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研究成果の概要：

上皮性卵巣癌(卵巣癌)の多くは、卵巣表層上皮（OSE）細胞から発生すると考えられているが、

この OSE から発癌に至る過程は今なお明らかではない。われわれは、世界で初めてウイルス癌

遺伝子を用いない染色体安定性の新規不死化ヒト OSE 細胞株(HOSEC)を樹立した。卵巣癌で多く

報告されている遺伝子異常をこの HOSEC に導入し、免疫不全マウスの腹腔内に移植することで、

ヒト卵巣癌を模倣した播種病巣を形成させることができる卵巣癌実験モデルを構築した。この

実験モデルは、卵巣癌の発癌機構の解明とともに発癌に関わる分子をターゲットとした新規治

療薬の開発を可能とする。
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１．研究開始当初の背景
わが国において、上皮性卵巣癌（卵巣癌）

は近年著しい増加を示しており、その死亡数
は1950年から 2000年の半世紀の間に11.5倍
に増加し、婦人科癌死亡の第一位で難治性癌
のひとつという立場にある。有効な治療を探
求するための卵巣癌実験モデルの作成が医学
研究において急務のひとつである。卵巣癌の
多くは卵巣を被覆する卵巣表層上皮に由来す
ると考えられており、われわれは過去 15 年に
わたりこの細胞の研究をすすめ、多様な性格

を有する一群の細胞であることを明らかにし
てきたが (Okamura H., Katabuchi H. Int Rev
Cytol, 2005;242:1-54,)、卵巣が直達不可能
な腹腔内臓器であるためにヒト卵巣癌の発癌
過程の詳細は未だに不明である。卵巣癌研究
のこのような背景の中で、Dinulescu et al.
は、遺伝子組換えマウスの卵巣表層上皮細胞
に対してPTEN遺伝子の不活化とK-ras遺伝子
の活性化を行うことによって、in vivo で内
膜症と類内膜腺癌が形成されることを報告し
た ( Dinulescu DM, et al. Nat Med
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2004;11:63-70)。しかし、マウスの卵巣の構
造や性周期はヒトとは異なり、また、マウス
ではヒトでみられるような卵巣癌の自然発生
がないことから、ヒト卵巣癌の発癌機構の研
究にはマウスは必ずしも適切ではない。そこ
で、今回われわれは、染色体の安定したヒト
卵巣表層上皮細胞株に遺伝子操作を加え、造
腫瘍能を検討していくことで、卵巣癌の発癌
機構を明らかにするとともに、卵巣癌の組織
型を考慮に入れた治療法の開発ならびに分子
標的治療への応用へと展開する。

２．研究の目的
ヒト OSEから卵巣癌への発癌の過程は未だに
不明である。この一因として、ヒトの正常 OSE
細胞を用いた適切な実験モデルが存在しな
いことが挙げられる。これまでに樹立された
不死化ヒト OSE 細胞株は、卵巣癌の発癌に関
与しないウイルス癌遺伝子を用いており、さ
らに染色体不安定性を有し、自然に悪性形質
転換するものが多く、正常段階からの発癌過
程の解析には適していなかった。われわれが
HPVE7 と hTERT を用いた不死化ヒト卵巣表層
上皮細胞株では、Rb 経路の不活化とテロメラ
ーゼの活性化によって、正常 2倍体を維持し
た OSE 細胞株が樹立されたことから、本研究
ではウイルス癌遺伝子を用いることなく、Rb
経路の不活化とテロメラーゼの活性化を OSE
細胞に導入することにより、染色体が安定し
た新たな不死化ヒト OSE 細胞株を樹立し、こ
の細胞に卵巣癌で報告されている遺伝子変
異や増幅などを再現し、新たな治療戦略を目
指した分子レベルの発癌過程の解明をする
ことを研究の目的とした。

３．研究の方法
(1)ヒト卵巣表層上皮細胞の初期培養

熊本大学医学部附属病院婦人科において、
子宮体癌Ⅲc 期（閉経後女性）、子宮頸癌 Ia1
期（閉経前女性）の診断で、単純子宮全摘出
術および両側付属器切除術を行った 2名の患
者の卵巣を用いた。患者へは十分なインフォ
ームドコンセントを行い、また、熊本大学大
学院医学薬学研究部等倫理委員会の承認を
得た（倫理 83 号、倫理 147 号）。われわれが
確立した scraping 法にて、摘出された卵巣
から初期培養 OSE（HOSE1、HOSE2）を採取し
た。
(2)遺伝子導入

Gateway system を用いて、hTERT、ヒト
cyclin dependent kinase 4（Cdk4）変異体、
ヒト cyclinD1のcDNAをレンチウイルスベク
ターに、また、活性型 Kras (KrasV12)、活性
型ヒト Akt1、c-myc、c-myc 変異体、ドミナ
ントネガティブ変異体のp53 (Dnp53)、bcl-2、
PIK3CA 変異体の cDNA をレトロウイルスベク
ターに組み込んだ。これらのウイルスベクタ

ーを 293 細胞または 293FT 細胞に導入し、レ
ンチウイルスならびにレトロウイルスを作
成した。組み換えウイルスを含む培養液を
polybrene 4mg/ml 存在下で OSE 細胞に感染さ
せ、G418 250mg/ml、puromycin 0.5mg/ml、
blasticidine-S 3mg/ml または hygromycin-B
50mg/ml を用いて薬剤耐性細胞を選択した。
(3)TRAP アッセイ

それぞれの細胞株に関して、TRAPeze
telomerase detection kit を用いてテロメラ
ーゼ活性の有無を確認した。
(4)ウェスタンブロッティング

Akt、phospho-Akt、PTEN、cyclinD1、p16INK4a、
p53、p21、c-myc、Kras、PI3-kinase p110α、
Bcl-2、β-actin、vimentin、cytokeratin (CK)
18 の蛋白発現を検討した。
(5)染色体解析

不死化した HOSE1C 細胞株ならびに HOSE2C
細 胞 株 に つ い て 、 集 団 細 胞 倍 加 数
（population doublings：PD）が約 60 の細
胞を用いて、分裂中期に Gバンド染色法によ
る染色体解析を行った。
(6)足場非依存性増殖能の検討

35mm プレートに 0.7%アガロースゲルの基
底層を作成後、5×104個の細胞を 0.4%のアガ
ロースゲル（10%血清 DMEM/F12 培地）中にプ
レーティングし、37℃、5% CO2の条件下で 21
日間培養を行った。直径 50mm 以上のコロニ
ーをカウントし、足場非依存性増殖能の検討
を行った。実験は triplicate にて施行した。
(7)ヌードマウスでの造腫瘍能の検討

6-7週齡の雌性胸腺欠損BALB/cヌードマウ
スまたは NOD/SCID マウスを用いた。実験に
際して、全てのマウスは NIH animals care
guidelines に沿って飼育された。ヌードマウ
スの背中の皮下に、1 ヶ所あたり 1×106細胞
数または1×107細胞数を含むPBSにMatrigel
を 50%の割合で混合し注射した。また、
NOD/SCID マウスの腹腔内に 1×107 細胞数を
注射した。マウスは 4 ヶ月間の観察を行い、
皮下に形成された腫瘤の直径が 1cmを超えた
時、もしくは、腹腔内腫瘤形成の徴候が現れ
た時に屠殺後解剖を行った。

マウスより摘出した腫瘤を 10%ホルマリン
に固定後、パラフィン切片を作成し、ヘマト
キシリン・エオジン染色ならびに蛍光免疫組
織化学染色を行った。核は 4’,6-diamino-
2-phenylindole（DAPI）染色を行った。
(8)フローサイトメトリーによる細胞周期の
解析

Cycletest Plus DNA Reagent kit を用いて
propidium iodine で染色し、FACS Calibur
flow cytometry で分析した。

４．研究成果
(1)不死化ヒト卵巣表層上皮細胞株（HOSE1C
細胞株と HOSE2C 細胞株）の樹立



Cdk4 と cyclinD1 は卵巣癌で高発現し、Rb
経路を不活化することが知られている。初期
培養 OSE 細胞（HOSE1 と HOSE2）に変異
Cdk4(Cdk4)と cyclinD1、hTERT を導入したと
ころ、長期培養により継代数が 100 を越え不
死化に至った(HOSE1C と HOSE2C)。既存の不
死化 OSE 細胞株は、SV40LT 抗原や HPV16 型の
E6 と E7 などのウイルス遺伝子が用いられて
おり、転座や異数体を含めた染色体の不安定
性を示していた。今回、樹立したウイルス遺
伝子を用いない不死化 OSE細胞株の染色体は、
HOSE1C の 92%（46/50）が 2 倍体で、核型解
析では 14 細胞中 10 細胞が 46,XX であった。
HOSE2C の 100％（50/50）が 2 倍体で、核型
解析でも 10 細胞のすべてが 46,XX で 2 倍体
を保持していた（図 1）。

図 1 ウイルス癌遺伝子を用いない染色体安
定性不死化ヒト卵巣表層上皮細胞株の樹立

(2)p53 経路の不活化（Dnp53 の導入）と Ras
経路の活性化（KrasV12の導入）による HOSE2C
細胞の足場非依存性増殖能の獲得

卵巣癌で最も多くみられる p53 と Kras の
遺伝子異常を OSE 細胞に再現するために、レ
トロウイルスベクターを用いて、HOSE2C 細胞
株に Dnp53 と KrasV12の導入を行なった。
KrasV12遺伝子の単独導入では空胞を形成し
細胞死に至ったが、Dnp53 と KrasV12の両者の
導入（HOSE2C-Dnp53- KrasV12細胞）で、ベク
ターコントロールもしくは Dnp53 を単独で導

入した細胞に比べ増殖速度が増加し、細胞密
度が confluent に達した後の saturation
density が高くなった。また、軟寒天培地に
おけるコロニー形成実験では、ベクターコン
トロールもしくは Dnp53 単独導入細胞では、
足場非依存性増殖能を表すコロニーを形成
しなかったが、HOSE2C-Dnp53- KrasV12細胞は
多数のコロニーを有意に形成し、足場非依存
性増殖能の獲得が確認された。しかし、ヌー
ドマウスへの移植実験では腫瘍形成は認め
られなかった。すなわち、RB 経路と p53 経路
の不活化ならびに Ras経路の活性化ではヒト
の OSE 細胞は足場非依存性増殖能を獲得する
が、in vivo での造腫瘍能を得るには至らな
かった。
(3)Akt 遺伝子の高発現による HOSE2C-Dnp53
-KrasV12細胞の造腫瘍能の獲得

HOSE2C-Dnp53 -KrasV12細胞に卵巣癌で比較
的多く報告されている c-myc、Akt、PIK3CA、
PTEN の遺伝子異常を導入したところ、c-myc
または PIK3CA を追加導入した細胞の増殖速
度が亢進し、さらに、shPTEN、Akt、ベクタ
ーコントロール細胞がこれらに続いた。

足場非依存性の増殖能は、c-myc、PIK3CA、
Akt の導入により、ベクターコントロールの
細胞と比較し、大きなコロニーを多数形成し
た。しかし、shPTEN の導入による増殖能への
有意な影響は殆ど認められなかった。次に、
ヌードマウスの皮下移植実験では、Akt を追
加導入した細胞（HOSE2C-Dnp53-KrasV12-Akt
細胞）のみが腫瘍を形成したが、それ以外の
ものは形成しなかった。
(4)HOSE2C-Dnp53-KrasV12-Akt 細胞株より形
成された移植腫瘤の組織学的所見

HOSE2C-Dnp53-KrasV12-Akt 細胞の免疫不全
マウスの皮下への移植実験で形成された腫
瘍は、組織学的に大部分が肉腫様であったが、
一部に癌腫様の構造を伴い、この癌腫の部位
ではヒト特異的 CK18 が陽性であった。腹腔
内移植では、孤在性の腫瘍が形成され、組織
学的に肉腫様の形態を示した（図 2,3）。

図 2 HOSE2C-Dnp53-KrasV12-Akt 細胞移植
マウス腹腔内の肉眼所見

矢印は腹腔内に形成された腫瘍を示す(a,b)。

O：卵巣, U：子宮, L：肝臓, S：脾臓
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図 3 HOSE2C-Dnp53-KrasV12-Akt 細胞
による移植腫瘍の組織学的所見

肉腫様の組織構築を呈す。（ヘマトキシリン・
エオジン染色. 倍率 x10）

(5)c-myc遺伝子とbcl-2遺伝子の共発現によ
る HOSE2C-Dnp53-KrasV12細胞の造腫瘍能の獲
得

c-myc を追加導入した HOSE2C-Dnp53-
KrasV12-c-mycT58A 細胞は、細胞増殖が非常に
速く、足場非依存性の高い増殖能を獲得した
が、ヌードマウスにおける造腫瘍能は認めら
れなかった。そこで、この細胞にさらに bcl-2
を導入したところ、アポトーシスに対し抵抗
性を示し、ヌードマウスの皮下移植で、造腫
瘍能が確認された（100%:3/3）。また、この
細胞を SCID マウスの腹腔内に移植すると、
ヒト卵巣癌でみられるように腹腔内に多発
する播種病巣を形成した(100%;3/3)。組織学
的検討では、腫瘍は CK18 が陽性を示す未分
化な上皮細胞で主に構成されており、一部に
管腔構造が認められた。また、腹腔内臓器へ
の浸潤も確認された（図 4,5）。

図 4 HOSE2C-Dnp53-KrasV12-c-myc-bcl-2 細胞
移植マウス腹腔内の肉眼所見

矢印は腹腔内の播種結節を示す(a,b,c)。

図 5 HOSE2C-Dnp53-KrasV12-c-myc-bcl-2 細胞
による移植腫瘍の組織学的所見

一部に腺管を形成する未分化癌の組織像
を呈す。（ヘマトキシリン・エオジン染色. 倍
率 x10, In set 倍率 x40）

(6)本研究成果からの考案
生検が不可能な腹腔内に発生し、またその

3 分の 2 が臨床的に進行した状態で発見され
る卵巣癌においては、未だに確定的な前癌病
変、癌原因子や分子生物学的発生機構は明ら
かにされていない。

近年、卵巣癌組織における多くの遺伝子異
常が同定されてきている。しかし、卵巣癌に
は多くの組織型が存在し、その発癌機構の解
析を困難なものとしている。最近、Shih and
Kurman によりそれぞれの組織型を臨床病理
学的特徴により type I と type II に大別し
（図 6）、特異な遺伝子群の異常が見いだされ
てきている。しかし、これらの異常が発癌過
程においてどのような役割を有しているか
は今なお未解明な領域である。

図 6 臨床病理学的観点からみた
卵巣癌発癌過程の分類

（文献：Shih IM, Kurman RJ. Am J Pathol,
2004;164:1511-1518, Shih IM, Kurman RJ.
Clin Cancer Res, 2005;11: 7273-7279 を改
変）

卵巣癌の発生母細胞に関しては、Scully
による病理組織学的な検討から OSEとする説
Scully, RE. Am J Pathol, 87: 686-720,
1977.)がこれまで最も支持されており、卵巣
癌の発癌に関する研究として、遺伝子改変マ
ウスの OSE を用いた卵巣癌モデルや、ヒトの
OSE 不死化細胞株が報告されてきた。ヒトの
OSE 細胞は、SV40 LT 抗原や HPV の E6 と E7
の導入によって不死化され、研究に用いられ
てきた。しかし、SV40 や HPV E6/E7 はウイル
ス癌遺伝子であり、p53 遺伝子と Rb 遺伝子の
不活化のみならず、多くの蛋白と反応し、細
胞はさまざまな染色体異常を惹起するとと
もに自然に悪性形質転換をきたす。これらの
ウイルス癌遺伝子を導入した OSE 細胞では発
癌機構の解明のための研究には必ずしも適
しているとは言えない。そこで、今回の研究
では、ウイルス癌遺伝子を用いることなく、
発癌実験に用いるために適した細胞株を樹
立することを目的とし、Rb 経路の不活化のた



めに Cdk4 と cyclinD1、さらにテロメラーゼ
の活性化を誘導する hTERT の 3つの遺伝子を
導入し、染色体が安定し、初期培養 OSE の形
質を保持した新規の細胞株 HOSE1C と HOSE2C
の樹立に至った。本研究で樹立された不死化
OSE 細胞株は正常な p53 機能が維持されてお
り、継代が進んでも染色体の安定性が保たれ
た。Cdk4/cyclinD1 を含めた Rb 経路の不活化
は、卵巣癌では高頻度に認められる。また、
他の多くの癌と同じく、テロメラーゼの活性
化も認められている。不死化は発癌段階での
重要な一段階であり、今回導入した 3つの遺
伝子の導入はヒト卵巣癌の発癌の一過程を
模倣していると考えられる。

p53 経路と Ras 経路は卵巣癌で高頻度に異
常が認められている。本研究では、p53 遺伝
子と Kras 遺伝子の異常を不死化ヒト OSE 細
胞に導入した結果、足場非依存性の増殖能を
獲得した。しかし、これらの遺伝子変化だけ
では、in vivo での造腫瘍能は得られず、p53
経路の不活化と Ras 経路の活性化と協調し、
腫瘍を形成するために必須な遺伝子の同定
を試みた。

PI3K 経路はしばしば卵巣癌で活性化され
ており、この経路に関わる PTEN、PIK3CA な
らびに Aktなどの遺伝子の変異が報告されて
いる。そこで、PIK3CA 遺伝子の変異体と
shPTEN を HOSE2C 細胞に導入したが、腫瘤の
形成には至らなかった。Akt 遺伝子を細胞に
発現させると、細胞は線維芽細胞様の形態を
示すようになり、in vivo での造腫瘍能の獲
得に至った。形成された腫瘍は主に肉腫様で
あったが、一部にはサイトケラチンが陽性の
癌腫様の構造を伴った。

c-myc 遺伝子は癌遺伝子であるとともにア
ポトーシスを誘導するが、この遺伝子の増幅
と発現亢進による活性化は 26-40%の卵巣癌
で認められている。c-myc 遺伝子の増幅は主
に進行癌で認められることから、卵巣癌の進
展機構に重要な役割を果たしていると考え
られる。そこで野生型または変異型の c-myc
遺伝子を HOSE2C-Dnp53-KrasV12細胞に導入す
ると、足場非依存性の増殖能は亢進したが、
in vivo での腫瘤形成には至らなかった。こ
の現象は、ヌードマウスの皮下に移植された
際に c-myc遺伝子の導入がアポトーシスを誘
導したことによると推測される。そこで、ア
ポトーシスを抑制する bcl-2 遺伝子を共発現
させると、100%に腫瘍を形成することが明ら
かとなった。この腫瘍は、Akt の導入により
形成した腫瘍よりも短期間で発生し、さらに
腹腔内投与による腫瘍形成はヒトの卵巣癌
の腹腔内播種を模倣した。興味深いことに、
c-myc 遺伝子を発現した細胞は上皮系腫瘍の
形態を呈するようになり、サイトケラチンも
陽性であったが、卵巣癌の腫瘍マーカーであ
る CA125 の発現は認められなかった。Bcl-2

遺伝子は卵巣癌の 24-80%に認められ、化学療
法に対する抵抗性に関与していると報告さ
れている。Bcl-2 に対するアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドや低分子阻害薬が開発され、
慢性リンパ急性白血病や骨髄腫、非肺小細胞
癌に対する前臨床段階あるいは臨床段階で
の治験が始まっており、本研究結果から、卵
巣癌においても bcl-2は治療のターゲットの
候補となる可能性が示された。

これらの研究結果から、卵巣癌において比
較的高頻度に変異や増幅が観察される p53、
Kras、Akt、c-myc などの異常を複数組み合わ
せて不死化ヒト OSE 細胞株に導入することで
腫瘍形成を初めて示すことに至り、発癌には
多数の遺伝子変化の蓄積が必要であること
が明らかとなった。今回得られた腫瘤はいず
れも形態学的に type II の未分化癌に分類さ
れ、ヒトの分化型の卵巣癌を作成するには至
らなかった。Type II の卵巣癌の一部は p53
遺伝子の不活化が関与する de novo の発生と
考えられているが、その詳細は明らかではな
かった。今回の研究により、p53 遺伝子の不
活化のみでは癌腫形成に至らず複数の遺伝
子が複合的に作用しこの種の癌腫の発生を
促している可能性が示唆された。
本研究はウイルス癌遺伝子を使用せず正常
の形質をもつヒトの OSE細胞を用いて発癌に
いたる過程を観察した世界初の研究であり、
今後の卵巣癌の発癌機構解明にきわめて有
用であると考えられる。
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