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 研究成果の概要：本研究によって、卵巣癌標的分子である HB-EGF は動脈硬化をきたすアテローム形成に重要な酸化 LDL とその受容体である CD36 を介した経路や上皮性悪性腫瘍が間葉系細胞に形態学的に変化することにより転移・浸潤能を獲得する現象である EMT に伴って発現亢進することが明らかとなり、これらの分子群は卵巣癌における新たな標的分子となり得ることが示唆された。 
 

 交付額                                （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 

2007年度 2,600,000 780,000 3,380,000 
2008年度 1,000,000 300,000 1,300,000 総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

 研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：外科系臨床医学・産婦人科学 キーワード：婦人科腫瘍学 
 １．研究開始当初の背景 EGF ファミリーは、癌の増殖・浸潤・転移の中心的役割を担い、受容体である EGFR を標的とした治療薬の開発が現在も引き続いて行われている。しかしながら、これらの標的治療薬が有効な悪性腫瘍は一部で、新たな治療の開発が切望されている。最近では野生型および変異型 EGFR や EGFR シグナル上流の遺伝子異常などによる癌増殖は、EGFR に結合する特異的な EGFR リガンドの発現亢進による EGFR 活性化が原因となっていることが明らかとなり、EGFR リガンドは EGFR と同様に標的となると考えられるようになってきた。我々は、これまでの研究成果により EGFR リガンドの一つである HB-EGF が卵巣癌を含めた多くの悪性腫瘍で特異的に高発現し腫瘍

形成能を制御する癌標的分子であること、さらに HB-EGF 特異的抑制剤である CRM197 は卵巣癌などの上皮系腺癌の標的治療薬となることを示してきた。したがって、CRM197 を用いた標的治療を有効に臨床活用する上で、HB-EGF 発現亢進に関わる分子機構を解明することは、HB-EGF を標的とする治療の有効例の選定や新たな標的分子の検索につながる情報を提供する重要な研究となると考えられる。  ２．研究の目的 本研究の目的は卵巣癌標的分子であるHB-EGF が発現亢進する分子機構の解明することである。卵巣癌は腹水を著明に貯留する疾患であり、腹水中の脂質が癌活性化因子の
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一つであることが報告されている。そこで、我々の研究成果から腹水中に HB-EGF と脂質として酸化 LDLが高濃度で存在することが分かっており、酸化 LDL とその受容体であるCD36 を介した脂質代謝のシグナルによってHB-EGF の発現が上昇してくるかを検討する。一方で、HB-EGF の発現亢進と卵巣癌の腹膜播種は密接に関わり、その腹膜播種機構にはEpithelial-Mesenchymal Transition（EMT）と EMT をコントロールする遺伝子としてSnail が重要である。したがって、Snail とHB-EGF の発現変化についても検討する。以上の研究成果より、HB-EGF の発現亢進に関わる分子機構が明らかとなり、卵巣癌における新規標的分子が同定される。  ３．研究の方法 （１）HB-EGF 発現と酸化 LDL－CD36 経路の関連 ①卵巣癌、正常卵巣、卵巣嚢腫患者の腹水中酸化 LDL量を ELISA 法、腹膜におけるCD36 発現を Real-Time PCR法で解析する。 ②酸化 LDL 添加による卵巣癌細胞株 RMG1、SKOV3 の細胞膜上に存在する膜型 HB-EGF発 現 量 の 変 化 を Diphtheria Toxin Binding Assay、EGFR 及び ERK の活性化を Western Blot で解析する。 ③RMG1、SKOV3 細胞に siRNA 法を用いてCD36 発現抑制後に酸化 LDL を添加し、②と同様の解析を行う。 （２）HB-EGF 発現と Snailの関連 ①RMG1、SKOV3 細胞に siRNA 法を用いてSnail 発現抑制後の細胞膜上に存在する膜型 HB-EGF 発現量の変化を Diphtheria Toxin Binding Assay、細胞接着能をSpreading Assay、細胞浸潤能を Invasion Assayで解析する。 ②HB-EGF に対する siRNA を導入した RMG1細胞と野生型 RMG1 細胞をヌードマウスの腹腔内に播種に播種させ、形成させた腫瘍量と Snailの発現量を比較する。  ４．研究成果 （１）卵巣癌（17 例）、良性卵巣腫瘍（5例）及び正常卵巣症例（8例）の腹水中酸化LDLの濃度及び腹膜におけるCD36の発現は卵巣癌症例で有意に高値を示した（p値＜0.05）。卵巣癌細胞株 RMG1・SKOV3に酸化 LDL を添加すると、培養上清中のHB-EGF量は増加し、EGFR及び ERKの活性化を認めた。RMG1・SKOV3 細胞における CD36 の発現を siRNA 法を用いて抑制すると、酸化 LDL による HB-EGF 発現誘導効果は抑制された。 （２）RMG1 細胞において Snailの発現を抑制すると HB-EGF 発現量や細胞の接着能・浸潤能の低下を認め、HB-EGF を添加する

と Snailの mRNA発現量の増加や EMTのマーカーである E-cadherinの発現低下も認めた。RMG1 細胞と RMG1 細胞のHB-EGF を発現抑制した細胞（R-181）をヌードマウスの腹腔内に播種させたモデルでは、RMG1 細胞の腫瘍形成能はR-181 細胞と比較し有意に高く、HB-EGF特異的抑制剤 CRM197 を腹腔内投与すると RMG1 細胞の腫瘍形成能を著明に抑制した。 以上の結果より、酸化 LDL‐CD36 の経路及び Sanilを介した EMTは HB-EGF を発現亢進させ、CD36 や sanil1 は卵巣癌において新たな標的分子になり得ることが見出された。 我々は、EGFR リガンドの一つである HB-EGFが卵巣癌、膀胱癌、胃癌、乳癌、神経膠芽腫などの多くの悪性腫瘍の標的分子となることや、HB-EGF の特異的抑制剤 CRM197 が上記の悪性腫瘍の治療薬として有効であることを世界で初めて実証した。現在、HB-EGF 特異的抑制剤 CRM197 を用いて、卵巣癌に対する標的治療の確立を目指し、医師主導型治験を平成 19 年度より開始している。現在までの癌分子標的治療の開発において、増殖因子のリガンド（HB-EGF を含めた）を標的とした治療薬は世界的に報告がなく、本治療薬は新たな概念に基づいた画期的な治療法となると位置づけできます。したがって、本研究は、EGFR リガンドを標的とする新たな概念に基づいた研究であり、今回の研究成果は治療の有効例の選定や新たな標的分子の検索に多大な情報を提供することが期待できる。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 
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