
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 4 月 15 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：卵巣癌の転移浸潤における新規上皮間葉転換(EMT)誘導転写因子を同

定した。ALX-1 あるいは PLAG2 が卵巣癌の腹膜播種形成に促進的な影響を及ぼしていることを

明らかにした。さらに、薬剤耐性化卵巣癌における EMT 発現と転移浸潤能亢進には microRNA 

（miR-200c）を介する新規メカニズムを明らかとした。腹膜播種・進展には中皮（Cancer 

associated mesothelial cell: CAM）－卵巣癌細胞間の相互 EMT 化に基づく微小環境の重要性

が明らかとなった。新規 EMT 誘導転写因子を分子標的とすることによって腹膜播種あるいは薬

剤耐性卵巣癌に対する治療に応用できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified the novel EMT inducible transcriptional factor 
associated with the metastasis/invasion of ovarian cancer. Of these, ALX-1 and PLAG2 
positively influenced the formation of peritoneal metastasis. Furthermore, in 
drug-refractory ovarian cancer model, we clarified the novel mechanism via microRNA 
（miR-200）in the link between enhanced metastatic capability and EMT.  Furthermore, it 
was demonstrated that EMT in mesothelial cells, as well as carcinoma cells also play a 
crucial role in the development of peritoneal dissemination. Our current study suggested 
the EMT inducible factor targeting therapy may lead to a new approach for the treatment 
of progression to the peritoneum and drug-resistance of ovarian cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
 卵巣癌はその解剖学的構造より腹腔内転
移を生じやすく、診断時にすでに周辺臓器へ
浸潤していることが多い。抗癌剤は有効な治
療であるが、多くの場合、薬剤耐性の腫瘍が

再発する。卵巣癌のこのような悪性転換や転
移浸潤には上皮間葉形質転換(EMT)が深く関
与していることを我々はこれまで明らかに
してきた。特に２種の細胞膜型アミノペプチ
ダーゼの発現パターンによって、卵巣癌細胞
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は CD13highCD26low発現の間葉系形態／高浸潤
性／低薬剤感受性のタイプか、あるいは
CD13lowCD26high 発現の上皮様形態／低浸潤
性・高薬剤感受性のタイプに大別できること
を こ れ ま で 明 ら か に し た 。 さ ら に
CD13highCD26low 型細胞への CD26 を過剰発現、
CD13 のノックダウンによって間葉上皮転換
（MET）とタキソール感受性亢進を認めた。
すなわち、これらの結果から、卵巣癌では、
本質的に EMT、特に EMT 誘導転写因子が腹膜
播種形成や抗癌剤耐性に促進的に機能して
いる可能性と、逆に抗癌剤に対する獲得耐性
が生じた結果、EMT 誘導転写因子などの発現
亢 進 か ら EMT が 誘 導 さ れ "Metastatic 
potential"を二次的に有していくという二
つの可能性が示唆された。  
 一方で卵巣癌にかかわらず、放射線照射が
照射部位の縮小と共に二次的な転移を誘導
することがあるのはよく知られた事実であ
る。上記を敷衍すると、癌細胞は抗癌剤を初
めとした放射線、低酸素、および低栄養状態
などの細胞ストレスにさらされると、EMT を
生じることによってよりストレスのない組
織環境へエスケープしていく構図が予想さ
れ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の "Metastatic 
potential"と"Chemo-Resistance"は互いに
EMT というキーワードで双方向性リンク存在
が想定された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では微小なオンコジェニックスト
レスの重積が EMTを誘導し卵巣癌の腹膜転移
を促進しているという仮説を検証するもの
である。具体的には以下の疑問点を明らかに
することである。1)：本研究での第一義の目
的は卵巣癌特異的 EMT転写因子を同定するこ
と、及び 2)："Oncogenic stress-resistance"
と"Metastatic potential"とが互いに EMT と
いうキーワードで双方向的にリンクするか
どうか自然耐性モデルと獲得耐性モデルに
おいて明らかとすることである。  
 具体的な研究目的は以下の二項目に焦点
を置いた。I) 卵巣癌が腹膜播種という転移
形式を解剖学的にも生物化学的にも取りや
すいわけであるが、卵巣癌により特異的な
EMT 誘導転写因子は何であるのか探索するこ
と、特に EMT 誘導転写因子の発現が 
“Oncogenic stress”抵抗性に対していかに
関連し、影響を及ぼすか？ さらに、もとも
と薬剤感受性が比較的高い卵巣癌でも、再
燃・再発を繰り返すことによって多剤耐性に
至り、その後、急激に転移巣の増加を認める
ことを臨床面でよく経験する。従って II) ス
トレス耐性化した難治性再発・再燃卵巣癌で
は EMT が亢進しているか否か？ EMT 誘導
転写因子が細胞レベルで浸潤能、運動能ある
いは組織レベルで転移能亢進に関与してい

るか否か？という項目である。上記の二項目
に 渡 る 多 角 的 研 究 に よ り 、
"Stress-Resistance" ⇔ "EMT"⇔腹膜播種
の相互リンクの全体像を明らかにすること
である。さらに、最終的には EMT 誘導転写因
子 を 分 子 標 的 と す る こ と に よ っ て
"Stress-Sensitive"を誘導し難治性卵巣癌
の新規治療法開発を目指すことを本研究の
最大目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) EMT という現象をより深く認識し、in 
vitro 実験モデルを構築するため、卵巣癌の
転移形成に関与する新たな EMT誘導転写因子
同定に関する基礎研究を行った。すなわち、
Oncomine DNAアレイのデータベースを用いて
卵巣癌で発現が上昇している転写因子を探
索した。そして癌で発現が亢進している転写
因子を 48 個に絞り込み、さらに網羅的 siRNA
ノックダウン機能解析によって候補遺伝子
を同定した。それらの新規転写因子を用いて
EMT ⇒"Oncogenic stress"の流れに関する機
能解析を行った。 
 
(2) 我々はこれまで卵巣漿液性腺癌NOS-2細
胞において adriamycin, vincristine, プラ
チナ製剤（２種）, パクリタキセルの計５種
類の耐性株を、また SKOV-3 細胞、HEY 細胞に
おいてパクリタキセル耐性細胞株を樹立し
てきた。"Oncogenic stress"に対する獲得耐
性 ⇒EMT（⇒二次転移）を誘導する難治性再
発卵巣癌における EMTの役割を探求するため
に耐性株を用いて上記機能・メカニズム解析
を行った。上記系を用い、臨床上の再発・再
燃卵巣癌に対処すべく分子標的治療の可能
性を追求した。 
 
(3) 本研究の副次的検討項目として卵巣癌
が腹膜播種する際の Counterpart細胞である
腹膜中皮細胞の EMTに注目して腹膜播種の微
小環境制御メカニズムを探求した。 
 
 
４．研究成果 
 (1) ES-2 細胞は線維芽細胞様の形態である
が、ZNF91, ZNF142, ZNF154 などの遺伝子に
対する siRNA を導入することで、EMT が誘導
され、上皮様の形態へと変化した。また、ALX1, 
TRIM29, PLAGL2, HOXB7 など遺伝子に対する
siRNA の導入により、細胞骨格の形成が促進
され、細胞の浸潤が顕著に抑制されることが
明らかとなった。特に本科学研究費執行期間
において、ALX1, 及び PLAGL2 に着目した。       
 
(2)２種の ALX1 に対する siRNA を卵巣漿液性
腺癌由来の ES-2 細胞、または SKOV3 細胞に
導入すると、細胞の形態が上皮細胞様となる



 

 

とともに、E-cadherin の発現亢進が観察され
た（図１）。 

ALX1 の発現低下により、細胞浸潤能および
Oncogenesity の低下がみられた。さらに、上
皮細胞である MCF10A 細胞に ALX1 を過剰発現
すると、形態が線維芽細胞様となり、
E-cadherin 発現が低下した。これらのことか
ら、 ALX1 は細胞形態の変化、および
E-cadherin 発現に重要な役割をはたしてお
り、EMT を制御する重要な因子であると考え
られた。さらに、ALX1 の EMT 制御メカニズム
を検討したところ、ALX1 の発現抑制が Snail
発現を抑制し、また、ALX1 は Snail のプロモ
ーター領域を活性化することが Luciferase 
assay にて確認できた。従って ALX1 は Snail
の発現を介して、EMT を制御していると推測
された。 
 ALX1の発現がSnail発現に特異的依存する
ことによって EMT を促進し、卵巣癌の腹膜播
種を促進すること、および抗癌剤耐性回復や
転移・浸潤抑制に向けた分子標的になりうる
ことを見いだしたことは本研究の多大な成
果であった。 
 
(3) Zinc-finger protein である PLAGL2 が卵
巣癌細胞の新規 EMT誘導転写因子になりうる
ことを見いだした。ES2 細胞において PLAGL2 
siRNA により、Actin stress fiber と Focal 

adhesion の形成促進を伴う形態変化及び浸
潤能の低下を認めた。さらに PLAGL2 を抑制
した ES2 細胞に Rho/ROCK inhibitor を加え
ると、Stress fiber、Focal adhesion が消失
した（図２）。すなわち、PLAGL2 は Actin 
stress fiber と Focal adhesion の形成を促
進することにより転移浸潤を亢進させ、この
根底のメカニズムには Rho pathway の積極的
関与が明らかとなった。 
 
(4) タキサン系抗癌剤特異的耐性株 NOS2TR, 
NOS3TR, NOS4TRでは微小環境において分泌さ
れる TGF-βによってその EMT 性が亢進した
（図３）。EMT が誘導された卵巣癌細胞株に
pre-miR200c を導入するとその浸潤性が抑制
された（図４）。すなわち、耐性化細胞にお
ける EMT の根底には micro-RNA による調節制
御機構の存在が示唆された。また、TGF-βは
もともと CD13highCD26low型の高転移性卵巣癌
細胞から分泌が亢進しているものの、
CD13lowCD26high発現パターンのNOS2細胞では
autocrine 分泌が低レベルである。しかしな
がら、薬剤耐性化に伴いその基礎分泌能が亢
進しでありこれら耐性細胞自身からも



 

 

autocrine 分泌が亢進していた。すなわち
TGF-βautocrine loopが相乗効果的播種促進
機構の本態である可能性が示唆された。 
 
(5) 卵巣癌の腹膜播種を想定する場合には、
腫瘍のみならず腹膜側の Counterpartである
腹膜中皮細胞の存在も考慮に入れなくては
ならない。今回、我々は腫瘍の分泌する TGF-
βによって腹膜中皮が EMT 化し、腫瘍の腹膜
播種をサポート（腫瘍-中皮間の接着能亢進）
するメカニズムを示唆できた。また、中皮が
CAM（Cancer associated mesothelial cell）
化 す る こ と に よ っ て 中 皮 細 胞 は
CD13lowCD26high→CD13highCD26low化し、腫瘍－中
皮の接着が亢進することも明らかにした。す
なわち、CAM の本質は EMT 化であり、本来生
体防御的な中皮が腫瘍の味方にさせられる
という構図が想定された（図５）。 
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