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研究成果の概要：  
 卵巣癌の微小環境によるシグナル分子のエピジェネティックな変化に伴い、
HIF-SNAIL-E-cadherin 経路、S100A4-RhoA 経路、Hedgehog 経路、さらに TGFβ経路の活性化が、
卵巣癌細胞の播種性転移を促進させることを明らかとした。さらに RhoA、Hedgehog、TGFβの
各シグナル経路を阻害する低分子化合物は、卵巣癌播種性転移の治療薬となりうることを明ら
かにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 卵巣癌は女性性器に発生する悪性腫瘍の
うちで最も予後不良の疾患である。卵巣癌患
者における最大の予後不良因子は腹腔内播
種性転移であり、患者の予後向上にはまず卵
巣癌細胞の播種性転移に関与するシグナル
伝達経路を同定し、これを抑制する新たな物
質の探索が求められる。 
 
２．研究の目的 
(1)微小環境が卵巣癌細胞の播種性転移に及
ぼす影響を解析する。 
(2)播種性転移を特徴づけるシグナル経路を

探索する。 
(3)播種性転移におけるメチル化・脱メチル
化遺伝子を探索する。 
(4)卵巣癌の播種性転移に対する治療薬を、
シグナル阻害剤という観点で探索する。 
 
３．研究の方法 
(1)卵巣癌摘出標本を用いて、HIF、Hedgehog
シグナル分子、S100A4、TGFβシグナル分子
の発現を調べた。 
(2)卵巣癌細胞株を用いて、低酸素培養にお
ける HIF、SNAIL、E-cadherin のシグナルの
変化を調べた。 
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(3)卵巣癌細胞株を用いて、S100A4 が RhoA シ
グナルに及ぼす影響を調べた。S100A4 遺伝子
については、プロモーター領域を詳細に解析
し、エピジェネティックな変化が発現に及ぼ
す影響を検討した。 
(4)卵巣癌細胞株に脱メチル化剤 5Aza-dC を
添加してマイクロアレイを行い、網羅的にメ
チル化遺伝子を検出した。 
(5)メチル化と TGFβ経路の関連を、マイクロ
アレイ、ルシフェラーゼアッセイ、Western 
blotting により評価した。 
(6)卵巣癌細胞株を用いて、RhoA 阻害剤、
Hedgehog 阻害剤、TGFβ阻害剤の転移阻害効
果を、in vitro, in vivo で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 卵巣癌細胞におけるHIF-SNAIL シグナル
の解析 
 卵巣癌細胞株 SKOV3 は低酸素下により
SKOV3細胞のE-cadherin発現は減弱し、HIF-1
αおよび HIF-2αの発現が誘導され、それと
同時に E-cadherin 転写抑制因子のなかでも
SNAIL 発現が増加した。 
(2) 卵巣癌細胞におけるS100A4-RhoA シグナ
ルの解析 
 S100A4 の発現を免疫組織学的に検討した
ところ、卵巣癌では良性、境界悪性腫瘍に比
べ有意に発現が増強していた。さらに、
S100A4 低発現卵巣癌細胞株に対して S100A4
発現増強すると RhoA の活性が亢進し浸潤能
は亢進した。一方、S100A4 の浸潤能亢進効果
が Rho inhibitor お よ び Rho kinase 
inhibitor で抑制された。 
(3) 卵巣癌細胞における S100A4 エピジェネ
テイクス解析 
免疫染色にて S100A4 陽性部分と陰性部分に
分けてマイクロダイセクションを行った後、
DNA を抽出し、メチル化の有無を解析した結
果、S100A4 遺伝子の第１イントロンの CpG サ
イトは、S100A4 低発現胞の OVCAR3 細胞では
メチル化され、S100A4 高発現細胞株では脱メ
チル化されていた。 
(4) 卵巣癌細胞における Hedgehog シグナル
の解析 
 癌では Hedgehog signal の ligand である
sHH, Pathed1, SMO, Gli1 ともに良性および
境界悪性に比べて有意に発現が亢進してい
ることが明らかになった。またその発現は細
胞増殖マーカーである Ki67 の発現と相関し
ていた。さらに 4種の卵巣癌細胞株において、
Hedgehog Pathway の 阻 害 物 質 で あ る
Cyclopamine を添加したところ細胞増殖が抑
制された。これらの結果から、卵巣癌では
Hedgehog Pathway 亢進が細胞増殖と関連して
いることが明らかになった。 
(5) 卵巣癌における、DNA メチル化と TGFβ
経路の関連についての解析 

 43種類の卵巣癌細胞株に5Aza-dCを添加し
て遺伝子発現の変化を調べたマイクロアレ
イデータを元に、卵巣癌における 360 個のメ
チル化遺伝子リストを作成した。それらのメ
チル化遺伝子群には TGFβ経路の遺伝子が多
く含まれており、実際に TGFBR2 や THBS1 と
いった、TGFβ経路の活性を亢進させる遺伝
子は、その発現とメチル化が逆相関していた。
マイクロアレイによって、TGFβ経路の活性
を調べると、5Aza-dC の添加によって、その
活性が亢進することがわかった。さらに
5Aza-dC による TGFβ経路の活性化は、
p-SMAD2/3 の Western blotting や、SMAD3-
ルシフェラーゼアッセイでも明らかであっ
た。卵巣癌の臨床サンプルにおいて、TGFβ
経路の活性とメチル化360 遺伝子の発現は正
の相関を示し、原発巣と大網転移巣の間で発
現マイクロアレイデータを比較すると、大網
転移巣において TGFβ経路の活性亢進と 360
遺伝子の発現亢進を認めた。免疫組織染色に
よる検討では、マイクロアレイデータに合致
して、大網転移巣における TGFBR2 タンパク
の発現亢進およびp-SMAD2 の発現亢進を認め
た。TGFβ経路の阻害剤である A-83-01 は、
マウス卵巣癌細胞株 HM-1 の浸潤、遊走を in 
vitro で抑制し、in vivo では腹膜播種性転
移モデルマウスの生存期間を延長させた。し
たがって TGFβ阻害剤 A-83-01 は、卵巣癌の
転移に対する治療薬として有用と考えられ、
臨床応用へ向けてさらに検討を行うべきと
思われる。 
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