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研究成果の概要（和文）：卵巣癌において癌幹細胞に関連する因子として Wilms’ tumor 1 (WT1)

遺伝子に着目し、short hairpin RNA (shRNA)を用いて WT1遺伝子を knockdown したところ、上

皮間質移行 epithelial-mesenchymal transition (EMT)様の変化を示し、また proapoptotic

蛋白である HtrA1が誘導され、シスプラチンに対する感受性が増強する可能性が示唆され

た。 

 
研究成果の概要（英文）：We focused on the Wilms’ tumor 1 (WT1) gene, which may be associated 
with the cancer stem cell in ovarian cancers. Short hairpin RNA (shRNA)-mediated stable 
downregulation of WT1, caused an epithelial-mesenchymal transition. We also 
demonstrated that WT1 could regulate HtrA1 and modulate cisplatin-mediated cytotoxicity 
using ovarian cancer cells transduced with WT1 shRNA.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）卵巣癌の化学療法は1st lineとしてプ
ラチナとタキサン製剤の併用療法が確立さ
れているが、当初抗癌剤に対して感受性を示
しても再発時これらの薬剤に耐性となった
症例では治療が困難となる。近年これを克服
するため分子標的治療が注目された。ところ
が卵巣癌では臨床研究において血管新生因
子を標的とした治療ではある程度の効果を
認めたものの、分子標的治療薬の臨床効果は
低く、当初期待していたほどの効果が得られ

ていないのが現状である(Clin Cancer Res 
2005, Gynecol Oncol 2006)。そこで、我々
は卵巣癌おける再発と治療抵抗性獲得の機
序として癌幹細胞に着目した。 

 

（２）癌幹細胞の概念は数十年以上も前から
提唱されていたが、直接的な証明方法がなく
広く受け入れられることはなかった。しかし
幹細胞生物学・発生生物学の急速な進展によ
り、癌にもまた正常組織同様のヒエラルキー
が存在し、その頂点に位置する癌幹細胞のみ
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が強い自己複製能と腫瘍形成能を有すること
が明らかにされた（Reya T. Nature 2001）。
癌幹細胞は癌を形成する細胞の数%以下の比
率であると言われ、様々な抗癌剤や放射線療
法にも抵抗性を示し、癌再発の原因となる細
胞であると報告されている(Bao S. Nature 
2006)。癌幹細胞の治療抵抗性は、癌幹細胞
が抗癌剤排出能力、中和能力、DNA修復能力
を有していること、また特別な微小環境（ニ
ッチ）内で休眠状態として存在するため、増
殖する細胞を標的とする従来の癌治療には
効果がないためと考えられる。近年、卵巣癌
においても癌幹細胞の存在が報告され注目
されている（Szotek PP. PNAS 2006）。 
 

２．研究の目的 

（１）抗癌剤は増殖能力の高い癌細胞には効
果があっても、増殖能力の低い癌幹細胞には
効果がなく残存し、再度癌細胞に分化してい
くことで再発、抗癌剤に対する抵抗性を示す
ようになるのではないかと考え、卵巣癌の癌
幹細胞を同定、機能解析を行い、癌幹細胞を
標的とする新たな分子標的治療を開発する
ことを目的とした。 
 
（２）幹細胞が様々な phenotype を示す細胞
に分化する過程において Wilms’ tumor 1 
(WT1) geneが重要な役割を果たすと最近報告
された。また血液癌においては WT1 発現の変
化により、癌幹細胞ががん細胞に分化してい
くと言われている。そこで我々は WT1の発現
変化により、卵巣癌細胞にどのような変化が
起こるか、幹細胞の性質を示すようになるか
否か、また薬剤感受性にどのような変化を来
すかを検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

我々は卵巣癌細胞株における microarray 解
析により幹細胞の分化に関与する WT1 が
proapoptotic蛋白である HtrA1の発現を調節
する可能性があることに着目し、以下の実験
を行った。 
 
（１）卵巣癌細胞株 23株における WT1, 
HtrA1の発現を immunoblottingと real-time 
PCR法により検討した。 
 
（２）WT1高発現細胞株には shRNA を導入し
て WT1 down-regulated cell を樹立し、上皮
間質移行様の変化が起こるか、
Immunoblotting により、E-cadherin, 
Vimentin の発現を検討した。 
 
（３）WT1 down-regulated cell と WT1 未発
現細胞株には lentivirus vector を導入して
WT1 overexpressing cell を作成し、それぞ
れの対照細胞株（non-targeting shRNA 導入

細胞、empty vector 導入細胞）との比較で
HtrA1の発現と cisplatinに対する感受性を
検討した。 
 
（４）ChIP assay,promoter assay により WT1
が HtrA1 promoter 領域に結合し、転写活性
を変化させるかを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）卵巣癌細胞株における WT1と HtrA1 の
発現を immunoblotting と Real Time-PCR 法
で検討した。WT1 が高発現している卵巣癌細
胞株、OV167, OV202, PEO4, OVCAR3 では HtrA1
の発現が低下していた。WT1 と HtrA1 の発現
に inverse correlation を認めた。 
 

 
 
（２）OV202 細胞株において shRNA を用いて 
WT1を knockdownさせ、上皮間質移行様の変
化 を 示 す か 否 か に つ い て 検 討 し た 。



Immunoblotting に よ り 、 E-cadherin, 
Vimentin の発現を検討したところ、 WT1 
knockdown cell において E-cadherin の消失、
Vimentin の増強を認め、間様系細胞の性質を
獲得したと考えられた。 

 
 
（３）WT1 の消失または過剰発現により、
HtrA1 の発現がどのように変化するか、また
シスプラチンの感受性に変化をもたらすか
検討した。WT1 down-regulation で HtrA1 の
発現が増強し、 WT1 overexpression では
HtrA1 の発現量が低下した。シスプラチンに
対する感受性は、WT1 down-regulation で増
強し、WT1 overexpression で低下した。 
 

 

 
（４）ChIP aasay より WT1が 3つある HtrA1
プロモーター領域の結合部位のうち WT1 
binding site 2 (WTE2)に結合することが明
らかになった。さらに WTE2 を含むレポター
プラスミド(P)と、その WTE2 塩基配列に変異
を起こしたもの(mutated P)を作成し、WT1を
発現している HEK293, OV202 細胞に導入した
ところ、P 導入に比較して mutated P 導入時
に、luciferase 活性が上昇したことより、WT1
は HtrA1 の negative regulator であること
が示唆された。 

 
以上の結果より、WT1 が消失するとは幹細胞
の性質に近い間葉系細胞の特徴を持つよう
になる可能性があることが示唆された。また
WT1 は HtrA1 の発現を調節することでシスプ
ラチンに対する感受性を変化させ、卵巣癌治
療における標的分子となり得る可能性が示
唆された。この 3年の研究期間内行った研究
成果は現在論文投稿中である。今後は幹細胞
マーカーの発現が変化するかなども検討し、
卵巣癌細からより癌幹細胞の性質をもった
細胞株を樹立することを目的として研究を
継続していきたい。 
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