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研究成果の概要（和文）：卵巣がんは抗がん剤に対して抵抗を持つものがあり、治療に難渋することが多い。
我々は分子標的薬であるJNK阻害薬が卵巣がんの抗がん剤に対する抵抗性を弱める可能性を見出した。特に卵巣
がん細胞を用いた実験では、JNK阻害薬を抗がん剤使用前に投与することで、より抗がん剤の効果を増強させる
ことが明らかになった。また子宮内膜症治療薬として臨床試験が行われているJNK阻害薬AS602801は、卵巣がん
の再発などの原因となる卵巣がん幹細胞に対しても効果を示すことが分かった。

研究成果の概要（英文）： Chemoresistance of ovarian cancer poses a major obstacle to the successful 
management of this devastating disease. We found that specific JNK inhibitor, SP600125, treatment 
sensitizes cytotoxic drugs such as paclitaxel and cisplatin. This result suggests that JNK and its 
signal transduction might have a key role in the resistance of ovarian cancer cells to chemotherapy.
 
 Additionally, we examined whether AS602801, a newly developed JNK inhibitor as the therapeutic 
agent for inflammatory endometriosis and which is revealed the safety in the Phase 2 clinical study,
 has the anti-cancer effects and inhibiting cancer stem cells in vitro and in vivo. AS602801 has 
modest cytotoxic activity on cancer stem cells in vitro and clearly inhibits tumor-initiating 
capacity in vivo. These findings suggest that AS602801 is a promising anti-cancer stem cell agent.

研究分野： 婦人科腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
 卵巣がんは女性のがん死亡原因の第 5位と
いう婦人科がんのなかでも予後の悪い疾患
である (CA Cancer J Clinic., 2011; 61: 69) 。 
現在、卵巣がんに対する世界的にエビデン

スのある治療法は、可及的に最大限の腫瘍減
量を行う手術 (debulking surgery) および
それに続くプラチナ系およびタキサン系抗
悪 性 腫瘍剤 を 用いた 化 学療法 で あ る 
(Lancet., 2009; 374: 1371) 。しかしながら、
治療後半年以内に再発し化学療法に抵抗性
と考えられる症例も 1 割程度存在し 
(Oncologist., 2002; 7: 20-28)、また、初期治
療が奏功した症例でも約 8 割が 5 年以内に再
発を来し (Int J Gynaecol Obstet., 2006; 95: 
S161)、かつ再発時には大部分の症例が薬剤
耐性を示す (J Clin Oncol., 2009; 13: 1068) 
など、卵巣がん治療において薬剤耐性は大き
な問題となっている。しかしながらこれまで
のところ決定的な対策は未だ見出されてい
ない。 
こ れ ま で 我 々 の 研 究 室 で は c-Jun 

NH2-terminal kinase (JNK)シグナルとがん
に関する基礎研究を行ってきた。その中で
JNK の基質である c-Jun のリン酸化に着目
し、卵巣がん細胞株におけるリン酸化 c-Jun
発現量を調べてシスプラチンおよびパクリ
タキセルに対する抵抗性との関係を検討し
たところ、c-Jun 発現と薬剤耐性の間に相関
関係があることがわかった。さらに化学療法
抵抗性に関する臨床情報をもとに抵抗性症
例、感受性症例のそれぞれから手術検体の
c-Jun の発現量を検討したところ、やはり臨
床的化学療法抵抗性と c-Jun 発現の間に相関
傾向が見られることがわかった。これらの知
見は総じて c-Jun発現と卵巣がんの薬剤耐性、
化学療法抵抗性の間に一定の関係が存在す
ることを示唆するものであった。 
このような知見から我々は「c-Jun の発現

亢進は卵巣がん細胞に多剤耐性能を賦与し
ており、c-Jun 発現は卵巣がん症例における
化学療法抵抗性予測に有用である一方、
c-Jun 発現抑制は卵巣がんの多剤耐性克服に
有用である」との仮説を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
卵巣がんの化学療法抵抗性についてこれ

まで多くの研究がなされてきたが、この治療
抵抗性を克服し予後改善に寄与するとされ
る決定的な治療標的分子は未だに見つかっ
ていない。これまでに JNK の基質の一つで
あり転写因子である c-Junがシスプラチン処
理後の卵巣がん細胞の DNA 修復を促すこと、
JNK によってリン酸化されないドミナント
ネガティブ c-Junを大量発現させることで卵
巣がん細胞のシスプラチン感受性が高まる
ことが報告されている(J Biol Chem 1999; 
274(44): 31648-31654)。しかし JNK 阻害薬
を用いてシスプラチン感受性を高めること
やパクリタキセル感受性についての報告は

なく未だに不明瞭な部分が残されている。 
本研究によって卵巣がん細胞の薬剤耐性

における c-Jun の役割について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
ヒト卵巣がん細胞株 A2780CP、SKOV-3、

RMG-1 を用いて検討を行った。 
(1)卵巣癌細胞株において c-Jun 抑制状態で
の薬剤耐性の変化を、c-Junに対するsiRNA
を用いて検討した。 

(2)卵巣癌細胞株において JNK 活性抑制状態
での薬剤耐性の変化をJNKの特異的阻害薬
である SP600125 を用いて検討した。 

(3) ヒト正常繊維芽細胞（IMR90）、マウス繊
維芽細胞（NIH3T3）、ラット繊維芽細胞
（Rat1）において JNK 活性抑制状態での薬
剤に対する細胞毒性を検討した。 

 
４．研究成果 
比較的シスプラチンおよびパクリタキセ

ルに対して耐性を持つヒト卵巣がん細胞株
A2780CP、SKOV-3、RMG-1 を用いて検討を行っ
た。これらの細胞において c-Jun が薬剤耐性
に関与するか検討を行った。はじめに c-Jun
の機能を抑制した際に化学療法耐性を減弱
させるか検討を行った。c-Jun の機能を抑制
する方法として c-Jun に対する siRNA を細胞
に導入しc-Junの発現を抑制することにした。
我々の仮説では「c-Jun の発現を抑制すれば
薬剤耐性が減弱する」はずなので、それぞれ
の細胞でc-Junの発現を部分的に抑制した状
態でシスプラチンを処理したところ、予想に
反してc-Junの発現を抑制した細胞でアポト
ー シ ス マ ー カ ー の 一 つ で あ る poly 
(ADP-ribose)polymerase（PARP）の切断量が
減少した。つまり卵巣がん細胞において
c-Jun の発現を抑制した状態ではシスプラチ
ンによる細胞死を抑制される可能性を示唆
するものであった。この結果は我々の仮説を
支持しない結果であり、今回の c-Jun 抑制で
はシスプラチンに対する耐性を減弱しなか
った。 
そこで我々は c-Jun をリン酸化する JNKに

着目した。予備実験では JNK 阻害薬である
SP600125 を用いて JNK 活性を抑制すると
c-Jun の発現量が低下することが分かってい
た。そこで SP600125 を用いて卵巣がん細胞
の c-Jun 発現を抑制することにした。 
 
(1)定常状態の JNK 活性のヒト卵巣がん細胞
のシスプラチンおよびパクリタキセル耐性
への関与 
これまで、卵巣がん細胞に JNK によってリ

ン酸化が引き起こされないドミナントネガ
ティブc-Junを大量発現させることでシスプ
ラチン感受性を増強させることが報告され
て い る (J Biol Chem 1999; 274(44): 
31648-31654)。このことから卵巣がん細胞
の化学療法抵抗性にJNK経路の活性が関わる
のではないかと考えた。そこで、卵巣がん細



胞株に対して卵巣がん治療で頻用されるプ
ラチナ系薬剤およびタキサン系薬剤の耐性
と JNK 活性が相関するか検討を行った。プラ
チナ系薬剤はシスプラチンを、タキサン系薬
剤はパクリタキセルを用いた。シスプラチン
およびパクリタキセルの各々の細胞に対す
る IC50 値は、非刺激状態での JNK 活性 (定
常状態のJNK活性) と相関する傾向がみられ
た（図 1）。さらに興味深いことに A2780CP は
A2780 と比べるとシスプラチンのみならずパ
クリタキセル耐性を有することが示された
（図 1）。このことからも定常状態の JNK 活性
が卵巣がんのシスプラチン耐性およびパク
リタキセル耐性に関与していることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2)JNK 阻害薬による卵巣がん細胞のシスプ
ラチン感受性の亢進 
 前述のとおりドミナントネガティブ c-Jun
を導入することでJNK活性を抑制するとシス
プラチン感受性が増強されたと言う報告か
ら (J Biol Chem 1999; 274(44): 
31648-31654)、JNK 活性が確かにシスプラチ
ン耐性に関わるかどうかをJNK特異的阻害薬
である SP600125 を用いた検討を行った。比
較的高いシスプラチン耐性を持つ RMG-1 を
SP600125処理によりJNK活性が抑制されるか
どうかを確認した。すると濃度依存的に JNK
の基質である c-Jun のリン酸化が減少した。
（図 2A）。20 M 以上の濃度で大部分の JNK
活性が抑制できていたことから、以下からは
20 M の SP600125 濃度にて細胞を処理した。
次に、各種卵巣がん細胞を SP600125 とシス
プラチン存在下で培養したところ、SP600125
とシスプラチンを組み合わせることでより
強く細胞増殖抑制および細胞死を誘導した
（図 2B）。同様の現象を SKOV-3、A2780CP で
も確認した。 
 図 2 
 
 
 
 
 
 
  SP; SP600125 

CDDP; cisplatin 

(3)SP600125存在下およびSP600125前処理に
よるパクリタキセルの卵巣がん細胞に対す
る殺細胞効果 
 図 1において、定常 JNK 活性の高さがシス
プラチン感受性のみならずパクリタキセル
感受性も減弱させる可能性があることから、
シスプラチンと同様に SP600125 処理がパク
リタキセルの抗腫瘍効果にどのような影響
を与えるか検討を行った。実際、パクリタキ
セル感受性の低い細胞株に 5 nM のパクリタ
キセルにて処理した場合、SP600125 存在下お
よび非存在下で比較すると SP600125 存在下
の方が非存在下に比べてパクリタキセルの
細胞死誘導能が減少した（図 3）。この結果は
図 2と異なり、SP600125 処理はパクリタキセ
ルとシスプラチンに対して逆の影響を与え
ることを示唆している。 
 図 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         SP; SP600125, PTX; paclitaxel 
 
 卵巣がんに限らず、パクリタキセルによる
細胞死にJNKの活性化が関与するという報告
が 多 く み ら れ る (FEBS J 2008; 275: 
1889-1899, J Biol Chem 1998; 273: 
28253-28260)。これらは薬剤処理によって
誘導されたJNK活性化がパクリタキセルによ
る細胞死誘導に重要な役割を担っているこ
とを示唆している。しかしながら、定常状態
のJNKがパクリタキセル感受性にどのような
役割を担っているのか未だに不明である。こ
の定常状態のJNK活性が卵巣がんのパクリタ
キセル感受性にどのように関与するか検討
するために、SP600125 とパクリタキセルを逐
次的に処理し検討を行った。パクリタキセル
によって誘導されるJNK活性の影響を妨げな
いために、卵巣がん細胞を SP600125 存在下
で 3日間培養した後、SP600125 を完全に除去
した後にパクリタキセルで処理した。興味深
いことに、卵巣がん細胞において SP600125
と パ ク リ タ キ セ ル 同 時 存 在 下
（co-treatment: 図 3）の時とは明らかに異
なり、SP600125 前処理後にパクリタキセル処
理（SP600125 pre-treatment）を行うと有意
に細胞増殖が抑制され、かつパクリタキセル
の細胞死誘導を増強させた（図 4）。これらの
事象は種々の卵巣がん細胞の定常状態の JNK
活性を特異的に阻害することで卵巣がんの

図 1 



パクリタキセル感受性を増幅させる可能性
が示唆された。 
 図 4 
 

 
(4)SP600125 前処理による卵巣がん細胞のシ
スプラチン感受性の亢進 
 前述のように SP600125 とシスプラチンの
co-treatment ではシスプラチンの効果を増
強させた（図 2）が、パクリタキセルの場合
は逆にその効果を減弱させた（図 3）。その一
方、SP600125 の pre-treatment ではパクリタ
キセルの効果を増強させた（図 4）。通常卵巣
がんの治療においてはタキサン製剤のみで
はなくプラチナ製剤を共に使用するレジメ
ンが一般的であり、図 4で見られたような薬
剤感受性亢進作用がプラチナ製剤に対して
も拡大することができれば、その寄与は甚だ
大きいと考えられる。そこで、シスプラチン
の場合もパクリタキセルと同様に SP600125
の pre-treatmentで効果を増強させるか検討
を行った。パクリタキセルの時と同様に、卵
巣がん細胞を SP600125 存在下で 3 日間培養
し、SP600125 を除去した後にシスプラチン存
在下で 3日間培養したところ、卵巣がん細胞
の増殖抑制および細胞死誘導を亢進させる
ことが分かった（図 5）。これらの結果はパク
リタキセルで得られた結果と同様であり、細
胞が定常状態でもつ定常状態のJNK活性はシ
スプラチン耐性およびパクリタキセル耐性
に共通して寄与している可能性が示唆され
た。 
 図 5 

 
(5)SP600125 前処理による卵巣がん細胞のシ
スプラチンおよびパクリタキセルのコロニ
ー形成抑制効果の亢進 

 卵巣がん細胞において SP600125 を前処理
することでシスプラチンおよびパクリタキ
セルの増殖抑制および殺細胞効果を増強さ
せることが分かった。さらに薬剤の長期効果
であるコロニー形成能をコロニー形成アッ
セイで検討した。SP600125 とパクリタキセル
の co-treatment（SP+PTX）と pre-treatment
（SP→PTX）のコロニー形成に与える影響を
検討した。Co-treatment では SP600125 とパ
クリタキセル存在下で 3日間培養し、薬剤を
完全に除去した状態でさらに培養した。
Pre-treatmentではSP600125存在下で3日間
培養した後、薬剤を完全に除去してからパク
リタキセル存在下で 3日間培養し、その後薬
剤を完全に除去した状態で培養を続けた。そ
の 結 果 、 い ず れ の 細 胞 に お い て も
co-treatmentに比してpre-treatmentの方が
有意にコロニー形成を抑制した（図 6A）。同
様の実験をシスプラチンでも行ったところ、
パクリタキセル同様にpre-treatmentでより
コロニー形成が抑制された（図 6B）。これら
のことから SP600125 の前処理は卵巣がんに
対するパクリタキセルおよびシスプラチン
の抗腫瘍効果を増強させる可能性が示唆さ
れた。 
 図 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SP; SP600125 
PTX; paclitaxel, CDDP; cisplatin 
 
(6)SP600125 とシスプラチン/パクリタキセ
ルの併用による正常繊維芽細胞の細胞生存
率に与える影響 
 上記の JNK阻害薬と抗癌剤の組合せ効果が
が ん 細 胞 に 特 異 的 か を 調 べ る た め に
SP600125 とパクリタキセルないしシスプラ
チンの組み合わせが正常細胞の生存に対し
どのような影響を与えるか検討を行った。ヒ
ト正常繊維芽細胞（IMR90）に SP600125 とパ
クリタキセルないしシスプラチンを処理し
各細胞の生存率を検討した。パクリタキセル
単独では10 nM、シスプラチン単剤では100 M
まで各細胞の生存率は低下しなかった（図 7B, 
白）。SP600125 20 M とパクリタキセル 5 nM
ないしシスプラチン 50 Mの同時投与で各細
胞の細胞生存率は低下しなかった（図 7A）。
また SP600125 20 M を前処理した後にパク
リタキセルないしシスプラチンを図の濃度
で処理した際の各細胞の細胞生存率は低下



しなかった（図 7B, 灰色）。同様の現象は、
マウス繊維芽細胞（NIH3T3）、ラット繊維芽
細胞（Rat1）を用いても示された。これらの
ことから SP600125 とパクリタキセルないし
シスプラチンの組み合わせは正常組織に与
える毒性が少ない範囲で抗腫瘍効果を発揮
できる可能性が示唆された。 
 図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SP; SP600125 
PTX; paclitaxel, CDDP; cisplatin 
 
最後に、本研究で用いた JNK 阻害薬である

SP600125 はヒトへの安全性が確認されてお
らず、直ちに臨床応用に用いることは困難で
ある。そこで私たちの研究室では可及的速や
かな臨床応用を念頭にヒトに対する安全性
情報の存在するJNK阻害薬でがん幹細胞標的
治療効果を有するものの探索を進め、子宮内
膜症の治療薬で第 2相試験を完遂した JNK阻
害薬である AS602801 が in vitro のみならず
in vivo においてがん幹細胞の幹細胞性を喪
失させることを明らかにした。今後 AS602801
が卵巣がんの新規治療の重要な役割を担っ
てくることを期待し、今後の研究を進めてい
く予定である。 
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