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研究成果の概要（和文）：DNA methyltransferase 3-like (DNMT3L) は生殖細胞の発生分化において重要な役割
を果たすことが知られている。本研究では精巣腫瘍におけるDNMT3Lタンパクの発現について検討を行った。免疫
組織化学的染色では86例の精巣腫瘍組織について解析し、胎児性癌の他にも卵黄嚢腫瘍や一部の奇形腫にも認め
られ、絨毛癌では高率に陽性を示した。セミノーマでは局所的に陽性を示したが、これらの症例は進行例であっ
た。胚細胞腫瘍細胞株を用いた検討では胎児性癌由来細胞株だけでなく、絨毛癌細胞株でも発現しており、胎児
性癌以外の組織型においても重要な役割を果たしていることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：DNA methyltransferase 3-like (DNMT3L) plays an important role in germ cell 
development. The aim of this study was to analyse the DNMT3L expression in testicular germ cell 
tumors(TGCT).
The immunohistochemical expression of DNMT3L was examined in 86 TGCT specimens. DNMT3L expression 
was observed in all 4 pure yolk sac tumors, of which 3 were prepubertal yolk sac tumors. In mixed 
GCT. DNMT3L protein was expressed in elements of the embryonal carcinoma (14/18), seminoma (4/11), 
teratoma (4/7) and choriocarcinoma (3/3) but not in the yolk sac tumors (0/4). When DNMT3L 
expression was analyzed according to stages, it was significantly correlated with advanced seminoma 
rather than Stage I seminoma (P = 0.019),  And also DNMT3L were expressed not only in embryonic 
carcinoma cell lines but also in choriocarcinoma. Our findings suggest that DNMT3L may play roles 
not only in the development of embryonal carcinoma but also in the development of advanced pure 
seminoma and pure yolk sac tumor.

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
 精巣腫瘍の組織発生は未分化型である上皮

内癌、セミノーマおよび胎児性癌と、分化型

サブタイプである卵黄嚢腫瘍、絨毛癌および

奇形腫に 2大別される。このうち前 3者は幹

細胞マーカーである OCT3/4 及び Nanog を発

現している点で共通するが、これらとともに

山中因子として iPS 細胞に用いられる SOX2

を合わせて発現するのは多分化能を有する

胎児性癌のみであり、胎児性癌は胚性幹細胞

（ES 細胞）に類似した遺伝子プロフィールを

持つことが知られている。一般にセミノーマ

は最も未分化であるが最も抗がん剤感受性

が高く、この点が一般の癌と大きく異なる。

胎児性癌の組織発生に関しては上皮内癌か

らの進展（図１①）とセミノーマからの

re-programming（図１②）の 2経路が存在す

るとされているが、その詳細は明らかではな

かった。しかし、近年、セミノーマでは DNA

が高度に脱メチル化されていることが分か

り、DNA メチル化の胚細胞腫組織発生への関

与が明らかになりつつある。その一つとして、

DNA メチルトランスフェラーゼ（DNMT）の一

つである DNMT3L が胎児性癌に特異的に発現

することが報告された（Minami K et al, Clin 

Cancer res 2010）。そこで、我々は特にセミ

ノーマからの組織分化におけるエピジェネ

ティクス制御、特に経路②における DNMT3L

の発現に着目し、DNA メチル化がセミノーマ

から胎児性癌、さらに分化型サブタイプへの

分化に関与している可能性について検討す

ることとした。 

 
２．研究の目的 
 DNA メチル化はセミノーマから非セミノー

マへの進展カスケードに重要な役割を果た

していると考えられる。DNMT3L の発現やその

役割については胎児性癌での研究が先行し、

胎児性癌に特異的に発現し、その増殖に必須

であると報告されている。一方で、マイクロ

アレイ解析データベースでは DNMT3L がセミ

ノーマや卵黄嚢腫瘍などに発現しているこ

とが示されていた。この乖離の要因は明らか

ではないが、現状では DNMT3L のさまざまな

病型や病期の精巣腫瘍での網羅的な発現解

析が十分ではないことも事実である。そこで、

本研究では、セミノーマの病期 I症例と転移

例での発現の違いや単一組織型のセミノー

マと混合型として他の組織型と混在して存

在するセミノーマ成分での発現の違い、さら

に、頻度は少ないものの血清 AFP 上昇を伴う

セミノーマでの DNMT3L 発現、成人例と思春

期前精巣腫瘍の違いを明らかにし、さらに、

組織分化や悪性度との関連を明らかにする

ことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)各々の組織型について単一型／混合型、

局所性／進行性、あるいは青壮年期／思春期

前発症などの種々の病型を考慮にいれた組

織マイクロアレイ(TMA)及び新規精巣摘出標

本を用いて精巣腫瘍における DNMT3L 蛋白や

分化に関連する分子の発現について免疫組

織化学染色にて検討し、臨床情報も含めて分

析した。 

(2)胚細胞腫瘍由来細胞株を用いてDNMT3Lの

発現とその機能について、RNA 干渉法(RNAi) 

を利用して解析を行った。 

 
４．研究成果 

(1) 免疫組織化学染色 

過去の報告と同様、胎児性癌では高率に陽性

を示した（図 2）。しかし、DNMT3L は単一型セミ 



ノーマの 26.1% (6/23)においても局所的に陽性

を示した(図 3)。DNMT3L が陽性であるセミノー

マは進行例に限られ、病期 I では認められなか

った。また、単一型卵黄嚢腫瘍や絨毛癌でも高

率に陽性であった(図 4)。(2) 胚細胞腫瘍細胞

株における DNMT3L タンパクの発現とその機

能についての検討 

 胚細胞腫瘍細胞株の DNMT3L タンパクの発

現はウェスタンブロットにて検討した。胎児

性癌細胞株では NEC8 細胞、NEC14 細胞で高発

現していた。また胎盤由来の絨毛癌細胞株で

ある JEG-3 細胞でも高発現していた(図 5)。 

 次に NEC8 細胞を用いて DNMT3L の RNAi に

よる一時的な発現抑制細胞を作製した。RNA

を抽出し、定量PCRにて多分化能を示すSOX2、

NANOGや分化マーカーであるAFPのmRNAの発

現量をコントロールと比較したが、変化は認

められなかった。また、増殖能や、これまで 

に精巣腫瘍でメチル化が報告されている癌

抑制遺伝子である MGMT、APC、 RASSF1A、

HIC1、BRCA1の発現量への影響は見られな

かった。 

(3) 考察 

 本研究では精巣腫瘍の各組織型における

DNMT3L タンパクの発現を検討した。胎児性癌

だけでなく、一部のセミノーマ、絨毛癌でも

陽性を認めることを示した。また細胞株にお

ける検討では、胎児性癌細胞株だけでなく、

絨毛癌細胞株であるJEG-3細胞でもウェスタ

ンブロットで DNMT3L が発現していることが

示された。これらは過去のデータベースと同

様の結果であり、免疫染色の検討において絨

毛癌でも DNMT3L が高発現していたことを支

持するものと考えられる。さらに、胎児性癌

と単一型卵黄嚢腫瘍ではでは高率に陽性で

あり、単一型セミノーマでは進行例でのみ局

所的に認められた。これら結果から DNMT3L

は胎児性癌だけではなく、セミノーマの分化

図 2 胎児性癌(a:H&E、b:DNMT3L)、セミノーマ
(c:H&E、d:DNMT3L) 

図 3 血清 AFP高値のセミノーマ 
(a)(b)HE染色では形態的にセミノーマと診断したが、腫
瘍のごく一部にAFP(c)およびDNMT3L(d)陽性部位が存
在した 

図 4 TGCTにおける DNMT3L陽性率 
(a:単一型、b:混合型) 

図 5 胚細胞腫瘍細胞株における DNMT3L タンパクの発現 



進展や、単一型卵黄嚢腫瘍の発生においても

必要な分子である可能性がある。これらの役

割を明らかにすることで、メチル化の制御に

よる治療への応用や化学療法耐性のメカニ

ズムへの理解が進むことが期待されるため、

更に分子生物学的意義を解明することが今

後の課題とされる。 
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