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研究成果の概要（和文）：OCCCの臨床検体での免疫組織学的検索で、EBP50高発現群は低発現群に比して予後不
良であった。OCCC培養細胞のCDDP処理によりEBP50と共にリン酸型（p）Akt発現の増加を認めた。一方、
PI3K/Akt活性阻害により、pAkt/EBP50の発現低下を示した。EBP50ノックダウン系では、CDDPおよびPTXによるア
ポトーシス誘導が亢進した。そこで、EBP50と結合するタンパク質を網羅的に解析し、DNA修復に関与するPARP-1
を同定した。EBP50ノックダウン系は、CDDP処理下のPARP-1の発現及びその酵素活性の低下を認めた。

研究成果の概要（英文）：Patients with ovarian clear cell carcinoma (OCCC) experience frequent 
recurrence, which is most likely due to chemoresistance. We used shotgun proteomics analysis and 
identified upregulation of EBP50 in recurrent OCCC samples. Abrogation of resistance following 
knockdown of EBP50 was accompanied by increased apoptotic cells. We found that PARP1, which is 
involved in DNA damage detection and repair, binds to EBP50 through its PDZ1 domain. Cisplatin 
treatment of cells expressing EBP50 increased nuclear PARP1 expression, whereas knockdown of EBP50 
cells decreased PARP1 expression and activity following Cisplatin treatment. Finally, OCCC patients 
with a combination of EBP50 and high PARP1 score had worst the prognosis for overall and 
progression-free survival.

研究分野：分子病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で用いたホルマリン固定パラフィン包埋検体のショットガンプロテオミクス法による網羅的解析は、我々
のグループ独自の解析手法である。本法によりOCCCの再発・予後を規定する候補因子としてEBP50を見出し、国
内外を通じて、OCCCにおけるEBP50発現とその機能解析は殆ど手付かずの状態であり、極めて独自性の高い研究
である。小分子化合物等を用いたEBP50シグナル系阻害による新規治療法の分子基盤を築くことができる。特
に、本分子を標的とした治療法は、再発例や標準治療に抵抗性を示すOCCCに対しても有効であることが想定さ
れ、患者予後改善に著しく貢献できることが期待できる。

※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 
（１）卵巣明細胞癌（OCCCa）の臨床的問題点 
 卵巣癌の 4大組織型（OCCCa、漿液癌、粘液癌、類内膜癌）のうち、OCCCaは本邦における
発生率が約 20％で、欧米の 4~6%に比して極めて高い（Kobayashi et al, Onco Rep, 2009）。一般的
に卵巣癌の標準治療としてプラチナ製剤（シスプラチン：CDDPなど）とタキサン系抗癌剤（パ
クリタキセル：PTX など）を併用した抗癌剤が有効とされ、漿液癌や類内膜癌は奏効率が 75%
を超える。一方、OCCCaは 18％で抗癌剤耐性能が極めて高いため、その進行期癌や再発癌は極
めて予後不良である。このため、進行期または再発 OCCCaに対する新規治療法の開発は、患者
の予後改善に直結する喫緊の課題である。 
 
（２）再発 OCCCa例の新規バイオマーカー同定への挑戦 
 現在、OCCCa 再発症例の診断は、画像診断が主な手法である。しかし、患者のフォローアッ
プの観点からも、OCCCa の再発予測マーカーの同定は重要であり、新規治療法開発のターゲッ
トにもなり得る。そこで、研究代表者は、再発 OCCCa症例で特異的に高発現する新規バイオマ
ーカーの同定を目指した。5症例の OCCCa原発及び再発病変、計 10サンプルのホルマリン固定
パラフィン包埋検体より研究代表者ら独自の手法によりタンパク質を抽出し、ショットガンプ
ロテオミクス法により発現するタンパク質を網羅的に解析し
た。その結果、総計 2273種のタンパク質から原発巣に比べて再
発巣で特異的に高発現する EBP50（ezrin-radixin-moesin binding 
phosphoprotein 50）を見出した。EBP50は、上皮細胞の細胞膜上
で高発現する足場タンパク質として報告されている。近年は
種々の腫瘍における発現とその機能について報告されはじめ、
脳腫瘍においては細胞膜近傍で PTEN と結合することにより
PI3K/Aktシグナル系を阻害する（Molina et al, Cancer Res, 2010）。
一方で、細胞質における発現は Aktによる EBP50Thr156のリン
酸化により核内へ移行し細胞増殖に関与するなど、その局在に
より機能が異なるタンパク質として報告されている（図１）。 
 
 
２．研究の目的 
OCCCa において、①EBP50 が再発・予後に関する新規バイオマーカーであることの証明、②
PI3K/Akt 系による EBP50 発現制御機構の解明、③EBP50 と PARP1 による抗癌剤耐性能獲得機
構の分子機序を解明する。目標①－③を達成した上で、EBP50が再発 OCCCaの新たなバイオマ
ーカーであることを提唱し、そのシグナル系をターゲットにした、再発 OCCCa例を含む新規治
療法戦略に向けた分子基盤構築を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
A．OCCCaにおける EBP50の発現制御機構の解明（2020年度） 
１）臨床検体による EBP50発現検索（松本、大学院生） 
150例の OCCCa臨床検体で、①in situ hybridization法（独自に設計・作製した RNAプローブを
利用）による mRNAの検索、②免疫組織化学法によるタンパク質発現の検索、③40例の新鮮検
体で、real time RT-PCR法とWestern Blot法による EBP50の mRNAおよびタンパク質発現検索を
行う。 
２）EBP50と PI3K/Aktシグナル系の関与（松本） 
i) 上記臨床検体を用いて、免疫組織学的に PI3K/Aktおよび PTEN発現を検索する。ii)OCCCa細
胞株を無血清培養後、血清刺激による Aktの活性化、あるいは LY294002などの Akt阻害剤処理
後の、EBP50および PTENの mRNA・タンパク質発現変化を real time-PCR法やWestern Blot法
で検索する。iii) EBP50遺伝子プロモーター領域をクローニングし、PI3K/Aktシグナル系による
そのプロモーター活性の変化を Luciferase assayにより解析する。 
 
B．EBP50による抗癌剤耐性獲得の分子メカニズムの解明（2021年度以降） 
１）EBP50発現検索と細胞動態に及ぼす影響の検索（松本、技術員） 
i)5種の OCCCa培養細胞株（ES-2、OVTOKO、OVISE、KOC7C、TOV-21G）から細胞内タンパ
ク質分画を行い、EBP50発現を局在別に検索する。ii)各種増殖・細胞周期マーカー（Ki-67、Cyclin 
A、p21waf1、p27kip1）や細胞死シグナル（bax/bcl-2、cleaved caspase-3、cleaved PARP1）に関連
するタンパク質発現、及び TUNEL法によるアポトーシス細胞の検出を行い、EBP50発現との関
連性を検索する。 
２）EBP50発現と抗癌剤耐性との関連性の証明（松本） 



i)OCCCa細胞株に shRNAコンストラクト導入による EBP50ノックダウン系細胞を作製する（一
部作製済み）。作製した細胞株に抗癌剤処理（CDDP及び PTX）後、ii)WST assayによる IC50算
出および細胞生存曲線から抗癌剤耐性能を評価する、iii)TUNEL法によるアポトーシス細胞の検
出および Propidium Iodide (PI) 染色を用いた Flow cytometryによる細胞周期解析を行う、iv)各種
増殖・細胞周期関連因子や細胞死関連シグナル発現をWestern Blot法により解析する。 
３）EBP50と PARP1クロストークによる機能解析（松本） 
B-2)で作製した培養細胞を用いて、i)IP 法により PARP1 との結合能の変化を検索する、
ii)PARP/Apoptosis Assay Kitの化学発光法により直接 PARP活性を測定する、iii)CDDP及び PTX
処理後の 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）を利用した ELISA 法と PARP/Apoptosis Assay 
Kitの化学発光法により、DNA損傷レベルと修復活性レベルを解析する。 
 
 
４．研究成果 
（１）OCCCaにおける EBP50発現検索および臨床的意義の検討 
69症例の OCCCa検体を用いた免疫染色の結果、EBNP50は細胞質/核発現（55.1％）または細胞
膜発現（44.9％）に分類され、細胞質/核発現は全生存期間・無増悪生存期間ともに有意に予後不
良であった。次に、EBP50発現を示す OCCCa培養細胞を検索したところ、TOV21Gが細胞質発
現、OVISE細胞が細胞膜発現であった。TOV21G細胞については shRNAコンストラクトを遺伝
子導入し、EBP50ノックダウン系(EBP-KD)を作製した。EBP50-KD細胞は mockに比して、シス
プラチン（CDDP）刺激によるアポトーシス細胞の増加と抗アポトーシス因子である XIAPと Bcl-
2の低下、アポトーシス誘導因子である baxおよび Cleaved caspase-3の増加を認め、結果として
抗癌剤感受性が亢進していることが示唆された。 
 
（２）EBP50結合パートナー分子の網羅的検索：PARP1の同定 
EBP50は 3つのドメイン（PDZ1、PDZ2、EB）を介し
て様々なタンパク質と結合し、多様な機能を有するこ
とが知られている。そこで、OCCCa における細胞質
EBP50 の発現意義を詳細に検討するため、免疫沈降
法とショットガンプロテオミクス法を組合わせるこ
とにより、EBP50 と結合を示すタンパク質を網羅的
に解析した。検出結果を Cluster解析および Scatter plot
解析したところ、両者ともに DNA 修復酵素である
PARP-1（poly[ADP-ribose]polymerase-1）が最も強い結
合因子であることが示唆された（図２）。免疫沈降-
Western blot法により、TOV21G細胞では PARP1との
結合を認め、OVISE ではバンドが全く検出されなか
った。また、GST-tag 付発現タンパク質による Pull-
down assayにより、PARP1は EBP50の PDZ1ドメイ
ンで結合することが明らかとなった。 
 
（３）EBP50/PARP1 axisの機能解析 
まず、細胞質発現を示す EBP50と核内因子である PARP1の結合証明を行った。TOV21G細胞に
CDDP刺激後の EBP50発現解析を実施したところ、細胞質 EBP50は核内に移行していることが
明らかとなった。同様に、OVISE細胞における細胞膜 EBP50発現を検出したところ、核内移行
は生じていなかった。また、EBP50-KD細胞では mockに比して、Cleaved PARP1発現が著しく
亢進しており、EBP50は PARP1発現安定化を担っていることが示唆された。さらに、ELISA法
により PARP 活性について検討したところ、mock では活性維持を認め、EBP-KD 細胞では有意
に活性が落ちていた。 
 
（４）OCCCa臨床検体による EBP50/PARP1 axisの証明 
OCCCa臨床検体を用いた免疫染色法により、EBP50細胞質/核発現を示す症例は、PARP1発現が
亢進していることが分かった。さらに、EBP50と PARP1発現強度により 4群に分けたところ、
細胞質 EBP50（+）/PARP1（+）症例（13 例：18.8％）は、全生存期間・無増悪生存期間ともに
最も予後不良群であった。 
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