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研究成果の概要（和文）：マウス卵巣癌細胞株であるID8にKRAS遺伝子を導入した結果、ID8-KRASにおいてマウ
ス腹腔内でスフェロイド形成が促進されることを確認した。また、ID8-KRAS細胞で活性化していたRAS-RAF-MEK
経路の阻害剤であるTrametinibを使用することでスフェロイド形成は抑制され腹膜播種形成は有意に阻害され
た。
次に、スフェロイド形態で発現上昇したCXCL17のノックダウン細胞株shCXCL17-ID8-KRASを作成し、腹腔内環境
を検討した。その結果、shCXCL17-ID8-KRAS株では、骨髄由来免疫抑制細胞の腹腔内への誘導が抑制され、有意
な腹膜播種形成阻害を認めた。

研究成果の概要（英文）：In vivo spheroid-formation was significantly increased in the 
KRAS-transfected ID8 cells (ID8-KRAS). Comprehensive cDNA microarray analysis revealed that some 
genes partially regulated by the MEK-ERK pathway were upregulated only in ID8-KRAS cells in 3D 
culture. A MEK inhibitor, trametinib, dramatically improved the prognosis for mice with ID8-KRAS 
tumors in an in vivo mouse model.
We next focused on a chemokine, CXCL17, which was upregulated in spheroid cells and established 
shRNA knockdown ID8-KRAS cells. shCXCL17-ID8-KRAS cells significantly suppressed peritoneal 
disseminations accompanied by the decreased number of peritoneal myeloid derived suppressor cells 
(MDSC).

研究分野：婦人科腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、卵巣癌腹膜播種形成には腹腔内でのスフェロイド形成が重要であることを示し、また、KRAS変異がス
フェロイドの安定化に寄与し、播種形成を促進することを見出した。スフェロイド形成を促進する遺伝子変異を
ターゲットとすることで、卵巣癌の播種進展を阻害できる可能性を示し、今後の卵巣癌治療方法の発展に寄与し
た。また、本研究は、がん遺伝子変異とその形態変化に伴うケモカインの発現変化が、腹腔内環境を調整し癌進
展に関連している可能性を示した。この知見は、今後のがん遺伝子変異と腫瘍内微小環境を統合した治療戦略の
開発に繋がる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は進行期に発見されることが多く、中でも「腹膜播種」は卵巣癌における最も多い転移

／進展形式である。腹膜播種を伴う Stage III期の卵巣癌は、手術や抗がん剤を組合せた集学的治

療を行っても 5年生存率 50%以下と、非常に予後不良である。 

 卵巣癌は、腹腔内では浮遊状態で「スフェロイド」と呼ばれる集合体を作って存在し、腹膜播

種進展をすることが知られている。一方、スフェロイド形成のメカニズムについては未だ十分解

明されていない。近年、卵巣癌細胞が tumor-associated macrophage (TAM)や myeloid-derived 

suppressor cell (MDSC) と複合体を作ることで、安定したスフェロイド状態を維持していること

が報告された(J Clin Invest, 2016)。TAMやMDSCは抗腫瘍免疫を抑制するのみならず、スフェロ

イドの安定性向上を介しても卵巣癌進展に寄与していることが初めて解明された。また、スフェ

ロイド培養は癌幹細胞培養モデルとしても注目されており、スフェロイド形成に伴う、免疫回避

機構の獲得やアポトーシス耐性機序の獲得について近年盛んに研究が行われている。スフェロ

イド形成の機序やスフェロイド形成に随伴する細胞内調整機構を解明して行くことで、卵巣癌

の腹膜播種進展の機序解明や、有効な予防法／治療法の開発に繋がると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍細胞の形態変化に伴う細胞内／細胞間分子機構を調査し、卵巣癌腹膜播種進

展の機序解明および治療戦略の基盤構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
1．in vitro スフェロイドモデルの作成および解析:  

① スフェロイドモデルの作成とスフェロイド形成能の評価 

Low attachment plateを用いることで、腹腔内の浮遊状態を模倣した 3次元スフェロイド培養が

可能となる。まずは、この系におけるマウス卵巣癌細胞癌株である ID8 と、ID8 にがん遺伝子

（KRAS）変異を導入した株（ID8-KRAS）のスフェロイド形成の程度や、スフェロイド培養にお

ける細胞増殖能について検討した。              

②スフェロイド形成における細胞内シグナルの解析 

スフェロイド形成時の細胞内シグナルを、cDNAマイクロアレイを用いて比較検討した。 

③ スフェロイド形成による代謝調整機構の解明 

 スフェロイド状態における癌遺伝子と代謝調整機構の関連を調査した。 

2．in vivo マウスモデルの作成:  

マウス卵巣癌細胞株 ID8 と ID8-KRAS を同系マウスに移植し、マウス腹膜播種モデルを作成し

た。 

①  In vivo スフェロイド形成細胞の解析 

 In vivo の系からスフェロイド形成細胞を単離し、cDNA マイクロアレイを用いて網羅的解析

を行い、in vitroにおけるスフェロイドとの遺伝子発現プロファイルを比較した。 

②  癌遺伝子のスフェロイド促進作用および、その特異的阻害剤についての検討 

がん遺伝子が腹腔内におけるスフェロイド形成や播種形成に及ぼす影響を検討するとともに、

そのがん遺伝子により活性化したパスウェイを阻害することでスフェロイド形成および播種形

成に与える影響を検討した。 

3．CXCL17ノックアウト（ノックダウン）モデルの検討 

 我々は本研究において、スフェロイド形成に伴ってCXCL17が発現上昇することを見出した。

これにより、「細胞形態変化に伴う CXCL17の発現上昇 →TAMや MDSCの遊走 →スフェロイ



ドの安定性増大 →腹膜播種進展」という仮説

が成立する(図 1)。 

これを証明するため、shRNA 技術を用いた

CXCL17 ノックダウン株や CRISPR-Cas9 技術

を用いた CXCL17ノックアウト株を作成し、腹

膜播種進展への影響を検討した。また、ノック

アウト株における腹腔内／スフェロイド内微

小環境を、TAMやMDSCに着目して評価した。           

 
４．研究成果 

マウス卵巣癌細胞株である ID8にKRAS遺伝

子を導入した結果、ID8-KRAS において腹腔内

でスフェロイド形成が促進されることを確認し

た（図 2）。次に、がん遺伝子の有無と、形態変

化によって発現が変化する遺伝子群を検討する

ためにマイクロアレイ検査を行った。その結果、

ID8 細胞と ID8-KRAS 細胞は monolayer にお

ける２次元培養(2D)では遺伝子発現にほとんど

差を認めなかったのに対し、スフェロイドを形成する３次元培養（3D）においては顕著な遺伝

子発現変化を認めることを見出した。特に、3Dになった際に、ID8-KRAS細胞では RAS-RAF-

MEK 経路の活性化が顕著であることを見出した。また、この経路の阻害剤である Trametinib

を使用することで in vitroにおけ

るスフェロイド形成の有意な阻

害を認めるとともに、マウスモデ

ルにおける腹膜播種形成を有意

に阻害した（図 3, BMC Cancer, 

2018）。 

また、上記で実施したマイクロアレイの検討より、スフェロイド形態におけるグルタミン代謝

経路の活性も認めた。このため、スフェロイド培養には特にグルタミンが必須である可能性を考

慮して、グルタミン欠乏培地での 3D培養を行った。この結果、ID8-KRASではグルタミン欠乏

培地での顕著なスフェロイド形成阻害を認めた。このことより、スフェロイド状態での増殖には

グルタミンが不可欠であることが示唆された。 

次に、スフェロイド形態になった際に発現上昇す

るケモカインであるCXCL17に着目して検討を行っ

た。CXCL17 はマクロファージなどのケモカインで

あることが知られている。まず、in vivo における

CXCL17の発現を検討した。その結果、in vivoにお

ける浮遊状態の細胞では、CXCL17 の発現上昇を認

めることがわかった（図 4）。また、ID8-KRAS株に

おいて、CXCL17ノックダウンを作成するために、shRNA技術を用いて、shCXCL17細胞株を

作成した。作成した shCXCL17-ID8-KRAS 株を用いて、in vivo における腹膜癌モデルの検討

を行った。その結果、shCXCL17-ID8-KRAS株では有意な腹膜播種形成阻害を認めた。ただし、



shCXCL17-ID8細胞株においては腹膜播種形成に違いは認めなかった。次に ID8-KRAS細胞と

shCXCL17-ID8-KRAS細胞を用いて、

腹腔内環境の変化を検討した。ID8-

KRAS 細胞由来の腹膜播種形成に伴

い、腹腔内の CD11b+Ly6G+Ly6Clow 陽

性 MDSC の割合が増加するが、この

MDSC分画の増加は、shCXCL17-ID8-

KRAS 株では有意に抑制されることが

分かった（図 5）。 

次に申請者らは、ID8 株における CXCL17 ノックダウン形質変化の違いを検討するために、

ELISA法を用いてCXCL17濃度を検討したところ、shCXCL17-ID8株由来の腹水でもCXCL17

発現を認めることがわかった。この結果より、ID8株においては shRNA 技術では、CXCL17の

ノックダウンは不十分であった可能性が示唆された。このため、申請者らは CRISPR-Cas9技術

を用いて CXCL17-ノックアウト株（CXCL17-KO株）の作成に取り組んだ。しかし、ID8株で

はミスマッチ導入効率が低く、ホモ CXCL17-KO株の作成に至らなかった。 

上記結果より、少なくとも、ID8-KRAS 株においては、CXCL17 ノックダウンが腹膜癌形成を

抑制し、またその機序の一つとして、MDSCの遊走を抑制している可能性が示唆された。 
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