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研究成果の概要（和文）：[Silibinin(キク科植物のミルクシスルの活性成分の一つ)がHIF-1の抑制を通して下
流分子を抑制する]ことに着目をした。すなわち，[HIF-1の非機能化による休眠療法として，術後化学療法の補
助薬に用いた際の有効性]に焦点を置いて検証を行った。また，HDAC6を基軸とした卵巣明細胞癌(OVCCC)の治療
標的の同定と治療薬の開発を目標に，複数のOVCCC細胞株を用いRT-PCRによるHDAC6の発現解析を行った。さらに
HDAC6高発現の細胞株を対象にsiRNAによってHDAC6をknockdownし，gene expression microarrayを用いて変動し
た遺伝子を抽出した。

研究成果の概要（英文）：In ovarian clear cell carcinomas (OVCCC), the single-nucleotide polymorphism
 (C1772T) of hypoxia inducible factor (HIF)-1α is more frequent than in healthy population as well 
as other carcinomas, but the single-nucleotide polymorphism does not affect its protein expression 
and the prognosis. Immunohistochemical expression of HIF-1α and its regulator histone deacetylase 
(HDAC) 6 do not correlate with prognosis in OVCCC patients without ARID1A mutation, but with ARID1A 
mutation significantly reduced survival time. It was supposed that in OVCCC HIF-1α and HDAC6 could 
be prognostic factors and therapeutic targets along with ARID1A as a biomarker.
Following these summaries shown in the report 15K08355, ///

研究分野： 婦人科腫瘍病理学

キーワード： 卵巣明細胞癌（OVCCC）　高異型度漿液性癌　低酸素誘導因子（HIF）　ヒストン脱アセチル化酵素（HDA
C）　ARID1A　Silibinin

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の一連の研究においては，「卵巣明細胞癌（OVCCC）の低酸素関連因子の発現」に着目し，化学療法抵抗性
との関わりから有望とされる標的因子の解明に取り組んできた。卵巣癌の薬物治療においては，昨今，BRCA遺伝
子異常をもつ高異型度漿液性癌に対してのpoly-ADP ribose polymerase（PARP）阻害薬の意義が最も大きな話題
となっているが，免疫チェックポイント阻害薬なども明細胞癌には有効性があまり注目されていないのが実情で
ある。治療の個別化は今やいずれの悪性腫瘍においても必須の概念であり，がんパネル検査から発掘される新治
療薬とも並行して，社会的なニーズに応えていく必要がある。

※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 

卵巣癌は婦人科悪性腫瘍の中で最も死亡者数が多く，外科的切除に加えて化学療法が治療の

中心にある。組織型によって化学療法への反応が大きく異なり，一般的に高異型度漿液性癌は

化学療法に高感受性であるのに対して明細胞癌は化学療法に感受性が低い。ただし，高異型度

漿液性癌においても再発をきたした例では，次第に化学療法への抵抗性を獲得することが知ら

れている。卵巣癌治療における薬物療法は，組織型個別に対応される必然があり，加えて再発

例に対する有効な化学療法が模索されてきた。 

低酸素誘導因子 hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α)は，通常の酸素状態下ではユビキ

チンリガーゼが結合して速やかに分解されるが，低酸素環境に陥ると細胞質に蓄積して核内に

移行する。HIF-1αは核内で様々な腫瘍増殖因子－vascular endothelial growth factor 

(VEGF)，glucose transfacor-1 (GLUT-1)，erythropoietin－の発現を亢進する。我々は，ま

ず，はじめに(低酸素腫瘍学が高揚し始める頃に)，卵巣明細胞癌においてHIF-1αの発現が他織

型よりも亢進していることを見出した（Pathol Int. 2009; 59: 19-27）。次にHIF-1αの細胞

質内の安定や核内への移行にはヒストン脱アセチル化酵素 histone deacetylase (HDAC：ヒト

では 18 種類が発見されている)が関与することが知られているなかで， HDAC1，3，4，6 は

HIF-1αを細胞質内で安定化させ，HDAC7 はHIF-1αと複合体を形成して核内移行を促すとされ

ることも既に報告がなされてきた。すなわち，HIF-1αやHDACは様々な癌腫において，治療標的

となる可能性が指摘されている環境が存在している。 

既に前回の報告書15K08355では，「卵巣明細胞癌（OVCCC）のHIF-1αの遺伝子多型(C1772T)

は健常群や他癌腫よりも頻度が高いが予後やその蛋白発現には影響しない」，「HDAC の免疫組

織化学的発現は，とりわけHDAC6の過剰発現が化学療法抵抗性を引き起こすことによりOVCCCが

予後不良となることを紹介している。 

 

２．研究目的 
 研究 ① 

卵巣明細胞癌（OVCCC）の発生率は欧米の約5%に比して本邦においては2割以上と高率に発生

し，約半数がⅠ期で診断され，進行例は漿液性癌に比して少ないものの抗癌剤感受性が低いた

め予後不良となる例が多い。このようなOVCCCに対し次なる治療戦略の確立していく必要があ

り，「腫瘍における低酸素環境の中心的な役割を果たす転写因子Hypoxia-inducible factor-

1(HIF-1)の抑制に効果があるとされるSilibinin（キク科植物のミルクシスルの活性成分での一

つ）によってHIF-1の下流にある種々のエフェクター因子の活性を制御する」ことに着目をし

た。すなわち，HIF-1の非機能化を通じた術後化学療法の併用補助薬また残存腫瘍の増大を防ぐ

という，いわゆる休眠療法に着目して基礎的検討を行ったので報告する。 

 研究 ② 

OVCCCは化学療法抵抗性で，本邦で頻度が高いことから本邦からの基礎研究および横断的研究

の発進が期待され得る環境がある。このような状況下，我々はHDAC6がOVCCCで高発現しARID1A

の異常発現群ではHDAC6の発現が予後因子となることを見出したことで，「HDAC6に関連した治
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療標的の探索，バイオマーカーの開発，新規治療薬の開発」を次なる目標に掲げた。 

 研究 ③ 

卵巣高異型度漿液性癌における「予後および化学療法抵抗性関連因子としてのHDAC6の臨床的

病理学的重要性」を評価した。 

 

３．研究方法 
 研究 ① 

I. [Cell lines] ヒト卵巣明細胞癌細胞株HAC-2, OVISE, RMG-1，ヒト漿液性癌細胞株C13，

2008，ヒト子宮頸部腺扁平上皮癌細胞株HeLaの6種の培養細胞を用いて検討を行った。 

II. [細胞障害性評価(LDH測定)] Silibinin (1006211/CAYMAN CHEMICAL)による細胞毒性を計測

した。 

III. [HIF-1α cell based ELISA] 各細胞にSilibininを添加し，通常の大気条件と酸素濃度

2％の条件で培養したサンプルについてHIF-1 Alpha Cell Based ELISA Kit(CBA-281, CELL 

BIOLABS, INC.)を用いてHIF-1αのタンパク発現量を測定・比較した。陽性対照として，HIF-

1αの発現を誘導することが知られているDeferoxamine Mesylate(DFO)(5764/TOCRIS)を用い

た。 

IV. [DNAマイクロアレイ] HAC-2とRMG-1細胞株において，Silibinin投与群とnon treatment群

において，SurePrint G3 Human GE マイクロアレイ 8x60K Ver. 3.0 (G4858A#72363, Agilent

社)を用いてDNAマイクロアレイ解析を行った。本研究ではとくにHIF関連因子について着目し

た。 

V. [統計解析] 各解析についての統計解析はIBM SPSS Statistics Version 25を用いて行っ

た。 

 研究 ② 

卵巣明細胞癌の細胞株4種をRT-PCRによってHDAC6発現解析をした。HDAC6高発現の細胞株を用

いてsiRNAによってHDAC6をknockdownし、gene expression microarrayを用いて変動した遺伝子

を抽出した。 

 研究 ③ 

88人の卵巣高異型度漿液性癌におけるHDAC6の発現を，予後および化学療法抵抗性の予測因子

としての観点から免疫組織化学的に評価した。さらに，プログラム細胞死リガンド1(PD-L1)お

よびHIF1αの発現を検討した。 

 

４．研究成果 
 研究 ① 

DFO投与により，HAC-2, OVISE, およびRMG-1細胞については有意差をもってHIF-1αタンパク

が増加した。HeLa細胞では有意差は得られなかったが，わずかな増加を認めた。DFO刺激による

HIF-1αの誘導を検出できたため，本試験系はHIF-1αのタンパク発現量を比較するのに適した

系であることが確認できた。卵巣癌の細胞株ではいずれもLDH放出量はコントロールの10%以下
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であったため，Silibininの細胞障害性は少ないと考えられた。HeLaに関しては，Silibinin投

与群ではLDH放出量が有意に多くなっていたことに関連して軽度の細胞障害が生じている可能性

が示唆された。低酸素処理HAC-2およびOVISE細胞で，Silibinin投与によりHIF-1αタンパクが

有意に減少した。RMG-1細胞では酸素条件に関わらずSilibinin投与によりHIF-1αタンパクが有

意に減少していた。DNAマイクロアレイ解析において，Silibininは様々な遺伝子を上昇させる

割合の方が高いことがわかった。HIF-1 pathwayにおいては，Silibinin投与群ではHIF-1α 

mRNAの翻訳を促進するEIF4E2とRPS6が，HAC-2とRMG-1両細胞種において大きく減少したがHIF-

1α遺伝子をはじめ，HIF-1関連遺伝子にFC2倍以上の変化は認めなかった。 

我々はこれまでに，上皮性卵巣癌においてHIF-1αの発現とHIF-1の活性化は明細胞癌で有意

に亢進していることを報告している。したがって，卵巣明細胞癌においてSilibininにより腫瘍

選択的にHIF-1の活性化を抑制し，従来のHIF-1α阻害薬に比して副作用を軽減した薬剤を開発

することができるものと確信している。また現在，卵巣癌患者においてTC療法にて治療された

患者の約70％が再発を起こし，III期およびIV期の患者の割合はさらに高い。我々の検討は、こ

のような明細胞癌の治療に貢献できるものである。Silibinin投与により翻訳開始因子eIF4Eお

よび翻訳に関与するRP-S6eが大きく減少していた。Silibinin投与によるこの２つの遺伝子の減

少はSilibinin，キャップ依存的翻訳とリボソーム生合成の抑制に大きく寄与すると考えられ

る。一方、HIF-1α遺伝子に変化は見られないが、HIF-1αタンパク量は有意に減少し，また，

HIF-1αを過剰発現させていても強く抑制できることが確認されたことから，卵巣明細胞癌細胞

株においてSilibininはHIF-1αの遺伝子レベルではなく、タンパクの合成を抑制させることが

強く示唆された。このように、SilibininによるmTOR pathwayへの作用は様々ないくつかの癌種

で報告されているが，今回我々の検討から明らかとなった，卵巣明細胞癌細胞株における，

eIF4E、RP-S6eタンパク遺伝子の減少はこれまでに報告はない。今後はin vivoにおいて明細胞

癌に効果を示すSilibinin濃度における副作用など，現行の化学療法との併用について検討を行

いたいと考えている。 

 研究 ② 

卵巣明細胞癌細胞株の中でHDAC6 mRNAが高発現で，ARID1Aのstatusが異なるOVISE，RMG1を以

降の実験に用いた。siRNAによるHDAC6のknockdownをすることでHDAC6 mRNAの有意な発現低下が

確認された。Gene expression microarrayでは，HDAC6のknockdownによってATM，p53 

inducible protein 1，PRKAR2B，RASSF4，TDRD1などの遺伝子が増加した。HDAC6やATMなどの関

連分子は，OVCCCの治療標的となりうることから，HDAC6阻害剤は他がん腫でヒトへの投与経験

があることも踏まえて，OVCCC患者へ有効性が期待される。 

 研究 ③ 

88人中の23人の患者ではHDAC6の発現が高く，10人ではPD-L1発現が陽性で，33人ではHIF-1α

発現が有意に高かった。HDAC6の活性化は，インターバル減量手術を受けていないこと

(p<0.001)，不完全な外科的切除(p=0.002)，および確実な進行と相関していた(p=0.005)。すな

わち，HDAC6の発現が強いと，無増悪生存率(p=0.001)および全生存率(p=0.008)の低下と有意に

関連していた。多変量解析では，HDAC6発現態度(ハザード比=1.65，95%信頼区間1.03-2.66，
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p=0.039)と手術状態は，無増悪生存期間の独立した予後因子であった。PD-L1およびHIF1αの発

現は，HDAC6の発現と正の相関を示した。以上から，HDAC6は卵巣高異型度漿液性癌患者におけ

る亢進が予後不良と関連していると考えられていることから，同患者に対する潜在的な治療標

的となる可能性がある。 
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