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研究成果の概要（和文）：蛍光標識２次元ディファレンシャルゲル電気泳動法でパクリタキセルの効きの悪い卵
巣明細胞腺癌細胞株1, 細胞株2でパクリタキセルの効きの良い細胞株3,細胞株4とくらべて、発現の高かったラ
ボネームprotein1について、Western blot法でも検討したところ細胞株1, 細胞株2では細胞株3, 細胞株4 に比
べてラボネームprotein1の発現が高かった。卵巣明細胞腺癌39例によるカプランマイヤー法による生存率の解析
ではラボネームprotein1の発現の低い群に死亡例はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：Fluorescence-labeled two-dimensional differential gel electrophoresis showed
 that the expression of lab-named protein 1 was higher in ovarian clear cell carcinoma cell lines 1 
and 2, which are poor responders to paclitaxel, than in cell lines 3 and 4, which are good 
responders to paclitaxel. The expression of lab-name protein 1 was higher in cell line 1 and 2 than 
in cell line 3 and 4. Kaplan-Meier survival analysis of 39 cases of ovarian adenocarcinoma showed 
that there were no deaths in the group with low expression of lab name protein1.

研究分野： 卵巣癌

キーワード： 卵巣明細胞腺癌　蛍光標識2次元ディファレンシャルゲル電気泳動法

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣明細胞腺癌ではラボネームprotein1が下がるとパクリタキセルの感受性が上がり、生命予後がよくなる可能
性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
私たちのこれまでの研究ではパクリタキセルの感受性の低い卵巣明細胞腺癌細胞株 2 株(細胞株
1,2)と 高い卵巣癌明細胞腺癌細胞株 2 株(細胞株 3,4)（Fig1）を蛍光標識二次元ディファレン

スゲル電気泳動法(2D-DIGE) にて解析し、パクリタキセル感受性の低い細胞株で共通して高い
細胞株にくらべて発現の高かったタンパク質スポットからラボネーム protein1 を 同定し、
protein1 は卵巣明細胞腺癌のパクリタキセル感受性マーカーとなり、この分子を標的とした分
子標的治療により卵巣明細胞腺癌のパクリタキセル感受性が上昇する可能性があると考えてい
た。近年プロテオミクス解析により protein1 は癌関連線維芽細胞の制御因子と報告されている。 
 
２．研究の目的 
ラボネーム protein1 の臨床病理学的意義を検討し、ラボネーム protein1 をノックダウンした
際、細胞株でパクリタキセルの効きがよくなるか、overexpression した際、細胞株でパクリタ
キセルの効きがわるくなるか検討する。 
 
３．研究の方法 
蛍光標識二次元ディファレンシャルゲル電気泳動法(2D-DIGE)にて細胞株１, 細胞株 2でラボネ
ームprotein1の発現が低く、細胞株3,細胞株4ではラボネームprotein1の発現が高かったが、
Western blot 法でも再現性があるか確認した。ラボネーム protein1 の細胞株での発現の局在を
免疫細胞染色法で検討した。卵巣明細胞腺癌臨床検体を用いて、ラボネーム protein1 抗体にて
免疫組織化学染色を行い、ラボネーム protein1 タンパク発現の生命予後との関連を検討した。
卵巣癌明細胞腺癌細胞株で 2D-DIGE にてラボネーム protein1 の発現が高いとわかっている細
胞株 3，4を用いて CRISPR-Cas9 を利用したノックアウト細胞株の樹立を試みたが、ノックアウ
ト細胞株の樹立はできなかったため、shRNA 法によるラボネーム 1ノックアウト細胞株の樹立を
行ったところ、細胞株 3 のみラボネーム protein1 shRNA によりラボネーム protein1 をノック
ダウン stable clone が作成できたため、これを用いてパクリタキセルを用いた Annexin assay
を行った。また、ラボネーム protein1 の発現の低い細胞株 1,細胞株 2 をもちいてラボネーム
protein1を overexpressionさせたところ、細胞株1のみラボネームprotein1が overexpression
した stable clone を作成することができたので、パクリタキセルを用いた Annexin assay を行
った。ラボネーム protein1 の発現の高い細胞株 3，細胞株 5、western blot 法ではラボネーム
protein1 の発現がなかった細胞株 1 を使って、ラボネーム protein1 siRNA で処理した群と
control siRNA で処理した群とでパクリタキセルの感受性に差があるか WST-8 assay を用いて検
討した。 
 
４．研究成果 
蛍光標識二次元ディファレンシャルゲル電気泳動法(2D-DIGE)でラボネーム protein1 の発現が
高かった細胞株 3,4 では Western blot 法でもラボネーム protein1 の発現が高く、2D-DIGE でラ
ボネーム protein1 の発現の低かった細胞株 1,2 では Western blot 法でもラボネーム protein1
の発現をみとめなかった。ラボネーム protein1 は Western blot 法で発現のある細胞株では免
疫細胞染色上、細胞全体に発現していた。卵巣明細胞腺癌組織マイクロアレイ検体のラボネーム



protein１の免疫組織化学染色では、細胞質の免疫染色の強度が 3段階にわかれ、免疫染色の強
度２以上をラボネーム protein1 陽性として検討を進めた(Fig2 左図)。卵巣明細胞腺癌組織マイ
クロアレイ検体 39 例を用いた細胞質のラボネーム protein1 の発現別の生存率の違いをカプラ
ンマイヤー法で解析したところ（Fig2 右図）ラボネーム protein1 の発現の高い群で予後が悪い

傾向がみられたが、ラボネーム protein1 の発現の低い群で死亡例がなかったため p値に有意差
はみられなかった。ハザード比(Mantel-Haenszel)を計算するとは 3.639 であり、ラボネーム
protein1 の細胞質での発現の高い群では低い群に比べて、死亡率が 3.6 倍高いと考えられた。
また、ラボネーム protein1 の細胞質での発現のある例では発現のない例にくらべて、死亡例の
多い傾向がみられた(p=0.0789, likelihood-ratio chi-square test)。ラボネーム protein1 の
間質の発現別の生存率の違いをカプランマイヤー法で解析したところ、ラボネーム protein1 の
発現の高い群で有意に無増悪生存率が悪かった（p=0.0115, log-rank test）。 
2D-DIGE、western blot にてラボネーム protein1 の発現が高いとわかっている卵巣明細胞腺癌
細胞株 3 とそのラボネーム protein1 の shRNA によるノックダウン株とラボネーム protein1 の
発現が低いとわかっている細胞株 1 と
そ の ラ ボ ネ ー ム protein1 の
overexpression 株を用いて、パクリタ
キセルの濃度別に Annexin assay を行
った。 
細胞株 3の親株とラボネーム protein1
の shRNA でノックダウンした細胞株を
用いてパクリタキセルの濃度別に
Annexin assay を行ったところ、親株と
ラボネームprotein1をshRNAでノック
ダウンした細胞株とでアポトーシス細
胞の存在率に差はなかった。 
細胞株 1の親株とラボネーム protein1
をoverexpressionした細胞株を用いて
パクリタキセルの濃度別に Annexin 
assay を行ったところ、親株とラボネー
ム protein1 を overexpression した細
胞株とでアポトーシス細胞の存在率に差はなかった。ラボネーム protein1 の発現の高い細胞株
5、ラボネーム protein1 siRNA で処理した群のパクリタキセルの IC50 は control siRNA で処理
した群の IC50 と比べて低い傾向を示した(Fig 3)。 

 
細胞株 3ではパクリタキセルの IC50 に差はみられなかったが、control siRNA にばらつきがみ



られたため、再度実験予定である。western blot 法ではラボネーム protein1 の発現がなかった
細胞株 1 ではパクリタキセルの IC50 に差はみられなかった(Fig4)。Western blot 法で siRNA に
よって、ラボネーム protein1 の発現が低下していることは確認した(Fig5)。 
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