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研究成果の概要（和文）：　がん代謝は卵巣がんの新規創薬標的となる可能性がある。本課題では、網羅的な遺
伝子ノックアウトスクリーニングを行った。その結果、卵巣がん細胞の増殖・生存に特に重要な72の代謝関連遺
伝子が抽出された。それらのなかから鉄硫黄クラスター生合成に関する遺伝子群に着目し、さらに解析を行っ
た。特に鉄硫黄クラスター生合成コア複合体サブユニットの１つFDX2に関しては、卵巣がん症例における遺伝子
増幅を見出すとともに、種々の卵巣がん株において、その重要性を確認できた。さらに、今後のより詳細な解析
を可能とするFDX2-iKO細胞を樹立することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored metabolic vulnerability of ovarian cancer as 
novel therapeutic target. To do so, we undertake CRISPR gene knockout screening in OVC cell lines 
and identified 72 metabolism-related genes as essential for proliferation/survival of ovarian cancer
 cells. Among them, we focused on the genes related to iron-sulfur cluster biosynthesis. Further 
analysis showed that FDX2, a subunit of iron-sulfur cluster core assembly complex, is significantly 
amplified in patients, and is particularly essential in various ovarian cancer cell lines. We 
developed FDX2-iKO cells enabling further detailed analysis of FDX2’s functions.

研究分野：婦人科腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　卵巣がん細胞の生存や増殖にとくに重要な代謝関連遺伝子を網羅的に知ることができた。中でも鉄硫黄クラス
ター生合成コア複合体FDX2サブユニットに関して、卵巣がん症例における遺伝子増幅が明らかになり、FDX2が卵
巣がん細胞の生存や増殖に非常に重要であることを、多くの卵巣がん株にて実証した。さらにFDX2を誘導欠損可
能な細胞株を作製した。このように、鉄硫黄クラスター生合成を標的とする新規卵巣がん治療開発に向けて、そ
の基礎となるデータを収集することができた。

※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 
がんゲノム解析の進展に伴い、卵巣がんにおける遺伝子異常が次々と明らかにされた。同時に、
このがんには、どうやら明確で創薬可能なドライバー変異がほとんど無い事が分かってきた。し
たがい、卵巣がんでは、ドライバー遺伝子以外の治療標的を開拓するアプローチは非常に重要で
ある。申請者らグループは、がんの代謝特性を解明し、新規治療標的として開拓するアプローチ
をつづけてきた。がん代謝は新たな創薬標的となる可能性があり、多くの治療シーズが眠ると期
待されるが、その発掘・開発は十分とはいえない。その一因に、代謝を治療標的とするとして、
「どの経路/酵素をターゲットするのがベストなのか？」という極めて重要な問いに対する答え
がなかった点があげられる。 
 
２．研究の目的 
前述の問題に取り組むため、我々は、次世代シーク
エンス（NGS）とゲノム編集技術を併用する画期的な
スクリーニングを採用した（図１）。この技術を用い、
我々は、ヒトゲノム上の全代謝関連遺伝子（約 3000遺
伝子）を KOできるライブラリーを構築し、卵巣がん
細胞株２種を用いて、機能的スクリーニングを施行し
た。そうして我々は、先行スクリーニングとして、es2
細胞の増殖に必須な 119 の代謝遺伝子、CAOV3 細胞
の増殖に必須な 42 遺伝子のリストを得ることができ
た。とても興味深いことに、これら遺伝子リストの一
部（33遺伝子）はオーバーラップしていた。 
以上のような事前検討の結果を踏まえ、本課題では、
当該スクリーニングの実施細胞株をさらに追加してデ
ータの拡充を行うとともに、得られたヒット遺伝子に
ついて詳細な機能解析を行うことを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
既にスクリーニングを実施した CAOV3・es2 細胞に加え、明細胞がん由来細胞株である JHOC5
細胞を用いて同様のスクリーニングを実施した。３株でのスクリーニングデータを総合し、卵巣
がん細胞の増殖・生存にとくに重要な代謝関連遺伝子を選抜した。この遺伝子リストのなかに鉄
硫黄クラスター生合成に関与するものが多く含まれていることに着目し、それらのインフォマ
ティクス解析を行った。鉄硫黄クラスター生合成コア複合体サブユニットをコードする FDX2 遺
伝子について卵巣がんにおける遺伝子増幅が発覚したため、後半では、卵巣がんの FDX2 要求性
についてバリデーション作業をすすめ、さらに遺伝子導入とゲノム編集技術を組み合わせ、FDX2
を誘導欠損させられる細胞の樹立を行った。 
 
４．研究成果 
 スクリーニング結果のサマリーを図２に示す。先行する CAOV3・es2 細胞での結果に加え、JHOC5
細胞での結果が加わった。JHOC5 細胞では、116 の代謝関連遺伝子がその増殖・生存に必須の遺
伝子として同定された。３株での抽出遺伝子の分布・オーバーラップは図２Aのようになってい
る。２つ以上の細胞株でオーバーラップが見られたものが 72 遺伝子あり、それらを、MVOC
（metabolic vulnerability of ovarian cancer）72 と命名した。次いで、MVOC72 について
STRINGS データベースにてエンリッチメント解析および相互作用マップ作製を行ったところ、図
２B, C に示す結果が得られた。これら解析から、MVOC72 には、いくつかのクラスター（核酸合
成、解糖系、電子伝達系、ATPase、鉄硫黄クラスター生合成、メバロン酸経路、糖鎖修飾、等）
が存在することが判明した。核酸合成やエネルギー産生系（解糖系や電子伝達系）が腫瘍細胞の
増殖に必須であることは自明であり、本スクリーニング系が正しく機能していることが強く示
唆された。また、いずれのクラスターにも属さない多数の遺伝子（EGLN1, PGP, MOCS3, SLC35B1
等）が、卵巣がん細胞の生存・増殖に必須な遺伝子であることが示唆された。 
 先行研究の内容も踏まえ、MVOC72 に含まれる機能クラスターのなかから、鉄硫黄クラスター
生合成関連因子群に着目した（図 2D）。鉄硫黄クラスターは鉄と硫黄からなる錯体で、種々のタ
ンパク質に配位して重要な補因子としてはたらくことが知られているが、腫瘍生物学上の意義
は良く分かっていない。鉄硫黄クラスター生合成を担うコアアッセンブリ複合体の７サブユニ
ットのうち、５サブユニット（NDOR1, FDX2, FDXR, ISCA2, FXN）が MVOC72 に含まれていた。こ
れら５遺伝子について、卵巣がん/卵巣上皮腫瘍における遺伝子変異の有無を、TCGA データセッ
トを用いて調べた。５つの遺伝子のすべてについて、点変異や遺伝子の欠失等は、ほとんどみと
められなかった。一方、FDX2 遺伝子に関しては、卵巣がん症例の約 12%で遺伝子増幅が起きてい
ることが確認された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
レンチウイルスベクターを用いた FDX2 遺伝子のゲノム編集（ノックアウト）実験により、FDX2
遺伝子が、JHOC5, CAOV3, es2, A2780, RMG-1, RMG-V 細胞の増殖に必須であることがあらため
て確認できた（図 3A）。また、DepMAP データセットを用いた解析から、FDX2 の重要性という点
で、特定の組織型との相関はないことが示唆された（図 3B）。 

 
より詳細な FDX2 機能解析を可能にするため、JHOC5 細胞を親株として、FDX2 の発現を自在に
ON/OFF できる細胞の作製を試みた。その目的のため、まず JHOC 細胞に TetON システムを遺伝子
導入し JHOC5/TetON 細胞とした。次いでこの細胞に、TRE プロモーターの制御下に外来性 FDX2

図 2 

図 3 



を発現できるコンストラクトを遺伝子導入した。このコンストラクトにおける FDX2 cDNA には、、
次ステップにおけるゲノム編集の標的部位に、FDX2 cDNA にサイレントな塩基置換を導入してあ
る。ドキシサイクリン応答性の外来性 FDX2 発現を確認したのち、ドキシサイクリン存在下で、
内在性 FDX2 遺伝子のゲノム編集ノックアウトを行った。その結果、培地からドキシサイクリン
を除去することによって FDX2 タンパク質の発現が消失する FDX2-inducible KO (iKO)細胞を樹
立することが出来た（図 4A）。FDX2-iKO JHOC5 細胞では、ドキシサイクリンの除去により、概ね
４日以内に FDX2 タンパク質の発現が消失する（図 4B）。この状態で、さらにドキシサイクリン
を再添加したところ、FDX2 の発現を回復させることができた（図 4C）。したがい、FDX-iKO 細胞
は、当初の計画通り、ドキシサイクリンの添加有無を通じ FDX2 タンパク質の発現を自在に ON⇄
OFF できる細胞であり、今後の詳細な機能解析において非常に重要なツールとなると考えられた。 
 

 

図 4 
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