNA

39 

(GenBank A Y321513)はCpGに富み，転写開始部位

と翻訳開始部位の聞に 1カ所の AP-1類似配列

(TGAGCGA)を認めた。

2 )定常状態のTrkAmRNA発現とプロモーター活

d性

定常状態のmRNA発現は陽性コントロールの

SK-N-SHが一番高く，次いでSW480， MIAPaCa2が

高く， HT29， COL0320， P ANC1では低くなっていた

(図 1a)。一方， TrkAフ。ロモーター (AP-1(+))の一

過性導入実験ではルシフエラーゼ活性はCOL0320で

18.62と最も高く， PANC1で3.25と最低値を取り(図

lb)， TrkAフ。ロモーター活性と定常状態のmRNA発

現には関連が見られなかった。このように外因性に導

入したプロモーター活性と内因性の遺伝子発現に解離

が見られることから， TrkAの発現にエピジェネティッ

クな機構が働いていることが示唆された。
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図 1: (a)定常状態のTrkAmRNA発現。発現量は

SW 480， MIAPaCa2で高く， HT29， COL0320， PANC 

1では低かった。 SK-N-SHは陽性コントロールで、ある。

(b) TrkAフ。ロモーターの一過性導入実験。ルシフエ

ラーゼ活性はCOL0320で18.62と最高値， PANC1で

3.25と最低値を取りTrkAフ。ロモータ一活性と定常状

態のmRNA発現には関連が見られなかった。

3 )メチル化マッピング

TrkAフ。ロモーターに多数見られたCpG部位につい

てメチル化の検索を行った。 HpaII消化後DNAを用

(69 ) 
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図 3:パイスルファイトマッピングによるTrkAプロ

モーターのメチル化解析。 MIAPaCa2で、は大部分の

CpGがメチル化されていたが， PANC1にはメチル化

Cはほとんど見られなかった。上に解析部位(十13/

+165)の模式図を示すが，縦線はCpG部位で番号は下
の円グラフに対応している。円グラフは 5クローン

の中のメチル化の割合を示す。

問spI:I刈， HpaII:H 

図 2:メチル化抵抗性のM叩I，メチル化感受性の
HpaIIにて処理後のサザンプロット o HpaIIのレーン

で、MIAPaCa2，8W480， HT29， 8K-N司8Hにメチル化

を示すバンドを認め， PANC1， COL03201こは認めな

かった。プローブDNAの模式図を上にホす。 CpGを

縦線で，制限酵素認識部位 (CCGG)を展印で示す。

ゼ、活性は8ssI処理後と同様にPANC

1で379%，MIAPaCa2で201%，SK閉N-8Hで239%とい

ずれにおいても上昇が見られた(関 4c)。

7 )ゲルシフトアッセイ

日M8Aを行いAP-l類似配列(悶 5a)への資自結合

た。メチル化していないAP-1類似配列を含む

オリゴヌクレオチドはDNA-叢白複合体を形成し，

に抗c-Jun抗体でスーパーシフトを受け，抗JunD，F 

ra2抗体で部分的にブロックシフトを受けた。オリゴ

ヌクレオチドをメチル化したところ， DNA-蛋白複合

体は形成されず，ス…パーシフトやブロックシフトは

見られなかった(図 5b)

8 )免疫染色とメチル化マッピング

第W期の牌癌症例8例(表1)のうち6例で， TrkA 

はに臆癖細胞に見られ，末梢神経や正常勝部のTrk

A発現は弱かった。代表的な症例を図6に示す。勝癌

各部位からマイクロダイセクションで採取された細胞

をメチル化マッピングしたところ，正常牌から癒中心

部，神経周囲浸潤した浸潤先端部に行くに従い， AP-

l類似配列周聞にメチル化が集積する傾向が見られた

(図 7，ふ7番目のCpG)。

し、fニノレシフェラ

(70 ) 

いたサザンプロットではMIAPaCa2，8W 4“80， HT29， 
8K白

COL0320，胎盤DNAIこは認めなかった(図 2)0 転

写開始部位・翻訳開始部位付近のメチル化をパイスル

ファイトマッピングで解析したところ，勝癌細胞では，

MIAPaCa2のCpGが大部分メチル化されていたがPA

NC1にはメチル化CpGはほとんど見られなかった

(図的。大腸癌細胞に関しては5つのクローン聞のば

らつきが目立つものの，日T29，8W480ではCOLO

320と比べて多数のメチ/レ化CpGを認めた， このよう

に各細胞株のメチル化数はサザンブロットと同様の傾

向を示した。

4) 5-aza-dC処理

メチルイヒの多いMIAPaCa2，HT29にふaza-dC処理

を行うと定常状態のTrkAmRNAは減少したが，

チル化が少ないPANC1ではふaza-dC処理にでTrkA

mRNAに変化がなかった(図 3，4a)。

5) 8ssI処理

5聞aza-dC処理とは通に， 8ssI処理後の転写活性は

PANC1で220%，MIAPa2で301%，8K“N-8Hで900%と

いずれにおいても上昇が見られた(図 4b)。

6) AP-1類似配列欠損コンストラクトのルシブエラー

ゼ活性
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メ
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図 4: (a) 5-aza-dC処理前後のTrkAmRNA発現o

MIAPaCa2， HT29では5-aza-dC処理にて，定常状態
のTrkAmRNAは著明に減少したが， PANC1では処

理前後で変化がなかった。 (b)SssI処理前後のルシフエ

ラーゼ活性。 PANC1 (220%)， MIAPaCa2 (301%)， 

SK-N-SH (900%)と転写活性の上昇が見られた。グ

ラフは 6サンフ。ルの平均士標準偏差を表す。 (c)AP-1 

類似配列欠損コンストラクト (AP-1(+))のルシフエ

ラーゼ活性。 PANC1(379%)， MIAPaCa2 (201%)， 

SK-N-SH (239%)といずれにおいても上昇が見られ

た。グラフは 6サンプルの平均±標準偏差を表す。

表醇管癌症例のまとめと免疫染色
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a 
匂Gloci 

l 1 11111 111111 1111111111 11 m 1 1111 11 
，信命急調官論¥

ィ、，TGGCGGCCGGGTCTTT込ACACCGCCむAGCGこ

みとATGTCGGGGGAGGとなTGGCゑGCTGCAGCTG

GGAGCGCA立込GACGGCT誌となこ:CGCむtrGAGCGゑl

sGCGGGCGCCGCCGC釘酎GC郎 GCG急c
GGCGCGGG.. 

+1 :転写開始部位

巴さ翌罰AP-1類似配列
医:[]:翻訳開始部位

一一ーオリゴヌクレオチドlie夢j

b オリゴヌクレオチド配列
5'司 CTGCCCCGCCTGAGCGAGGCGGGCGCCGCCGCGATGCTGC-3'

3'-GACGGGGCGGACTCGCTCCGCCCGCGGCGGCGCTACGACG-5' 

ヨドメチル化関 メチル化CG
C孔 JunB c-Fos Fral C礼 JunB c-向 Fral
c-Jun JunD FosB Fra2 c-Jun JunD Fo吾B Fra2 

図 5: (a) TrkA転写開始部位・翻訳開始部位周囲の
CpG部位。 CpGを縦線で表す。 AP-1類似配列
(TGAGCGA)は転写開始部位 (+1)と翻訳開始部位
(ATG)の聞に位置する。ゲルシフトアッセイに用い
たオリゴヌクレオチドに相当する配列を下線で示す。

(b) SK-N-SHの核抽出物と上記のAP-1類似配列を含
むオリゴヌクレオチドを用いたゲルシフトアッセイ O

メチル化していないオリゴヌクレオチドではDNA-蛋
白複合体を形成し，主に抗 c-Jun抗体でスーパーシ
フトを受け，抗JunD.Fra2抗体で部分的にブロッ
クシフトを受けた(矢印)。メチル化したオリゴヌク

レオチドでは DNA-蛋白複合体は形成されなかった。

免疫染色 b

症例 TrkA NGF p7SNG限

No， 組織型 スァシ
神周浸潤経囲a 

過胞細 干線甲維栓 H管卒 ラ島氏 癌胞細 神線維経 月管草 フ島民 癌胞細 干線甲維経 H管ヰ フ島民

中分化 IVa ne2 + ± + + + + + ++ ++ 

2 高分化 IVb ne3 + 土 + 主 士 ++ ++ ++ 

3 高分化 ;dVa ne2 + N' ++ + N' ++ ++ N' 

4 粘液 IVb ne2 + + N' N' 士 N' N' ++ N' N' 

5 高分化 IVb nel N' ++ 土 ± N' ++ ++ N' 

6 粘液 IVb neO N' + + N' + 土 +十 N' 土

7 中分化 IVb ne3 + 土 + + 土 + + ± ++ 土 土

8 高分化 IVb nel + + + + + ++ ++ 土 ++ 土 士

a 神経周囲浸潤:侵されている末梢神経線維の割合で4段階に分けている(neO:0%; nel: <40%; ne2・40-ω%;ne3・>60%)

b 免疫染色陰性;:1:弱陽性(<30%);+:陽性(30-60%);++強陽性(>ω%または染色性の強いもの)

c N:標本上評価不能
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b 

図 6:第N期の隣府症例 1(図 1)の免疫染色。 (a)痛
中心部o TrkAとNGFが主に臆療細胞に見られ， p 

75NGl'Rの発現はなかった。 (b)神経周囲浸潤部。神経周

囲の腫場細胞にTrkA発現を強く， NGF発現を明く

め， p75NGFR発明は末梢神経東に見ら

考 嬢

おける

発現調節機構について検討した。 TrkAフ。口モータ

コンストラクトを一過性に導入して測定された転写活

性は，半定量的RT-PCRで評価した定常状態での

mRNA発現とは相関せず，エピジェネティックな機

構により遺伝子発現が制御される可能性が考えられたo

TrkAプロモーターにはCpGアイランドの基準は満た

さないものの円多数のCpGが転写・翻訳開始部位付

近に認められた。また，サザンプロットとパイスルフ

イトマッピングで各細胞株のDNAメチル化を解析す

ると，定常状態のTrkAmRNA発現はメチル化の程

度と正の相関関係を示した。

CpG loci 
2 
a 

踏外分泌腺部

鯨内分泌線部

くも00α工ロPα町吹ち
癒中心部

。?ウ井秀JJ俸高LJ
神経期間灘潤部

⑥玄m
図7:梓縮マイクロダイセクシ沼ン検体のパイスルファ

イ卜マッピング。上に解析部位(十13/十129)の模式図
を示すが，縦線は CpG部位で番号は下の円グラフに

対応している O 円グラフはらクローンの中のメチル

化の割合告示す。 1正常牌から席中心部，神経問問

潤した先端部に行くに従い， AP-1類似配列周囲にメ

チル化が集積する傾向が見られた。写真は左からそれ

ぞれマイクロダイセクション施行前，採取検体，嫡行

後の画像である。
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は，プロモーターのCpGアイランドではDNA

メチル化によって転写抑制が起こることが知られてお

り， メチルイヒCpG結合蛋白の非特異的な結合とヒス

トン修飾酵素のリクルートを介してクロマチン凝集，

遺伝子抑制がおこる主主泌)。しかし一方で，転写因子結

合部位においてはメチル基が付加されたために配列特

る事も起こりうる

自体でなく，その近傍のCpG

メチルイヒがi直接的に転写因子のDNA結合能

ることや27.ペメチル化依存性で配列特異的なDNA

結合蛋白が間接的に転写悶子のDNA結合能に影響す



る鈎)ことも報告されてきた。本研究ではTrkA遺伝子

転写開始部位近傍のAP-1類似配列におけるメチル化

集積が遺伝子発現を促進する機構について更に検討し

fこO

メチル化によるTrkA転写克進機序としては， (a) 

転写抑制的なAP-1類似部位がメチル化自体や，そこ

に結合する転写抑制因子によって不活化される可能性

や， (b)メチル化部位が新たなAP-1として認識される

こと叫が考えられるが，今回， AP-1類似部位を欠い

たプロモーターの活性が低下したことから，この部位

が転写抑制に働くことが示唆された。またゲルシフト

アッセイではAP-1類似部位に結合していたc-Jun二量

体がメチル化によって結合阻害を受けたことから， A

P-1類似部位周囲のメチル化が直接的に，負に働く A

P-1へのc-Jun結合を阻害した結果， TrkA転写が促進

されたと考えられた。このように非CpGアイランド

におけるCpGのメチル化が癌の進展過程においてエ

ピジェネティックに遺伝子発現を抑制する可能性が示

唆された。

一方，拝癌病理組織検体の免疫染色では，神経周囲

浸潤を呈する第W期の梓管癌の細胞質にTrkAの強発

現を認めたが(図 6)これは以前の報告14山と同様の

傾向であり，牌癌におけるTrkAの重要性が示唆され

た。また醇癌組織を選択的に切り出して詳細なメチル

化解析を行ったところ，梓癌浸潤先端部に行くに従い，

AP-1類似配列直下にメチル化の集積が観察された

(図 7，5-7番目のCpG)。症例数は少ないが，神経周

囲浸潤部では癌中心部と比べて多くのメチル化CpG

が見られ，メチル化とTrkA発現は生体内でも正の相

関が示された。このように牌癌病変においてTrkA発

現はエピジェネティックな調節を受けており，発現調

節の多様性と可塑性は，拝癌が神経周囲に浸潤してい

く過程で重要と考えられた。翻訳開始部位直下のメチ

ル化(図7，10-14番目のCpG)は非癌部の醇臓に多数

見られるが，癌細胞株や癌検体lこTrkA発現とは関連

しておらず，発現制御に有意ではないと考えられる。

しかし一方で，メチル化の集積自体はクロマチン凝集

を惹起しTrkA遺伝子発現抑制につながる事が予想さ

れるため3D TrkAフ。ロモーターメチル化は一時的で

可塑的な正の調節機構として醇癌進展の過程に役割を

果たしていることが示唆された。また，大腸癌細胞株

でもTrkAのエピジェネティックな発現調節が示され

ており， NGF-TrkA系が他臓器の癌の進展にも同様

に関与している可能性がある O このように，癌が原発

部位から周囲組織に広がる際に，環境に応じて新たに

獲得される癌細胞の形質は，最終的には遺伝子変化に

よって安定化すると考えられるヘ
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エピジェネティックな遺伝子発現調節機構に遺伝子

変異と比べて可塑的で，細胞や組織の周囲環境に容易

に影響されるものであり，腫場組織の形態に基づいた

部位特異的な解析が必須である。
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Methylation around the AP-l binding site in the TrkA promoter 

positively affects TrKA expression during pancreatic cancer progression 

Masayo Fujimoto 

Division of Molecular Pathology， Department of Biomedical Informatics， 
Kobe University Graduate School of Medicine 

ABSTRACT: Nerve growth factor and its high affinity receptor TrkA are thought to be invo1ved in 

the progression of various cancers. This study investigated the mechanism regu1ating aberrant or 

increased TrkA expression in various cancer cell lines and during pancreatic cancer progression. 

Sodium bisu1fite mapping revea1ed that steady-state TrkA expression positive1y corre1ated with 

accumu1ation of methy1ated CpG around the AP-l-like site in the 5' -untrans1ated region. Moreover， 

de1etion of the AP-l-like site increased TrkA promoter activity， indicating that this site functions as 

a negative regu1ator of TrkA expression. E1ectrophoretic mobility shift assay showed that the 

AP-l-like site was main1y bound by c-Jun homodimers. Binding was b10cked by the induction of 

methy1ation， indicating that activation of TrkA gene expression by methy1ation was caused by direct 

interference of c-Jun binding to the negative regu1atory AP-l-like site. Furthermore， the accumu1ation 

of methy1ated CpG， especially around the AP-l-like site， was a1so observed with increased TrkA 

immunohistochemica1 staining in cases of advanced pancreatic adenocarcinoma. Taken together with 

the fact that the TrkA promoter 1acks typica1 CpG is1ands， CpG methy1ation at sites other than the 

CpG is1and can p1ay a crucia1 epigenetic ro1e in the versatility and p1asticity of TrkA expression 

during cancer progression. 
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