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研究成果の概要（和文）： 
難治性の卵巣癌である明細胞腺癌に特異的に高発現している HNF-1beta の機能を解析

することによって、サリドマイドに類似した抗腫瘍物質を探索しようとした。HNF-1beta
は腫瘍の浸潤能、抗アポトーシスおよび抗がん剤抵抗性に関与していることが判明した。
さらに細胞周期に関する HNF-1beta の機能を解析した。その結果、HNF-1beta が chk1
のリン酸化を持続させることにより癌細胞の持続的なチェックポイントの活性化を引き起
こし、ひいては卵巣明細胞腺癌の抗癌剤抵抗性の要因の一つとなることが判明した。癌細
胞の多くは DNA 修復を G2/M チェックポイントに依存しているとされ、G2/M チェック
ポイントに関与する chk1 は卵巣明細胞腺癌に対する新規治療薬のターゲットとなる可能
性があると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We were going to search for the antitumor material which resembled thalidomide by 

analyzing a function of HNF-1beta which specifically developed in the clear cell 
adenocarcinoma which was intractable ovarian cancer high.  HNF-1beta was proved 
to be involved in the invasion ability of the tumor, antiapoptosis and anticancer drug 
resistance.  Furthermore, we analyzed a function of HNF-1beta about the cell cycle.  
As a result, because HNF-1beta made a phosphorylation of chk1 persist, we caused the 
activation of the persistent checkpoint of the cancer cell, and it became clear that it 
was with one of the factors that were the carcinostatic of the ovary clear cell 
adenocarcinoma-resistant in its turn.  It is said that most of cancer cells depend on 
the G2/M checkpoint for DNA repair, and it is thought that it may be with the target of 
the new drug for the ovarian clear cell adenocarcinoma in chk1 involved in the G2/M 
checkpoint. 
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞が浸潤、転移するための細胞外マト

リックスや基底膜を酵素学的に破壊する物
質としてウロキナーゼがある。ウロキナーゼ
活性を抑制すれば、癌細胞の浸潤が抑制され
るだけではなく血管新生も抑制され、転移巣
の形成が抑制される。そこで、ウロキナーゼ
及びその受容体の発現制御は新規の分子標
的抗腫瘍薬となり得ると考えられる。そこで
我々は、サリドマイドがウロキナーゼ受容体
蛋白の発現を低下させ、その結果、細胞増
殖・浸潤を抑制することを明らかにした。さ
らにサリドマイドと同様な作用をもたらす
新たな分子を探索すれば、より効果的で副作
用の少ない治療薬を開発できる可能性があ
る。 
卵巣がんの中でも明細胞腺癌は特に抗が

ん剤の感受性が低く、予後の悪い組織型であ
る。最近、転写因子である HNF1beta が明細
胞腺癌において特異的に高発現しているこ
とが報告され、明細胞腺癌の難治性と何らか
な関係があると推測される。そこで、パイロ
ッ ト 実 験 と し て 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 株 の
HNF1beta をノックダウンして細胞浸潤能
や細胞遊走能の変化を検討した。その結果、
ノックダウンによって細胞浸潤能や細胞遊
走能は低下し、HNF1beta が細胞浸潤や細胞
遊走の関与していることが推察された。その
ため、HNF1beta の機能を解析することはサ
リドマイドと同様な作用をもたらす新たな
分子を発見することにつながるものと考え
られた。 
 
２．研究の目的 
ウロキナーゼ受容体蛋白の発現低下作用を
ターゲットとした標的分子を、HNF1beta の
機能解析をおこなうことによって探索し、新
たな分子標的抗腫瘍薬の開発をめざす。 
 
３．研究の方法 
（１）1995年以降に当施設で切除した正常卵
巣および卵巣腫瘍症例のホルマリン固定パ
ラフィン包埋切片を用いて、HNF-1beta の局
在および発現頻度を免疫組織学的に検討し
た。卵巣腫瘍症例の内訳は、チョコレート嚢

胞、明細胞腺癌、類内膜腺癌、漿液性腺癌、
粘液性腺癌である。 
（２）卵巣腺癌株における HNF-1betaの発現
量を調べるために、卵巣明細胞腺癌株
（TOV21G、KOC、ES2）、卵巣粘液性嚢胞腺癌
株（MCAS）における HNF-1beta発現量を
Real-time quantitative RT-PCR によって検
討した。 
（３）卵巣明細胞腺癌株に発現する
HNF-1betaをリバーストランスフェクション
クション法でノックダウンした。ノックダウ
ンの効率については RT-PCR、ウェスタンブロ
ット法で確認した。 
（４）HNF-1betaをノックダウンして変化す
る遺伝子群をマイクロアレイで網羅的に解
析した。HNF-1beta の対象遺伝子について、
文献・マイクロアレイの結果を考慮して次の
候補遺伝子を絞り込んだ。細胞接着・遊走活
性亢進作用：SPP1、薬剤耐性：UGT1A1・ANXA4、
抗アポトーシス：BCL2L1・CFLAR、細胞周期：
CCND1。これらの遺伝子について HNF-1beta
のノックダウンによる変化を Real-time 
quantitative RT-PCRによって検討した。 
（５）HNF-1betaをノックダウンしておこる
細胞の性質変化を、アノイキス抵抗性、浸潤
能、アポトーシスおよび薬剤耐性に関して検
討した。 
（6）卵巣明細胞腺癌株である TUOC1に、
plasmidベースの shRNAを導入し HNF-1beta
を安定的にノックダウンした細胞株を得た。
cell cycleについては、Propidium iodide
（PI） により DNA を染色し，細胞に含まれ
る G0/G1 期，G2期，S期細胞の割合を，フロ
ーサイトメトリーを使用して測定した。G2期
作動薬として bleomycinを 42μM 添加し、
cell cycleの変化を継時的に観察した。また
S 期作動薬として CPT-11(sn38)を 0.1μg/ml
添加し、同様にフローサイトにて cell cycle
の変化を観察した。DNA損傷によるチェック
ポイント機構の活性化について、chk1の
Ser296のリン酸化をウエスタンブロット法
にて調べた。 
 
４．研究成果 



（１）各群における HNF-1betaの染色スコア
を図 1に示す。正常卵巣と比較し、チョコレ
ート嚢胞では HNF-1betaの発現は有意に高か
った。また明細胞腺癌では、チョコレート嚢
胞や他の上皮性卵巣癌症例と比較し、
HNF-1betaの発現は有意に高かった。 

 
 
（２）卵巣腺癌株における HNF-1betaの発現
量を Real-time quantitative RT-PCRで比較
したところ、明細胞腺癌株の TOV21G、KOCで
高く、卵巣粘液性嚢胞腺癌株の MCAS の約 5
倍認めた。また、ES2 では発現を認めなかっ
た（図 2）。 

 
（３）HNF-1beta のノックダウン効率は、
TOV21Gでは 6割近く認めたが、KOCは 3 割弱

であった。我々の条件では TOV21G の方がノ
ックダウン効率は高かったので、今後の実験
にはこちらを使用している。ノックダウン効
果について、RT-PCR、ウェスタンブロット法
にても確認した。 
 
（４）ノックダウン細胞とコントロール細胞
での遺伝子発現の差を網羅的に調べるため
に Affymetrix 社の GeneChip Expression 
Array にてマイクロアレイを行った。54675
遺伝子から低発現と Absent Flag を除去し
FoldChange 解析を行い 2792 遺伝子まで絞り
込 ん だ 。 こ れ ら は 、 organogenesis 、 
metabolism, anti-apoptosis, stress 
response に関与する遺伝子群であった（図
３）。 
 
（５）今回我々は、細胞接着・遊走活性亢進
作用：SPP1、薬剤耐性：UGT1A1・ANXA4、抗
アポトーシス：BCL2L1・CFLAR、細胞周期：
CCND1 に注目し、発現量の変化を Real-time 
quantitative RT-PCR にて確認した。その結
果、HNF-1betaのノックダウンにより SPP1は
7 割減少、UGT1A1 は 5 割減少、ANXA4 は 6 割
減少した。また、BCL2L1 は 4 割減少し、CFLAR
は 4割減少、CCND1は 4割減少した。 

 
（６）アノイキス抵抗性の変化では、コント
ロール群に比較して、ノックダウン群では
survival rate が減少しており、アノイキス
抵抗性の減少を認めた（図 4）。invasion assay
では、コントロール群と比べてノックダウン
群で浸潤細胞数が減少しており、浸潤能の低
下を認めた（図 5）。 
TUNEL assay では優位にノックアウト群でア
ポトーシス細胞が増加しており、抗アポトー
シス能の低下が認められた。（図 6）CPT-11
感受性試験では、ノックダウン群はコントロ
ール群に比べて生細胞数が減少しており、感
受性が増加する傾向を認めた(図 7)。 
 



（７）卵巣明細胞腺癌株である TUOC1 に、
plasmid ベースの shRNA を導入し HNF-1beta
を安定的にノックダウンした細胞株を得た。
HNF-1beta(+) で あ る コ ン ト ロ ー ル 株
（HNF-1beta(+)群）と HNF-1beta をノックダ
ウンした株（HNF-1beta(-)群）の無処置での
cell cycleを調べた。HNF-1beta(+)群では常
に G2/M 期集団が HNF-1beta(-)群より多い傾
向を認めた。これは HNF-1beta により G2/M
期に留まる細胞数の増加を意味し、G2/M 期チ
ェックポイント機構に HNF-1betaがなんらか
の影響を及ぼしている可能性があると考え
られた（図８）。 
 
 
（８）G2/M期作動薬である Bleomycinをこれ
らの培養細胞に添加し G2/M 期チェックポイ
ント機構を作動させて、cell cycle にどのよ
うな変化が起こるかを調べた。Bleomycin を
42μM 添加し、フローサイトにて G0/G1 期，
G2 期，S期細胞の割合の変化を継時的に観察

した（図 9）。HNF-1beta(+)群では、継時的に
G2/M期の細胞集団が増加して G2/M arrestを
引き起こしているのが明らかとなった。一方、
HNF-1beta(-)群では、Bleomycin の添加によ
り 12h 後までは G2/M 期の細胞数が増加する
が、24h後では HNF-1beta(+)群と比べて G2/M
期細胞の割合が減少し死細胞の増加を認め
た。また、すべての経過時間で HNF-1beta(-)
群の方が死細胞の割合が多い傾向を認めた。 
 
（９）HNF-1beta による G2/M arrest の持続
が TUOC1株のみで観察されないことを確認す
るために、明細胞腺癌株である TOV-21G に
siRNA を導入して HNF-1beta を一過性にノッ
クダウンした系でも同様の実験を行った。結
果は TUOC1 と同じく、Bleomycin の添加によ
り HNF-1beta(+)群では G2/M arrestの持続が、
HNF-1beta(-)群では死細胞数の増加が観察
された。 

 
（１０）G2/M 期のチェックポイントに関与す
るタンパクの一つとして chk1 がある。DNAの



損傷はセンサーである ATM/ATR で感知され、
これらのタンパクは chk1 タンパクのリン酸
化を引き起こすことにより cell cycle を止
めるようにシグナルが伝達される(図 10)。今
回、chk1 の自己リン酸化部位である S296 の
リン酸化をウエスタンブロット法にて
Bleomycin 添加からの時間経過で観察した。 
HNF-1beta(+)群では時間経過とともに chk1
タンパクのリン酸化の蓄積を認めた。一方、
HNF-1beta(-)群では Bleomycin 添加後 6h で
ピークとなりその後はリン酸化タンパクが
減少する傾向を示した。HNF-1betaが chk1の
リン酸化を持続させることにより持続的な
G2/M arrest を引き起こしている可能性が考
えられた。 
 
（１１）chk1は CDC25cに作用し、G2/M arrest
を引き起こすだけでなく、CDC25A にも作用し
S arrest も引き起こす。Ⅰ型トポイソメラー
ゼ阻害剤である CPT-11(sn38)は DNA 合成を
阻害し抗腫瘍効果をもたらすと考えられて
いる。この S 期に特異的に作用する sn38 を
添加し、同様に cell cycle の変化を時間経
過とともに観察した。HNF-1beta(+)群では、
G2/M 期細胞集団の減少と、G1 期と S 期での
停止を認めた。HNF-1beta(-)群では時間経過
とともに S期の細胞数が減少し、死細胞の増
加を認めた。 
 
（１２）chk1 のリン酸化の変移をウエスタン
ブロット法にて観察したところ、Bleomycin
と同様に HNF-1beta(+)群では chk1 タンパク
のリン酸化の持続が、HNF-1beta(-)群では薬
剤添加 6時間後をピークとするリン酸化の減
少を認めた。 
 
卵巣明細胞腺癌において HNF-1betaが過剰

発現していることは報告されている。しかし、
卵巣腫瘍における HNF-1betaの生理学的な発
現意義はまだ明確にはされていない。卵巣明
細胞腺癌における HNF-1betaの発現意義を調
べるために、卵巣明細胞腺癌株に発現する
HNF-1beta を siRNA によってノックダウンし
た。その結果、アノイキス抵抗性、浸潤能、
抗アポトーシス、薬剤抵抗性がともに低下し
た。。それ故、HNF1-betaは細胞浸潤能や抗ア
ポトーシス能に密接に関与していると考え
られる。サリドマイドによる血管新生阻害作
用も MMP やウロキナーゼが関与しており、
HNF1-beta と何らかの関連がある可能性があ
ると考えた。HNF-1beta をターゲットとした
抗腫瘍効果を検討するため、HNF-1beta をノ
ックダウンした明細胞腺癌培養細胞におけ
る cell cycle と抗癌剤感受性の変化を調べ
た。その結果、HNF-1betaが chk1のリン酸化
を持続させることにより癌細胞の持続的な
チェックポイント活性化を引き起こし、この

異常が、卵巣明細胞腺癌の抗癌剤抵抗性の要
因のひとつと考えられた。卵巣明細胞腺癌と
chk1 との関係を我々は初めて明らかにした。
癌細胞の多くは DNA 修復を G2/M チェックポ
イントに依存しているとされる。そのため、
G2/M チェックポイントに関与する chk1 は新
規治療薬のターゲットとなると考えられて
いる。今後、抗癌剤投与時の chk1 inhibitor
の併用など、卵巣明細胞腺癌に対する新しい
治療戦略の可能性が本研究で示された。 
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