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研究成果の概要（和文）：対象を婦人科悪性腫瘍とし、臨床検体からスフェロイド培養を実施し、合計卵巣癌５
例、子宮体癌４例、子宮頸癌１例、子宮癌肉腫１例のスフェロイド樹立に成功した。次に幹細胞形質に関与する
Sex-determining region Y-box 2 (SOX2) 遺伝子に注目し、子宮体癌細胞株を用いてSOX2の機能解析を行った。
SOX2発現は子宮体癌細胞株の細胞増殖に強く関与しており、細胞周期調節に影響していた。SOX2発現は類内膜癌
の悪性度及び予後と関連し、SOX2高発現＋p21低発現群では、統計学的に有意に予後不良であり、SOX2とp21が子
宮体癌の予後分子マーカーになりうることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated total 11 spheroid cultures derived from 
gynecologic cancers. Before genomic analyses for spheroid cultures, we focused on Sex-determining 
region Y-box 2 (SOX2), which is an essential factor involved in the self-renewal and pluripotency of
 embryonic stem cells, to clarify the significance of SOX2 expression in endometrial cancer. SOX2 
overexpression regulated the expression of cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A), and SOX2 
specifically bound to p21 promoter DNA in endometrial cancer cell lines expressing SOX2. Expressions
 of SOX2 in endometrial cancer patients were significantly correlated with histological grade and 
poor prognosis. Moreover, low p21 together with high SOX2 expressions in advanced endometrial cancer
 patients were associated with the most unfavorable outcomes of patients. These results indicated 
that simultaneous measurement of SOX2 and p21 expression in endometrial cancer patients may be a 
useful biomarker for patient prognosis.

研究分野： 婦人科腫瘍

キーワード： intratumor heterogeneity　cancer genome　spheroid
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１．研究開始当初の背景 
 近年、多くの腫瘍で全エクソンシークエン
スやコピー数解析が行われるようになり、高
悪性度漿液性卵巣癌では、TP53 変異や
CCNE 増幅などの分子生物学的特徴が明ら
かにされた（TCGA, Nature 2011）。一方、
同一患者において原発巣、浸潤／転移巣を含
めた複数箇所から採取された検体（マルチサ
ンプリング）の網羅的遺伝子変異解析の結果、
同一症例でありながらも遺伝子変異プロフ
ァイルは検体間で一部異なることが報告さ
れている（Bashashati et al., J Pathol 2013）。
癌幹細胞や癌関連正常細胞は、癌組織内の不
均一性に寄与するだけでなく、発癌、癌細胞
の浸潤／転移、化学療法感受性といった癌の
表現型に強く影響を与える因子であり、申請
者らは、癌幹細胞や間質細胞の存在が予後と
強い相関があることを明らかにしている
（Yoshihara et al., Nat Commun 2013）。ま
た慢性リンパ球性白血病においてサブクロ
ーナルドライバー遺伝子変異の存在が予後
と関連することが報告され（Landau et al. 
Cell 2013）、ゲノム異常の腫瘍内不均一性を
検討することにより、癌の病態解明につなが
ることが期待されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、腫瘍内不均一性を考慮し、
癌組織臨床検体から癌幹細胞、癌細胞、間質
細胞を抽出し、個々の細胞の分子生物学的特
徴を明らかにすることである。次に各細胞を
特徴付ける遺伝子異常を同定し、その機能を
解析することで、抗がん剤耐性メカニズムを
解明することを目的とする 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床検体の層別化 
新潟大学産婦人科において同意の得られた
婦人科悪性腫瘍患者より提供された手術検
体をスフェロイド培養用、Laser Capture 
Microdissection （LCM）用に分割した。ス
フェロイド培養用の癌組織を collagenase / 
hyaluronidase にて酵素処理後、遠心分離法
により卵巣癌細胞を分離し、最適化された培
養条件下で、婦人科癌がんスフェロイド細胞
の培養を行った（Ishiguro et al ., Cancer Res 
2016）。 
 
(2) 子宮体癌細胞株を用いた癌幹細胞の特
性の検討 
１０種類の子宮体癌細胞株及び SOX2 発現の
ポジティブコントロールとして1種類のテラ
トカルシノーマ由来細胞株を準備し、siRNA
による SOX2 遺伝子発現制御実験を行った。
mRNA およびタンパク質発現変化に加え、細胞
増殖・細胞周期・p21 プロモーター領域への
結合能・in vivo での腫瘍形成能を評価項目
とした。 
 
(3) 子宮体癌臨床検体を用いた免疫組織染

色 2006 年から 2013 年までに新潟大学医歯学
総合病院で手術を受けた子宮体癌258症例の
パラフィンブロックを用いて、SOX2・p21・
p53・Ki67 に対する抗体で ABC 法による免疫
組織染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 新規スフェロイド細胞の樹立 
研究期間内に、新潟大学医歯学総合病院で手
術により摘出された婦人科悪性腫瘍検体を
用いて、申請者らが開発した手法（Cancer Res 
2016）でスフェロイド細胞の樹立を行った。
その結果、卵巣癌５例、子宮体癌４例、子宮
頸癌１例、子宮癌肉腫１例のスフェロイド樹
立に成功した。スフェロイド細胞を免疫不全
マウスの皮下に注入し、腫瘍形成能を確認す
ると同時に、臨床検体と同様の組織像である
ことを確認した。樹立されたスフェロイドに
対し、Lyoplate screening kit を用いて 250
種類以上の細胞表面抗原をスクリーニング
し、いくつかの癌幹細胞マーカーの同定に成
功している。 
 
(2) 子宮体癌細胞株を用いた SOX2 の機能解
析SOX2発現は子宮体癌細胞株の種類により、
異なる発現パターンを示した。SOX2 は細胞質
に比し、核内で強く発現していた（図 1） 
 

図１.子宮体癌細胞株における SOX2 発現 
 
siRNA で SOX2 発現を抑制すると、SOX2 高発
現子宮体癌細胞株の細胞増殖能は低下し、
SOX2 発現が細胞増殖に強く関与しているこ
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