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博士論文 

 

高異型度卵巣漿液性癌における SMYD2 の機能解析および 

SMYD2 選択的阻害剤の治療効果の検討 
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要旨 

本研究では、リシンメチル化酵素 SMYD2 が PARP1 の 528 番目のリシン基をメチル化

して PARP1 活性を増加させることにより PARP（Poly(ADP-ribose) polymerase）阻害

剤（オラパリブ）による合成致死の誘導を減弱させる可能性に着目し、高異型度卵

巣漿液性癌（HGSOC）において、SMYD2 が新規治療戦略になり得るか検証した。 

HGSOC 臨床検体において、SMYD2 の有意な発現亢進が認められ、HGSOC 細胞におい

て、SMYD2 の抑制により細胞増殖抑制およびアポトーシス誘導が認められた。 

HGSOC 細胞に対する SMYD2 選択的阻害剤（LLY-507）の単剤療法にて抗腫瘍効果が認

められ、LLY-507 とオラパリブの併用療法にて相加効果が認められ、SMYD2 が新規治

療戦略になり得る可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 4 

序文 

卵巣癌の疫学 

卵巣癌は、全世界において、年間 239,000 人の新規症例数（全てのがん症例の

3.6%）、年間 152,000 人の死亡人数（全てのがん死亡の 4.3%）であり、女性におけ

る世界の 7番目に多い悪性腫瘍、8番目の死因である [1]。卵巣癌は、初期に発見、

診断に至った場合は治癒が可能であるが、初期には自覚症状が乏しい[2,3]。米・英

における卵巣癌患者の約 75%は stageⅢ/Ⅳで診断され、5年生存率は 47%である

[4]。本邦では、40%以上が stageⅢ/Ⅳ期で診断され[5]、2009-2011 年に診断された

卵巣癌の 5年生存率は 60%[6]、2011 年初回治療例の 5年生存率はⅢ期が 48.2、Ⅳ期

が 30.5%であった[7]。卵巣癌の罹患者数は 10,438 人(2015 年)、死亡者数は 4,784

人(2018 年)であり、罹患率、死亡率ともに漸増傾向にある[6]（図 1,2）。 

 

 

図 1）人口 10万人当たりの部位別罹患率の年次推移 

部位別 罹患率（全国推計値）年次推移 [女性、全年齢]



 5 

 

図 2）人口 10万人当たりの部位別死亡率の年次推移 

 

卵巣癌の組織型 

卵巣悪性腫瘍の 95%以上が、上皮性卵巣癌である[4]。卵巣癌は単一疾患ではなく、

病理形態学的・分子学的特性から少なくとも 5つの組織型－高異型度漿液性癌

(HGSOC)、低異型度漿液性癌(LGSOC)、明細胞癌、類内膜癌、粘液性癌、に分類され

る[4,8]。近年のゲノム解析による遺伝子背景の違いから、漿液性癌において、TP53

変異を有する HGSOC と KRAS および BRAFの変異を有する LGSOC は異なる組織型であ

ると考えらえている[4]。北米・欧州と本邦の卵巣癌の組織型の割合は異なる傾向を

示しており、北米・欧州では HGSOC が約 70%を占め、明細胞癌は 5%程度であるとこ

ろ、本邦では、明細胞癌が約 24%を占め、漿液性癌は約 33％である[4,8,9]（図

3）。 

部位別 死亡率（全国推計値）年次推移 [女性、全年齢]



 6 

 

図 3）卵巣癌の組織型分類 

卵巣癌は単一疾患ではなく、病理形態学的・分子学的特性から少なくとも 5つの組

織型に分類される。 

 

高異型度卵巣漿液性癌(HGSOC) 

これまでは、卵巣皮質の封入嚢胞(CICs: cortical inclusion cyst）が HGSOC の原

発とされてきたが[8,10]、正常卵管上皮にみられる p53変異（p53 signature）や漿

液性卵管上皮内癌（STIC: serous tubal intraepithelial carcinoma）の存在か

ら、卵管上皮・卵管采上皮も原発となることが明らかとなった[11-13]（図 4）。 

漿液性癌

33%

明細胞癌
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類内膜癌

17%

粘液性癌
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その他

17%

(CA CANCER J CLIN 2019;69:280–304)

本邦

2017年度患者年報. 日産婦誌 2019;71:669-724.
2020年卵巣癌治療ガイドライン
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70%

LGSOC
10%

明細胞癌
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粘液性癌
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BRAF変異：38%
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HGSOC: 高異型度卵巣漿液性癌
LGSOC:  低異型度卵巣漿液性癌

TP53変異：97%以上

(本人作成)
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図 4）HGSOC の発生起源仮説 

HGSOC は、その約半数が卵巣皮質の封入嚢胞、残りの半数が正常卵管上皮にみられる

p53変異および STIC の存在から卵管・卵管采上皮が原発であると考えられている。 

 

HGSOC の特徴として、TP53変異(97%以上)や高度のゲノム不安定性に伴うコピー数変

化（CNAs: copy number alterations）を示す[4]。TCGA(The Cancer Genome Atlas)

にて、HGSOC の約半数に相同組換え修飾異常（Homologous Recombination 

Deficiency, HRD）が認められ[14,15]、約 15-20%に生殖細胞系列あるいは体細胞の

BRCA1/2変異が認められる[14,16]。遺伝性乳癌卵巣癌症候群（Hereditary Breast 

and Ovarian Cancer (HBOC) syndrome）は、常染色体優性の遺伝形式をとる生殖細

胞系列の BRCA1/2変異を伴い、卵巣癌に関しては、生涯発症率は BRCA1変異で約 40-

60%、BRCA2変異で約 20%である[17,18]。BRCA1 alterationを伴う卵巣癌の 11%に

DNA メチル化亢進（プロモーターのメチル化亢進による BRCA1 のエピジェネティック

なサイレンシング）が認められるとされるが [14]、BRCA2 の DNA メチル化は一般的

ではなく、BRCA2 の DNA メチル化がみられたとしても、BRCA2 の mRNA 発現レベルと

相関を認めないことが報告されている[19]。 

正常卵管上皮

STIC, p53変異（p53 signature）

漿液性癌

卵巣

卵管

卵巣皮質の封入嚢胞

STIC: Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma（漿液性卵管上皮内癌）
(本人作成)
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卵巣癌の治療 

卵巣癌の標準治療は、腫瘍減量手術、プラチナ製剤・タキサン製剤を併用した化学

療法、分子標的治療薬（血管新生(vascular endothelial growth factor: VEGF)阻

害剤、PARP(Poly(ADP-ribose) polymerase)阻害剤による維持療法である[20]。卵巣

癌は、手術による残存腫瘍量が少ない程、化学療法が奏功しやすい[21]。国際的な

臨床試験から得られた知見から導き出された Gynecologic Cancer Inter Group 

(GCIG)による提言は、全ての卵巣癌患者に善い治療を行う上で、婦人科腫瘍医によ

る残存腫瘍なし(R0)を目指す腫瘍減量手術、組織型の診断、腫瘍や症例の性質に合

わせた維持療法の重要性を強調している[22-24](図 5)。 

 

 

図 5）卵巣癌治療の全体像 

卵巣癌の治療は、腫瘍減量手術、化学療法、維持療法からなる。 

手術

化学療法

維持療法

残存腫瘍量が少ない方が奏功しやすい

残存腫瘍ゼロを目指す

PARP阻害剤（オラパリブ、ニラパリブ）

VEGF阻害剤（ベバシズマブ）

婦人科腫瘍医による

・残存腫瘍なしを目指す腫瘍減量手術

・組織型の診断

・腫瘍や症例の性質に合わせた維持療法

(Gynecologic Cancer International Group, 2017)
(本人作成)
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本邦における PARP 阻害剤の適応  

2018 年に、Olaparib（オラパリブ）が「白金系抗悪性腫瘍剤感受性の再発卵巣癌に

おける維持療法」に対して適応承認となり、2019 年に「BRCA遺伝子変異陽性の卵巣

癌における初回化学療法後の維持療法」、2020 年 12月には「相同組換え修復欠損を

有する卵巣癌におけるベバシズマブ（遺伝子組換え）を含む初回化学療法後の維持

療法」が追加承認された[25]。2020 年 9月に、Niraparib（ニラパリブ）が「卵巣癌

における初回化学療法後の維持療法、白金系抗悪性腫瘍剤感受性の再発卵巣癌にお

ける維持療法、白金系抗悪性腫瘍剤感受性の相同組換え修復欠損を有する再発卵巣

癌」に対して適応承認となった[26]。（図 6） 

 
図 6）本邦における PARP 阻害剤の適応 

本邦の PARP 阻害剤のオラパリブとニラパリブの適応承認の一覧を示す。 

 

リムパーザ（一般名：オラパリブ、アストラゼネカ） 1回300mg  1日2回内服 錠剤

適応：＜2018年1月承認＞

「白金系抗悪性腫瘍剤感受性の再発卵巣癌における維持療法」

＜2018年7月承認＞

「がん化学療法歴のあるBRCA遺伝子変異陽性かつHER2陰性の手術不能又は再発乳癌」

＜2019年6月承認＞

「BRCA遺伝子変異陽性の卵巣癌における初回化学療法後の維持療法」

＜2020年12月承認＞

「相同組換え修復欠損を有する卵巣癌におけるベバシズマブ（遺伝子組換え）を含む初回化学療法後の維持療法」

「BRCA遺伝子変異陽性の遠隔転移を有する去勢抵抗性前立腺癌」

「BRCA遺伝子変異陽性の治癒切除不能な膵癌における白金系抗悪性腫瘍剤を含む化学療法後の維持療法」

セジューラ（一般名：ニラパリブ、武田薬品） 1回200mg  1日1回内服 カプセル

適応：＜2020年9月承認＞

「卵巣癌における初回化学療法後の維持療法、

白金系抗悪性腫瘍剤感受性の再発卵巣癌における維持療法、

白金系抗悪性腫瘍剤感受性の相同組換え修復欠損を有する再発卵巣癌」

現時点では乳癌の適応はなし

BRCA遺伝子変異の有無にかかわらない

(本人作成)
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PARP 阻害剤の作用機序 

PARP1 は、DNA 結合ドメイン(DBD: DNA binding domain)により DNA一本鎖切断部位

を検出して結合する（図 7）。 

 

図 7）PARP1ドメイン構造とオラパリブの結合部位 

PARP1ドメイン構造[27]、オラパリブの結合部位[28] 

 

PARP1 が DNA切断部位に結合すると、NAD+(Nicotinamide Adenine Dinucleotide)を

加水分解し、poly(ADP) ribose (pADPr) の合成を活性化する（PARP1 のポリ ADP リ

ボース化）。合成した pADPr の高密度の負電荷により、PARP1 は DNA との親和性を失

い、DNA損傷部位への修復蛋白がリクルートされ、塩基除去修復が行われる[29]。ま

た、PARP1 は、トポイソメラーゼⅠ切断複合体と DNA二本鎖切断の修復[29]において

も重要であり、また、クロマチン構造の調整や DNA メチル化の状態を変更や、転写

因子と相互作用する可能性が示唆されている[30]。 

CN

Cataly&c domain

524 1014

ARTHD
662 7856 645530

WGRADDBD NLS
387

Zinc fingers

（アミノ基） 360

PARP1
DBD: DNA-binding domain
AD: Automodifica&on domain
NLS: Nuclear localiza&on signal
HD: Helical domain
ART: ADP-ribosyl transferase

PARP阻害剤
（オラパリブ）

(本人作成)
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PARP 阻害剤は、PARP1 のカタリティックドメインに結合し（図 7）、PARP1 の活性を

低下させて塩基除去修復の機能低下を引き起こし、BRCA1/BRCA2変異や他の HRD を伴

う場合、細胞内に DNA損傷が蓄積し DNA二本鎖切断を引き起こして合成致死

（synthetic lethality）を誘導する[31]（図 8）。 

 

図 8）PARP-BRCA 合成致死モデル 

PARP1 は DNA損傷部位へ結合し、NAD+を加水分解してポリ ADP リボースの合成を活性

化することにより、DNA一本鎖切断部位の塩基除去修復を行う。BRCA1/BRCA2変異な

どの相同組換え修復異常を伴う場合、PARP の阻害は DNA二本鎖切断を引き起こし、

合成致死を誘導する。 

 

また、PARP 阻害剤は、相同組換え経路が不全の際に亢進する非相同末端結合（NHEJ)

の DNA修復経路を妨げ[32]、DNA複製フォークを妨害する[33]。PARP1 の捕捉能は、

オラパリブ＞ニラパリブであり、PARP1 の捕捉能が高いほど細胞障害能が高い[28]。 

PARP1

pADPr

NAD+

ニコチンアミド

DNA鎖切断

DNA鎖切断

DNA二本鎖切断

合成致死

NAD+: Nicotinamide Adenine Dinucleotide
HRD: 相同組換え修復異常
pADPr: ポリADPリボース

PARP阻害剤

塩基除去修復

HRD BRCA1/2変異

PARP阻害剤

PARP1PARP1

PARP1

PARP1

PARP1

(本人作成)
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オラパリブ（Olaparib） 

オラパリブは、BRCA1/2変異症例で奏功し、特にプラチナ製剤感受性において高い奏

功がみられる[34-39]。セカンドライン以上の治療歴があるプラチナ製剤感受性

HGSOC で BRCA変異陽性の患者(n=295)に対するオラパリブ内服について評価した第Ⅲ

相無作為化試験（SOLO2/ENGOT-Ov21）の結果は、オラパリブ投与群(19.1ヶ月 [95% 

CI, 16.3–25.7]) の方がプラセボ群(5.5ヶ月 [5.2–5.8]; HR, 0.30 [95% CI, 0.22–

0.41]) よりも有意に無増悪生存期間(PFS)が延長した(P<.0001)[37]。グレード 3 以

上の有害事象は、貧血(19%)であった。 

NCCN(National Comprehensive Cancer Network guidelines)は、BRCA変異の有無に

関わらず、プラチナ製剤感受性再発卵巣癌の維持療法としてオラパリブを使用する

ことを推奨している[40]。また、米国では、プラチナ製剤への感受性に関わらず、

germline BRCA(gBRCA)変異を有する進行卵巣癌患者への治療としても使用されてい

る[41]。本邦のガイドラインでも、BRCA1/2 遺伝子変異を有するプラチナ製剤感受

性再発卵巣癌症例に対して、プラチナ製剤を含む化学療法で奏効した後にオラパリ

ブの維持療法を行うことを推奨しており、また、BRCA変異のない、もしくは不明な

プラチナ製剤感受性再発卵巣癌症例に対して、プラチナ製剤を含む化学療法で奏効

した後にオラパリブの維持療法を行うことを提案している[8]。 
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ニラパリブ（Niraparib） 

NCCNは、セカンドライン以上のプラチナ製剤による治療歴を有し、直近の再発治療

で CR/PR を認めるプラチナ製剤感受性再発卵巣癌に対する維持療法として、ニラパ

リブを使用することを推奨している[40]。プラチナ製剤感受性再発卵巣癌に対する

ニラパリブ（300mg）群とプラセボ群を比較した第Ⅲ相臨床試験（ENGOT-

OV16/NOVA）の結果は、gBRCA変異を有するニラパリブ群の PFS が有意に延長し(21.0 

vs. 5.5 months) (HR, 0.27; 95% CI, 0.17–0.41)、gBRCA変異を有さないが HRD を

有するニラパリブ群の PFS (12.9ヶ月 vs 3.8ヶ月) (HR, 0.38; 95% CI, 0.24 to 

0.59)、gBRCA変異も含め HRD を有さないニラパリブ群の PFS（9.3ヶ月 vs 3.9ヶ

月）（HR, 0.45; 95% CI, 0.34 to 0.61; P<0.001）も有意に延長した[42]。グレー

ド 3/4 の有害事象は、血小板減少症(33.8%)、貧血(25.3%)、好中球減少症(19.6%)で

あった[42]。 

また、プラチナ製剤感受性再発卵巣癌（HGSOC、類内膜癌）に対して、ニラパリブ

（300mg）群とニラパリブ（300mg）・ベバシズマブ（15 mg/kg、3週おき）併用群を

比較した第Ⅱ相臨床試験（NSGO-AVANOVA2/ENGOT-ov24）の結果は、ニラパリブ・ベ

バシズマブ併用群の方が有意に PFS を延長した(11.9ヶ月 [95% CI 8.5–16.7] vs 

5.5ヶ月 [3.8–6.3]) ([HR] 0.35 [95% CI 0.21–0.57]; p<0.0001)[43]。 
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エピゲノム 

エピゲノムは、ゲノムにおける DNA とヒストンのエピジェネテッィクな修飾全体の

総称であり、エピジェネティックな修飾は、DNA配列を変更せずに、遺伝子発現やク

ロマチン構造の変化に影響を及ぼす DNA およびヒストンの修飾のことである[44]

（図 9）。がんゲノム解析は、バイオマーカーやがん治療標的を同定することに重要

な役割を果たした[44]。最近 20 年の急速なエピゲノム研究の発展により、「がん」

の概念が、ゲノムの異常と同等にエピゲノムの異常による病であることが明らかに

なってきている[45]。 

 

 

図 9）エピゲノムの模式図 

エピゲノムは、ゲノムにおける DNA とヒストンのエピジェネテッィクな修飾全体の

総称であり、ヒストン修飾、DNA メチル化、ncRNA により遺伝子発現やクロマチン構

造の変化が複雑に調節されている。 
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(本人作成)
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DNA メチル化 

がんのエピゲノム研究において、CpG アイランド（プロモーター領域）における DNA

メチル化の亢進が、遺伝子の転写抑制と機能不全を伴うことは最も知られていると

ころである[46-48]。ほとんどのがん腫において、数百もの遺伝子に DNA メチル化の

亢進がみられることが明らかとなっている[46,47]。また、DNA メチル化の亢進が

microRNAs(miRNAs)の転写を抑制することでがん遺伝子を活性化の方向へ調節するこ

とも明らかになってきている[49]。 

 

ヒストン修飾 

ヌクレオソームは、4種類のコアヒストン（H2A、H2B、H3、H4）からなる 8量体に

DNA が約 2周巻きついて形成されている[50]。ヒストンは、その N末端のヒストンテ

ールにおいて、アセチル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化、SUMO(Small 

Ubiquitin- related(like) Modifier)化といった様々な翻訳後修飾を受けることに

より、クロマチンの立体構造を変化させて遺伝子発現を調節する[51-53]。 
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ヒストンメチル化 

ヒストンメチル化酵素（histone methyltransferases: HMTs)は、発見当初はヒスト

ン蛋白のみをメチル化するとされたが、後に非ヒストン蛋白もメチル化することが

明らかとなり、リシン基に対して特異的なメチル化酵素（Lys-specific 

methyltransferases: KMTs）は、PKMTs(Protein Lys-specific methyltrans-

ferases）と総称されるようになった。ヒストンのメチル化は、主にアルギニン基、

リシン基に生じる。PKMTs は、リシン基のεアミノ基を、adenosyl-l-methionine 

(AdoMet)に依存して、モノメチル化（me1）、ジメチル化（me2）、トリメチル化

（me3）にメチル化する[54]（図 10）。 

 

 

図 10）リシン基のメチル化 

PKMTの作用により、AdoMet からリシン基のε-N末端にメチル基が転移される。 

 

ヒストンメチル化によって、クロマチン立体構造の変化により遺伝子発現（転写）

が活性もしくは抑制するかは、ヒストン(H)のリシン基(K)のメチル化の部位（何番
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目か）と量（me1, me2, me3）に左右される[50,52-59]。転写が開始されるために

は、転写因子や RNA ポリメラーゼなどがアクセスできるようにクロマチンは開いて

いる状態（ヘテロクロマチン）である必要がある[60,61]。一般的に、ヒストン H3

リシン 4（H3K4）、H3K36、H3K79 のメチル化は転写活性、H3K9、H3K27 の me2 と

me3、H4K20 のメチル化は転写抑制に働くとされている[57,62,63]（図 11）。 

  

 

図 11）ヒストンリシンメチル化の部位による転写の状態 

クロマチンが開く状態となるヒストン H3 リシン 4（H3K4）、H3K36、H3K79 のメチル

化は転写活性、クロマチンが閉じる状態となる H3K9、H3K27 の me2 と me3、H4K20 の

メチル化は転写抑制に働くとされている。 
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非ヒストン蛋白メチル化 

細胞間のシグナル伝達は、タンパク間の相互作用と、主にチロシン基・セリン基・

スレオニン基のリン酸化およびリシン基・アルギニン基のメチル化といった翻訳後

修飾により行われている[54]。メチル化酵素は、非ヒストン蛋白のリシン基、アル

ギニン基をメチル化することで、シグナル調節などにより細胞機能を幅広く調節し

[58]、がんの病態にも関連する[54]。また、転写因子の作用により、メチル化され

る基質の同部位でリン酸化されるというような翻訳後修飾のクロストークは顕著に

みられる。隣り合うメチル化とリン酸化の相互作用が、離れた場所での翻訳後修飾

クロストークを生じることもある（メチル化-リン酸化スイッチ）[64]。 

 

“writer–reader–eraser”モデル 

メチル化により調節を受ける生物学的機能は、クロマチン構造の再構築[65]、転写

[65,66]、DNA複製・合成・修復[67]、タンパク合成[68]、RNA代謝[69-71]、細胞周

期[66,72]、アポトーシス[73]、シグナル伝達[74]に留まらない[54]。 

メチル化のモデルとして、“writer–reader–eraser”モデルが提唱されている（図

12）。このモデルは、メチル基を付与するメチル化酵素（Writer）、メチル基を外

す脱メチル化酵素（Eraser）、メチル基結合ドメインを持つエフェクタータンパク

（readers）から成るモデルである。メチル化された基質は、タンパクの構造、活
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性、細胞内局在、エフェクタータンパク(Reader)との相互作用を変更する

[55,75,76]。 

 

図12）“writer–reader–eraser”モデル 

メチル基を付与するメチル化酵素（writer）、メチル基を外す脱メチル化酵素

（eraser）、メチル基結合ドメインを持つエフェクタータンパク（readers）により

構成される。 

 

ヒストンメチル化は、ヒストンメチル化酵素（Writer）によりアミノ酸側鎖の電荷

を変更せずに、me1、me2、me3にメチル化の状態を変更することが可能であるため、

ヒストンメチル化の働きの大部分は、メチル化の部位を識別するエフェクタータン

パク(Reader)の働きによるものと考えられている[63]。エフェクタータンパク

(Reader)は、メチル基-リシン基結合モチーフを含んでおり、メチル化の部位および
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周囲のアミノ酸配列から標的とするメチル基-リシン基を識別することが可能である

[77]。 

 

リシンメチル化酵素 SMYD2 

SMYD2、SET (Su (var)3-9, Enhancer-of-zeste, and Trithorax) and MYND 

(myeloid translocation protein-8, Nervy, and DEAF-1) domain-containing 2、

の略称である。SET ドメインは、130-140個のアミノ酸から成る保存配列を有し、

MYNDドメインは、zinc finger モチーフで蛋白同士の相互作用に関わる[78]。 

SMYD2 は、SMYDファミリー(SMYD1〜5)の一つで、H3K4 をモノメチル化(me1)および

H3K36 をジメチル化(me2)し、転写活性に遺伝子調節を行う[57]。SMYD2 は、HSP90 が

不在の状況で H3K36 をジメチル化(me2)し[79]、HSP90 の存在下で H3K4 をモノメチル

化(me1)する[78,79]。H3K36me2 は、マクロファージの IL-6 と TNF-αの産生を抑制

する[80]。 

他にも、SMYD2 は、p53[81]、Rb[82]、PARP1[83]、HSP90[84]、ERα[85]、EML4-

ALK[86]、β-カテニン[87]、PTEN[88]、MAPKAPK3[89]、STAT3[90]、p65(NF-κ

B)[90]など様々な非ヒストン蛋白をモノメチル(me1)化し、細胞機能を調節している

[91]。SMYD2 がリシンメチル化酵素である EZH2 の 307 番目のリシン基をメチル化す

ることで EZH2 の安定性を高めて転写抑制を増強したり[92]、SMYD2 による H3K36 の

ジメチル化が、Sin3A(transcriptional co-repressor SWI-independent 
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3A)/HDAC(ヒストン脱アセチル化酵素)複合体との相互作用で転写抑制に働いたり

[79]、DNMT(DNA メチル化酵素)1 をリクルートして DNA メチル化を亢進したりするこ

と[93]が報告されている（図 14）。 

 

 

図 14）SMYD2 の機能のまとめ 

SMYD2 は、ヒストンメチル化酵素として、H3K4 をモノメチル化(me1)および H3K36 を

ジメチル化(me2)して転写活性に遺伝子調節を行い、非ヒストンタンパクメチル化酵

素として、p53や PARP1 を始めとする様々な非ヒストンタンパクのメチル化を行う。

また、HDACや DNA メチル化酵素との相互作用、マクロファージへの作用が報告され

ている。HDAC: ヒストン脱アセチル化酵素 
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SMYD2 は、PARP1 の 528 番目のリシン基をメチル化し PARP1 を活性化する[83]（図

13）。 

 

図 13）SMYD2 の PARP1 のメチル化部位 

SMYD2 は PARP1 の 528 番目のリシン基をメチル化し PARP1 を活性化する。 

PARP1ドメイン構造[27] 

 

SMYD2 は、PARP1 を抑制することで DNA傷害性薬剤の効果を高めることが報告されて

おり[94]、SMYD2 の阻害が PARP1 の活性を減少させ、化学療法や放射線治療への感受

性を高める可能性が示唆されている[82,95]。また、腎明細胞癌において、SMYD2 選

択的阻害剤（AZ-505）とチロシンキナーゼ阻害剤スニチニブとの併用療法が、

SMYD2/miR-125b/DKK3 パスウェイの阻害により相乗効果が認められたことや[96]、膵

管腺癌において、SMYD2 選択的阻害剤（BAY-598）とゲムシタビンの併用効果が認め

られたことが報告されている[89]。 
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SMYD2は、卵巣明細胞癌[97]、子宮頸癌[98]、トリプルネガティブ乳癌[90]、食道癌

[99]、非小細胞肺癌[86]、胃癌[100]、膵管腺癌[89]、膀胱癌[82]など、様々ながん

腫で発現亢進が認められる。子宮頸癌[98]、食道癌[99]、小児急性リンパ芽球性白

血病[101]、腎明細胞癌[96]、胃癌[100]においてSMYD2の発現亢進が予後不良と相関

することが報告されている。大腸癌において、SMYD2の発現亢進がAPCを抑制するこ

とによりWnt/βカテニンパスウェイを亢進させ、上皮間葉転換（EMT: Epithelial 

Mesenchymal Transition）を誘導して、転移を促進することが報告されている

[93]。 

SMYD2は多様な機能を持ち、その全容は明らかではないが、がんの発生・進展や抗が

ん剤耐性に関与している可能性が示唆される。 

 

SMYD2 選択的阻害剤（LLY-507） 

LLY-507(3-cyano-5-{2-[4-[2-(3-methylindol-1-

yl)ethyl]piperazin-1-yl]-phenyl}-N-[(3-

pyrrolidin-1-yl)propyl]benzamide)は、他の様々な 

図 15）LLY-507 の構造式    メチル化酵素および非メチル化酵素の標的よりも 

SMYD2 に対して 100倍以上の選択性を有している[91]。 
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目的 

初期の卵巣癌は自覚症状に乏しく、多くはstageⅢ/Ⅳに診断され、5年生存率は50%

を下回る。卵巣癌の治療は、残存腫瘍ゼロを目指す手術と化学療法、維持療法が主

体となり、化学療法、維持療法の奏功が重要な予後因子となる。PARP阻害剤（オラ

パリブ）は、BRCA遺伝子変異やHRDを有する卵巣癌およびプラチナ製剤感受性再発卵

巣癌に対する維持療法として承認されている。オラパリブは、PARP1に結合し、

PARP1活性を低下させることによりDNA損傷を蓄積させ合成致死を誘導する。本研究

では、リシンメチル化酵素SMYD2がPARP1の528番目のリシン基をメチル化してPARP1

活性を増加させることによりオラパリブによる合成致死の誘導を減弱させる可能性

に着目し（図16）、HGSOCに対してSMYD2が新規治療標的になり得るか、LLY-507が新

規治療戦略となり得るか検証した。 

 

図 16）本研究の着目点 

SMYD2 により PARP1 がメチル化し、PARP1 活性を増加させることによりオラパリブに

よる合成致死の誘導を減弱させる可能性（赤矢印）に着目した。 
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方法 

新鮮凍結検体 

2010 年から 2016 年にかけて、東京大学医学部附属病院にて採取された、35 症例の

治療歴のない HGSOC 検体と 5症例の正常卵巣検体を使用した。 

本研究は、東京大学ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会より承認を受けてい

る。（倫理番号：683-19） 

 

細胞株および細胞培養 

HGSOC 細胞株として以下の 9種類の細胞株を使用した。 

・JHOS2、JHOS3、JHOS4、HTOA：理化学研究所(茨城県) 

・KURAMOCHI、OVSAHO、OVKATE、TYKnu：JCRB細胞バンク(大阪府) 

・OVCAR3：American Type Culture Collection (ATCC; Manassas) 

以下の培地（1% ペニシリン/ストレプトマイシンを含有）を使用した。 

・JHOS2、JHOS3、JHOS4：DMEM/F12培地 + 10% FBS  

・KURAMOCHI、OVSAHO、OVKATE：RPMI培地 + 10% FBS  

・OVCAR3：RPMI培地 + 20% FBS 

・TYKnu：DMEM 培地 + 10% FBS 

・HTOA：HamF12 培地 + 10% FBS 

細胞培養は、37℃、5%CO2濃度の湿潤環境にて行った。 
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siRNA トランスフェクション 

10cm dishで前培養を行った翌日に、Lipofectamine-RNAi MAX Transfection 

Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を使用して、終濃度 100nM となるように

siRNA トランスフェクションを行った。siRNA トランスフェクションは、Opti-MEM 

Medium を使用し、siRNA トランスフェクションから 3-4時間後に、FBS と抗菌薬を含

む培地にて培地交換を行い、その後、細胞回収まで培地交換は行わなかった。 

siRNA は Sigma-Aldrichより購入した。配列を以下に示す。 

・siSMYD2 #1 [88] 

sense: 5’-GAAUGACCGGUUAAGAGA-3’、antisense: 5’-UCUCUUAACCGGUCAUUUC-3’ 

・siSMYD2 #2 [102] 

sense: 5’-GAUUUGAUUCAGAGUGACA-3’、antisense: 5’-UGUCACUCUGAAUCAAAUC-3’ 

・MISSION siRNA Universal Negative Control (siNC)をネガティブコントロール

siRNA として使用した。 

 

RNA抽出、逆転写反応、リアルタイム PCR 法 

RNeasy Mini Kit (50)(QIAGEN)を使用して抽出した RNAサンプルを、65℃で 5分間

インキュベートして変性させ、ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA 

Remover(東洋紡)を使用して、ゲノム DNA除去反応、逆転写反応（37℃ 5分 →98℃ 

5分）を行った。リアルタイム PCR 法は、One-Step SYBR Prime Script RT-PCR Kit 
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(タカラバイオ)を使用し、プライマーの終濃度 0.5μM にて、PCRサイクル条件を、

初期変性：98℃ 2分、変性：98℃ 10秒、アニーリング：60℃ 10秒、伸長：68℃ 

30秒、40サイクルに設定した。機器は、Light Cycler instrument (Roche 

Diagnostics)を使用した。mRNA の発現量は、β-アクチン(housekeeping gene)にて

正規化を行った。プライマー配列を、表１に示す。 

 

 

表 1）プライマー配列一覧 

遺伝⼦名 プライマー配列
β-actin (housekeeping gene)-f 5’-CACACTGTGCCCATCTACGA-3’ 

β-actin (housekeeping gene)-r 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGA-3’ 

SMYD2-f 5’-ATCTCCTGTACCCAACGGAAG-3’ 

SMYD2-r 5’-CACCTTGGCCTTATCCTTGTCC-3’ 

SMYD3-f 5’-TTCCCGATATCAACATCTACCAG-3’ 

SMYD3-r 5’-AGTGTGTGACCTCAATAAGGCAT-3’ 

EZH2-f 5’-CGCTTTTCTGTAGGCGATGT-3’ 

EZH2-r 5’-TGGGTGTTGCATGAAAAGAA-3’ 

WHSC1-f 5’-TCGAAGCAGCTCTTGTGTCTAAG-3’ 

WHSC1-r 5’-TTTGGACCACACCAAATCACCAAC-3’ 

SET7-f 5’-GACACAAGGCAAATCACTCC-3’ 

SET7-r 5’-TGGTCATAGCCATAGGCAAC-3’ 

SETD8-f1 5’-TCTTGTGATTCCACCAATGCAG-3’ 

SETD8-r1 5’-CCTTCGGACAGGGTAGAAATCC-3’ 

SETD1A-f 5’-AAGGTGTACCGCTATGAT-3’ 

SETD1A-r 5’-CCAATATAGAACTCGTCCAG-3’ 

SUV39H2-f 5’-TGGGGTGTAAAGACCCTTGTG-3’ 

SUV39H2-r 5’-ATTCCCTTGTTGTCATAGAAC-3’ 

EHMT2-f 5’-GGAGGAAGCTGAACTCAGGAGG-3’ 

EHMT2-r 5’-GACTGAAGTCATCACCCACCAC-3’ 
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細胞生存アッセイ 

cell counting kit-8 solution (同仁化学研究所)を培地の 1/10量ずつ添加し、2時

間のインキュベートの後に吸光度 450nm で測定した。吸光度計は、microplate 

reader (BioTek)を使用した。細胞生存率は、siNCもしくは 0.02%DMSO (Sigma-

Aldrich)の細胞を基準にして正規化を行った。Triplicate で行った実験データを平

均値±SD で示した。 

 

抗体 

以下の抗体を使用した。 

・SMYD2 抗体 (#9734; Cell Signaling Technology) 

・cleaved PARP 抗体 (#5125; Cell Signaling Technology) 

・β-actin抗体 (A2228; Sigma-Aldrich) 

・anti-rabbit IgG, HRP-linked 抗体 (#7074S; Cell Signaling Technology) 

・anti-mouse IgG, HRP-linked 抗体 (#7077S; Cell Signaling Technology) 

 

阻害剤 

以下の阻害剤を使用した。阻害剤は、DMSO(dimethyl sulfoxide)を溶媒とした。 

・SMYD2 選択的阻害剤：LLY-507（No.S7575; Selleck） 

・PARP 阻害剤：オラパリブ（No.10621; Cayman Chemical） 
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フローサイトメトリーによる細胞周期解析 

siRNAまたは LLY-507 を添加し、72時間後の細胞を回収した。回収した細胞を、

PBS(-)で洗浄・遠心（1500rpm、5分）を 2回行った後、70%エタノールで固定、4℃

で一晩以上保存した。固定した細胞は、PBS(-)で洗浄・遠心（1500rpm、5分）を 2

回行い、エタノールを除去した。Ribonuclease A from bovine pancreas (R4875; 

Sigma-Aldrich)を、終濃度 0.5μg/ml で添加し、37℃で 20分間インキュベート後に

ヨウ化プロピジウム溶液(P4170; Sigma-Aldrich)を添加し、遮光、4℃、15分間にて

核酸の蛍光染色を行った。Epics XL instrument (Beckman Coulter)を使用して、蛍

光活性化セルソーティング（FACS）を行い、Cell Quest pro software v3.1. (BD 

Bioscience)を使用して解析を行った[103,104]。Triplicate で行った実験データを

平均値±SD で示した。 

 

免疫組織化学染色(IHC) 

HGSOC 新鮮凍結検体 35 症例のうち、入手可能であった HGSOC30 症例のパラフィン包

埋（FFPE: Formalin fixed paraffin embedded）切片（倫理番号：683-19）を使用

し、6μm に薄切して標本を作成した。55℃で 30分間のベーキングを行い、キシレン

とエタノールで脱パラフィン化し、Target Retrieval Solution with a pH of 9 

(Agilent)を使用してマイクロウェーブ法にて抗原賦活化処理を行った。Dako REAL™ 

Peroxidase-Blocking Solutionを使用して、内在性ペルオキシダーゼ不活性化処理
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を行った。標本は、1%BSA でブロッキングし、SMYD2 抗体(1:200)にて、4℃、オーバ

ーナイトで一次抗体反応を行った。標本は、Dako REAL EnVision Detection 

System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse, HRP (K5007)を使用して二次抗体反応・発

色（8分間）を行い、ヘマトキシリンにて対比染色をし、エタノール・キシレンにて

脱水・透徹し、ヒストファイン（Code:415141）にて封入し乾燥させた。IHC スコア

は、Allred score により算出した。 

Allred score: Total score (TS) = Proportion score (PS)+ Intensity score(IS) 

PS：陽性細胞の比率 (score 0: 0%, score 1:<1%, score 2: 1-10%, score 3: 10-

33%, score 4:33-67%, score 5:>67%) 

IS：染色強度 (score 0: background, score 1: weak staining, score 2: 

moderate staining, score 3: strong staining) 

IHC スコアは、スコア 0-4 を陰性、スコア 5-8 を陽性として評価した[105,106]。 

 

蛋白抽出 

10cm dishに PBS(-) 500μL を添加し、セルスクレーパーにて細胞を 1.5mL チューブ

に回収した。遠心（3000rpm, 15分）して上清を破棄し、プロテアーゼ阻害剤

（11836153001、Roche）を添加した RIPAバッファー(188-02453、和光)に細胞ペレ

ットを懸濁し、超音波破砕を行い、再度、遠心（14000rpm, 15分）して得られた上

清を回収した。 
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ウェスタンブロット法 

95℃、5分間の加熱処理を行ったサンプルを使用した。BIO-RAD Mini-PROTEAN® TGX™ 

Gels を使用し、SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis)によって分離したサンプルを、ウェット法およびセミドライ法

（トランスブロット Turbo™ 転写システム）にてメンブレン（フッ化ポリビニリデ

ン; PVDF）に転写した。Tris に溶解した 5%脱脂粉乳を使用し、室温、1時間でブロ

ッキングを行い、SMYD2 抗体(1:1000)、cleaved PARP 抗体（1:1000）、β-actin抗

体（1:5000）にて、4℃、オーバーナイトで一次抗体反応を行った。anti-rabbit 

IgG, HRP-linked 抗体および anti-mouse IgG, HRP-linked 抗体にて二次抗体反応を

行った。Amersham ECL Select (GE Healthcare Life Sciences)にて発光反応を行

い、ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare Life Sciences)を使用して検出を

行った。 

 

コロニー形成アッセイ（CFA） 

6ウェルプレートを使用し、1ウェルあたりの細胞数を 1.2×103 細胞として前培養

を行った。翌日に、LLY-507 (0.5 と 1.0 mM)とオラパリブ(0.1もしくは 1.0 mM)の単

剤もしくは 2剤を添加し、2-3日おきに薬剤添加培地を交換した。11日目に、100%

エタノールにて 2時間で固定を行い、20倍希釈したギムザ液（277-06995、和光）に
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て 1時間で染色を行った。50 細胞以上で 1コロニーとし、DMSO添加のコロニー数に

て正規化を行った。Triplicate で行った実験データを平均値±SD で示した。 

 

統計学的解析 

統計学的有意差は、エクセルと JMP Pro.v.12 を使用し、スチューデントの t検定と

ピアソンのカイ二乗検定により決定した。エクセルを使用して、SMYD2 の発現量と

Stage との相関についてピアソンの積立相関係数により分析を行った。JMP Pro.v.15

を使用して、SMYD2 の発現量と全生存期間(OS)との相関についてカプランマイヤー法

とログランク検定により分析を行った。実験データは、平均値±SD で示した。統計

学的有意差は、**P<0.05 と*P<0.01 として Figure に表記した。 
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結果 

HGSOC 新鮮凍結検体において 6種類のメチル化酵素の mRNA量が発現亢進している 

HGSOC におけるリシンメチル化酵素の発現レベルを調べるため、治療歴のない HGSOC

の新鮮凍結検体を使用し、9種類のリシンメチル化酵素の発現をリアルタイム PCR 法

にて解析した。正常卵巣(n=6)と HGSOC(n=35)を比較した結果、HGSOC において 6種

類のメチル化酵素の有意な発現亢進が認められた(p<0.01)（図 17)。 

 

 

図 17）新鮮凍結検体におけるメチル化酵素の mRNA 発現解析 

正常卵巣(n=6)と HGSOC(n=35)の新鮮凍結検体を使用し、リアルタイム PCR 法にて 9

種類のメチル化酵素の発現解析を行った。6種類のメチル化酵素(EZH2, WHSC1, 

SUV39H2, SMYD2, SETD7, SETD1A)の有意な発現亢進が認められた。実験データは、

平均値±SD で示した。 
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リシンメチル化酵素 SMYD2 が PARP1 の 528 番目のリシン基をメチル化することによ

り PARP1 活性を増加させることが報告されている[83]。SMYD2 の発現亢進が、卵巣癌

の維持療法として承認されている PARP 阻害剤（オラパリブ）による合成致死の誘導

を減弱させる可能性が示唆され、HGSOC において有意な発現亢進が認められた 6種類

のリシンメチル化酵素の中から SMYD2 に着目した。 

 

SMYD2 mRNA 発現量とステージの相関関係、全生存期間との間に有意差を認めない 

SMYD2 mRNA 発現量とステージおよび全生存期間を比較した結果、ステージと相関を

認めず、全生存期間との間に有意差は認められなかった（図 18、表 2）。 

 

図 18）SMYD2 mRNA 発現量とステージとの相関分析および全生存期間分析 

HGSOC 新鮮凍結検体（n=35）を使用した SMYD2 mRNA 発現量との比較では、ステージ

と相関を認めず、全生存期間との間に有意差は認められなかった。r: ピアソンの積

率相関係数 
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 NA: Not Available 

表 2）HGSOC 臨床検体情報 

BRCA変異情報は入手困難であった。 

No. 年齢 Stage OS (⽉) SMYD2 mRNA 発現量⽐ IHCスコア
1 47 3 54 4.38 4
2 72 3 47 4.31 8
3 65 2 60 3.34 5
4 69 3 55 3.00 6
5 74 3 58 2.76 5
6 58 4 58 1.79 7
7 54 3 51 1.71 7
8 53 3 64 1.25 7
9 63 1 45 1.11 5
10 60 3 55 1.10 5
11 78 4 22 0.95 7
12 60 4 47 0.92 5
13 75 3 NA 0.85 4
14 43 3 67 0.84 8
15 40 3 NA 0.76 5
16 76 3 NA 0.67 7
17 47 3 64 0.67 7
18 60 3 15 0.65
19 63 3 49 0.65 4
20 62 3 52 0.59
21 80 4 NA 0.54 6
22 44 3 18 0.54 4
23 68 2 89 0.52
24 38 3 40 0.53 6
25 40 3 60 0.47
26 63 3 43 0.46 6
27 51 3 NA 0.45 6
28 49 3 NA 0.42 6
29 40 4 34 0.42
30 39 4 91 0.39 8
31 49 3 48 0.22 7
32 43 3 56 0.20 7
33 76 3 115 0.16 6
34 65 4 NA 0.04 6
35 72 2 NA 0.02 3
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HGSOC の FFPE 切片において、SMYD2蛋白が発現亢進している 

治療歴のない HGSOC の FFPE 切片を使用した免疫組織化学染色にて、SMYD2 の発現レ

ベルを解析した。染色強度(IS)を 4段階に分類した（図 19）。 

 

 図 19）免疫組織化学染色(IHC)による SMYD2 の発現解析 

ⅰ）正常卵巣(染色なし)、ⅱ）HGSOC(弱)、ⅲ）HGSOC(中)、Ⅳ）HGSOC(強) 

SMYD2 は細胞質に局在しており、4段階に染色強度(IS)を分類した。 

 

 

 

 

 

ⅰ） ⅱ）

ⅲ） ⅳ）

100μm

100μm100μm

100μm
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IHC スコアを、占有率（PS）と染色強度（IS）の合計による Allardスコアにより算

出した。HGSOC(n=30)の IHC スコアの内訳を表 3 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3）HGSOC(n=30)の IHC スコアの PS と IS の内訳 

IHC スコア（Allardスコア）：PS＋IS 

PS（占有率）：Proportion Score (スコア 0: 0%, スコア 1: < 1%, スコア 2: <10%, 

スコア 3: <33%, スコア 4: <67%, スコア 5: > 67%) 

IS（染色強度）：Intensity Score（スコア 0: 染色なし, スコア 1: 弱, スコア 2: 

中等度, スコア 3: 強） 

 

IHC スコアにて評価した結果、正常卵巣(n=6)では全症例が陰性で、HGSOC(n=30)では

25 症例が陽性であり、HGSOC において SMYD2蛋白の有意な発現亢進が認められた

(p<0.0001)（表 4）。

 

表 4）IHC における SMYD2 発現のまとめ 

陰性：IHC スコア 0-4  陽性：IHC スコア 5-8 

陰性 (n=11) 陽性 (n=25)
正常卵巣 (n=6) 6 (100.0) 0 (0)
HGSOC (n=30) 5 (16.7) 25 (83.3)

SMYD2 発現 (%)
p-value

<0.0001

IHCスコア PS IS
3 2 1 1 ( 3 )

3 1 3 ( 10 )
2 2 1 ( 3 )
4 1 3 ( 10 )
3 2 3 ( 10 )
5 1 3 ( 10 )
4 2 5 ( 17 )
3 3 1 ( 3 )
4 3 4 ( 13 )
5 2 3 ( 10 )

8 5 3 3 ( 10 )

4

6

7

n (%)

5



 38 

SMYD2 蛋白発現量とステージの相関関係、全生存期間との間に有意差を認めない 

SMYD2蛋白発現量とステージおよび全生存期間を比較した結果、ステージと相関を認

めず、全生存期間との間に有意差は認められなかった（図 20、表 2）。 

 
 

図 20）SMYD2 mRNA 発現量とステージとの相関分析および全生存期間分析 

HGSOC FFPE 切片（n=30）を使用した SMYD2蛋白発現量との比較では、ステージと相

関関係を認めず、全生存期間との間に有意差は認められなかった。r: ピアソンの積

率相関係数 
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SMYD2ノックダウンは HGSOC 細胞の増殖を抑制しアポトーシスを誘導する 

HGSOC における SMYD2 の細胞増殖への関与を調べるため、HGSOC 細胞株である JHOS3

細胞と KURAMOCHI細胞を使用し、siRNA によるノックダウン実験を行った。 

リアルタイム qPCR 法およびウェスタンブロット法により siRNA による SMYD2 のノッ

クダウンを確認した（図 21）。 

 

 

 

図 21）siRNA により SMYD2 をノックダウンした JHOS3 細胞と KURAMOCHI細胞による 

SMYD2 の発現解析（上：リアルタイム qPCR 法、下：ウェスタンブロット法） 

JHOS3 細胞と KURAMOCHI細胞に対して、siRNA による SMYD2 のノックダウンを確認し

た。Triplicate で行った実験データを平均値±SD で示した。 
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細胞生存アッセイを行った結果、SMYD2 をノックダウンした JHOS3 細胞と KURAMOCHI

細胞において、有意な細胞増殖抑制が認められた(p<0.01)（図 22）。 

 

 

図 22）siRNA による SMYD2ノックダウン後の細胞生存アッセイ 

JHOS3 細胞と KURAMOCHI細胞に対して、siRNA による SMYD2 のノックダウンを行った

結果、有意な細胞増殖抑制が認められた(p<0.01)。Triplicate で行った実験データ

を平均値±SD で示した。 

 

この細胞増殖抑制が細胞周期に与える影響を調べるため、フローサイトメトリーに

よる FACS(fluorescence-activated cell sorting)解析を行った結果、SMYD2 をノッ

クダウンした JHOS3 細胞および KURAMOCHI細胞において Sub-G1 期の細胞数の有意な

増加が認められた(p<0.01)（図 23）。 
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図 23）siRNA による SMYD2ノックダウン後の細胞周期解析 

JHOS3 細胞と KURAMOCHI細胞に対して、siRNA による SMYD2 のノックダウンを行った

結果、Sub-G1 期の細胞数の有意な増加が認められた(p<0.01)。Triplicate で行った

実験データを平均値±SD で示した。 

 

また、ウェスタンブロット法の結果、SMYD2 をノックダウンした JHOS3 細胞および

KURAMOCHI細胞において cleaved PARP の検出が認められた（図 24）。 
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図 24）siRNA による SMYD2ノックダウン後のウェスタンブロット法 

JHOS3 細胞と KURAMOCHI細胞に対して、siRNA による SMYD2 のノックダウンを行った

結果、cleaved PARP の出現が認められた。 

 

これらの結果から、SMYD2 のノックダウンにより、JHOS3 細胞および KURAMOCHI細胞

の増殖抑制およびアポトーシス誘導が認められた。 
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SMYD2 選択的阻害剤(LLY-507)は HGSOC 細胞の増殖を抑制しアポトーシスを誘導する 

HGSOC 細胞株 9種類に対して濃度勾配をつけて LLY-507 単剤療法による細胞生存アッ

セイを行った結果、dose-dependent な細胞増殖抑制が認められた（図 25）。 

 

図 25）LLY-507 単剤療法による細胞生存アッセイ 

LLY-507 単剤療法による細胞生存アッセイにて、dose-dependent な細胞増殖抑制が

認められた。Triplicate で行った実験データを平均値±SD で示した。 

 

IC50値（50% Inhibition Concentration）は、1.77-2.90μM の範囲であった（表

5）。 

 

表 5）LLY-507 単剤療法による IC50値 
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を行った JHOS3 細胞および KURAMOCHI細胞において Sub-G1 期の細胞数の有意な増加

が認められた(p<0.01)（図 26）。 

 

 
図 26）LLY-507 単剤療法による細胞周期解析 

JHOS3 細胞と KURAMOCHI細胞に対して、LLY-507 単剤療法を行った結果、Sub-G1 期の

細胞数の有意な増加が認められた(p<0.01)。Triplicate で行った実験データを平均

値±SD で示した。 

 

また、ウェスタンブロット法の結果、LLY-507 単剤療法を行った JHOS3 細胞および

KURAMOCHI細胞において、cleaved PARP の検出が認められた（図 27）。 
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図 27）LLY-507 単剤療法によるウェスタンブロット法 

JHOS3 細胞と KURAMOCHI細胞に対して、LLY-507 単剤療法を行った結果、cleaved 

PARP の出現が認められた。 

 

これらの結果から、LLY-507 単剤療法により、JHOS3 細胞および KURAMOCHI細胞の増

殖抑制およびアポトーシス誘導が認められた。 

 

LLY-507 はコロニー形成を抑制する 

JHOS3 細胞および KURAMOCHI細胞に LLY-507 単剤療法を行ったコロニー形成試験にお

いて、dose-dependent なコロニー形成の抑制が認められた（図 28）。 
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図 28）LLY-507 単剤療法を行ったコロニー形成試験 

LLY-507 単剤療法を行った結果、dose-dependent なコロニー形成の抑制が認められ

た。Triplicate で行った実験データを平均値±SD で示した。 
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LLY-507 と PARP 阻害剤(オラパリブ)の併用効果が認められた 

卵巣癌の分子標的薬である PARP 阻害剤(オラパリブ)と LLY-507 の併用による細胞生

存アッセイおよびコロニー形成試験を行った。細胞生存アッセイ（図 29）では、オ

ラパリブ単剤の細胞増殖抑制は不十分だが、LLY-507 との併用により相加効果が認め

られた。また、コロニー形成試験（図 30）においても、有意なコロニー形成抑制が

認められ(p<0.01)、LLY-507 とオラパリブの併用による相加効果が認められた。 

 

 

図 29）LLY-507 とオラパリブの併用による細胞生存アッセイ 

オラパリブ単剤では細胞増殖抑制は不十分だが（下）、LLY-507 との併用にて相加効

果が認められた（上・下）。 

Triplicate で行った実験データを平均値±SD で示した。Olaparib：オラパリブ 

 

IC50 (μM) Combination
LLY-507 Olaparib LLY507+Olaparib Index

LLY-507+Olaparib 2μM 1.946 2.467 1.554 0.811

0
20
40
60
80

100
120

0.25 0.5 1 2 4 8

Ce
ll 

vi
ab

ili
ty

LLY-507

LLY-507

LLY507+Olaparib 1μM
LLY507+Olaparib 3μM

(%)

(μM)

0

50

100

0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128

Ce
ll 

vi
ab

ili
ty

LLY-507
Olaparib
LLY-507+Olaparib 2μM

(μM)

(%)

0

JHOS3

JHOS3



 48 

 

図 30）LLY-507 とオラパリブの併用によるコロニー形成試験 

LLY-507 とオラパリブの併用にて有意なコロニー形成の抑制が認められ(p<0.01)、相

加効果が認められた。Triplicate で行った実験データを平均値±SD で示した。 
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考察 

PARP阻害剤のオラパリブは、BRCA遺伝子変異やHRDを有する卵巣癌およびプラチナ製

剤感受性再発卵巣癌に対する維持療法として承認されている。オラパリブの作用機

序は、PARP1のカタリティックドメインに結合することによりPARP1活性を低下させ

てDNA修復を阻害し、HRDを有するがん細胞のDNA損傷を蓄積して合成致死を誘導す

る。SMYD2は、PARP1の528番目のリシン基をメチル化することでPARP1を活性化する

ことが報告されており[83]、LLY-507によるSMYD2の選択的阻害がPARP1活性を低下さ

せる可能性が示唆される。本研究では、HGSOCに対してSMYD2が新規治療標的になり

得るか、LLY-507が新規治療戦略となり得るか検証を行った。 

まず、HGSOC臨床検体におけるSMYD2の発現解析を行った結果、SMYD2の有意な発現亢

進が認められた(p<0.01)（図17、表4）。SMYD2の発現が亢進している細胞の方が、

DNA傷害に伴う酸化ストレスに対してよりPARPが活性化することが報告されており

[83]、HGSOCにおいて、SSMYD2の発現亢進によりPARP1が活性化されやすい状態にあ

ることが示唆された。SMYD2の発現量とStageに相関を認めず、また、全生存期間と

の間に有意差が認められなかったが（図18、図20）、n数を増やした検証が必要であ

ると考える。HGSOCはその約半数にHRD、約15-20%にBRCA1/2変異が認められ、本研究

では、HGSOC細胞株でBRCA1変異を有するJHOS3細胞およびBRCA2変異を有する

KURAMOCHI細胞を使用した。JHOS3細胞、KURAMOCHI細胞に対して、siRNAによりSMYD2

をノックダウンおよびLLY-507によりSMYD2を選択的に阻害した結果、有意な細胞増
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殖抑制およびアポトーシス誘導が認められ(p<0.01)（図22-28）、抗腫瘍効果が確認

された。卵巣癌患者に対してオラパリブ400mg/日で投与した場合の血漿濃度は、

A2780細胞に対してオラパリブ20μMを添加することとほぼ同等であるとされており

[107]、細胞生存アッセイ（図29）でのオラパリブ単剤による細胞増殖抑制は不十分

ではあるが、LLY-507との併用によりオラパリブの細胞増殖抑制の増強が認められ、

また、コロニー形成試験（図30）にて有意なコロニー形成抑制（p<0.01）が認めら

れ、LLY-507とオラパリブの併用により相加効果が認められた。 

LLY-507とオラパリブの併用は、LLY-507によるSMYD2の阻害からのPARP1のメチル化

の低下に引き続いてPARP1の活性が低下したことにより、オラパリブによるPARP1の

抑制が増強した可能性が示唆された（図31）。 

 
図31）LLY-507とオラパリブの併用によりPARP1の活性低下が増強する 

LLY-507はオラパリブのPARP1抑制を増強する可能性が考えられる。 
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そして、LLY-507とオラパリブの併用によりPARP1の抑制が増強した結果、BRCA遺伝

子変異を有するHGSOC細胞株（JHOS3細胞、KURAMOCHI細胞）の合成致死への誘導を増

強した可能性が示唆された（図32）。 

 

 

図32）HRD・BRCA遺伝子変異を有するHGSOCにおけるLLY-507とオラパリブの併用効果 

HRD・BRCA遺伝子変異を有するHGSOCに対するLLY-507とオラパリブの併用療法は、合

成致死への誘導が増強されたことが示唆された。 

 

しかしながら、PARP1の528番目のリシン基のメチル化を検出する抗体の入手が困難

であり、LLY-507によりPARP1の528番目のリシン基のメチル化の減少がLLY-507とオ

ラパリブの併用による相加効果と連動することをウェスタンブロット法にて検証す

ることができなかったため、LLY-507によるPARP1の阻害が本実験の相加効果のメカ

ニズムであることを証明できず、本研究の限界である。 
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p53変異ありとp53変異なしの胃癌細胞を使用してsiRNAによりSMYD2をノックダウン

した際にも細胞増殖抑制が認められたことが報告されており[100のFig.2]、また、

p53およびBRCA遺伝子変異を有さない卵巣明細胞癌細胞株においても、LLY-507によ

り有意な細胞増殖抑制およびアポトーシス誘導が報告されていることから[97]、

LLY-507単剤療法による抗腫瘍効果のメカニズムにp53やBRCAの経路が主要な役割を

果たしていないと考えられ、本実験のLLY-507とオラパリブの併用療法による相加効

果のメカニズムは、p53やBRCAの経路を介さないLLY-507単剤による抗腫瘍効果に加

えて、BRCA遺伝子変異を有するHGSOC細胞株（JHOS3細胞、KURAMOCHI細胞）における

LLY-507とオラパリブの併用による合成致死の誘導の増強によるものであると考えら

れる。現時点では、本研究以外にLLY-507とオラパリブの併用を行った報告はみられ

ないため、p53やBRCA変異を有さない細胞でのLLY-507とオラパリブの併用効果を検

証することは今後の課題である。 

LLY-507単剤療法による抗腫瘍効果のメカニズムとして、Wnt/βカテニンパスウェイ

[93]の抑制やPTENを活性化することによるAKTパスウェイの抑制[88]、EML4/ALKパス

ウェイの抑制[86]などが関与している可能性や、細胞増殖を促進するHSP90AB1や

STAT3が抑制されたことなどが考えられる。SMYD2によるヒストンのメチル化

（H3K4me1, H3K36me2）は転写活性に働くが、Sin3A/HDAC複合体[79]との相互作用や

マクロファージへの作用[80]の報告がみられる程度で、その機能は現状では解明に

至っていない。 
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図33）LLY-507による抗腫瘍効果のメカニズム 

本実験のLLY-507とオラパリブの併用療法による相加効果のメカニズムは、LLY-507

単剤による抗腫瘍効果に加えて、BRCA遺伝子変異を有するHGSOC細胞株におけるLLY-

507とオラパリブの併用による合成致死の誘導の増強であると考えられる。 
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用したSMYD2の発現解析に正常卵巣をコントロールとして使用したが、正常卵管上皮
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るが、in vivoの検証が不可欠である。卵巣癌患者検体をマウスに移植して皮下もし

くは卵巣腫瘍を形成したPDXマウスモデルによるin vivoな検証を行うことも今後の

課題である。 

癌細胞において、SMYD2によるPARPの活性化が、DNA傷害によるアポトーシスシグナ

ルからの逃避に寄与することや[108]、反対に、PARP1の阻害が癌細胞に対してDNA傷

害性薬剤や放射線治療への感受性を増強する可能性[83]が報告されており、LLY-507

によるSMYD2の選択的阻害が、DNA傷害性薬剤や放射線治療への感受性の改善に寄与

する可能性が示唆され、予後の改善に直結するという点において、検証すべき今後

の重要な課題であると考える。 

本研究は、in vitro の結果のみであり併用効果は可能性に過ぎず、臨床応用に向け

たさらなる in vivo な検証が必要ではあるが、SMYD2 選択的阻害剤（LLY-507）が卵

巣癌に対する新規エピゲノム治療薬となり得る可能性、既存の化学療法・維持療法

の効果を上乗せする可能性、薬剤・放射線感受性を高める可能性が示唆される。 
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