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研究成果の概要（和文）：プロフィラグリンは表皮角質層形成過程におけるアポトーシス抑制とバリア機能に重
要なタンパク質である。本研究は虚血性環境に暴露された卵巣明細胞癌細胞がICAM-1依存的にアポトーシス抑制
機構を獲得する際のフィラグリンの役割について解明することを目的とする。質量分析によりICAM-1依存的に卵
巣明細胞癌細胞におけるフィラグリンの分解が抑制されることが分かった。実際、in vitro実験によりフィラグ
リンの発現をRNA干渉法により抑制すると虚血環境における細胞の生存能が減弱することが示された。動物実験
においても同様の効果が認められ、フィラグリン発現のノックダウンにより腫瘍サイズの減弱が認められた。

研究成果の概要（英文）：Filaggrin protein plays key roles in dermal barrier function and apoptosis 
process in granulocytes. Objective of this study is to elucidate roles of filaggrin in apoptosis 
resistance mechanism of ovarian clear cell carcinoma (CCC) cells exposed to serum starvation and 
hypoxia (SSH) condition. Mass spectrometry analysis revealed that ICAM-1 blocks degradation of 
pro-filaggrin to filaggrin monomer under SSH. Indeed, silencing of filaggrin expression by RNA 
interference methodology decreased viability of CCC cells cultured under SSH condition. We also 
found by xenograft experiments that growth of CCC tumor was inhibited by RNA interference-mediated 
knockdown of filaggrin expression. Thus, it was found that effect of filaggrin on CCC cell viability
 in vitro is true in vivo. 

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： 卵巣癌　ハイポキシア　アポトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では卵巣癌の進行に関係する可能性があるICAM-1と呼ばれるタンパク質に関する研究を行いました。
ICAM-1はフィラグリンと呼ばれるタンパク質を介してその機能を担うことが分かってきました。今回の研究でフ
ィラグリンは腫瘍の増殖に重要な役割を果たす可能性が見出されました。このフィラグリンの作用機序を明らか
にすることにより将来難治性である卵巣明細胞癌の治療法の開発に繋がる可能性があります。

※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 
卵巣明細胞癌（CCC）は、日本を含むアジア諸国において多発する卵巣がんの組織型である。化

学療法に抵抗性を示すなど難治性として知られ、本がん腫の治療成績向上のため新規診断、治療

法の開発が求められる。一方、固形腫瘍は概して血管形成不全に基づき低酸素環境に暴露される

傾向にある。これまでに小分子化合物を利用した低酸素環境標的治療法が考案され臨床試験さ

れてきたが、実臨床上使用されるまでの成功には至っていない。申請者は、がん細胞の詳細な低

酸素環境適応機構のさらなる解明が必要と考え、腫瘍環境を模した酸素と血清成分が不足した

虚血環境に暴露された CCC 細胞の研究を行ってきた。その結果、虚血環境において強度に発現す

る ICAM-1 タンパク質を見出し、その明細胞腺がん組織における発現と患者予後との関連や腫瘍

進展効果、発現誘導の分子機構の解明について良好な研究成果を得た。本研究の他に国内外で虚

血環境に着目した研究報告はなく、今後 CCC をはじめ低酸素環境を標的としたがんの診断、治療

法の開発研究にあらたな切り口を与え得ると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究ではさらに内容を発展させ、ICAM-1 の腫瘍進展促進メカニズムの解明と ICAM-1 標的診

断、治療法の有望性について臨床検体解析や動物実験により検討することを目的とした。 

申請者は、以前虚血環境に暴露された CCC 細胞おける ICAM-1 のアポトーシス抑制機構について

ICAM-1 発現ノックダウン細胞を用いた cDNA マイクロアレイやリン酸化ペプチドの質量分析な

どにより検討した。その結果、表皮角質層形成の際、顆粒層における顆粒細胞のアポトーシスの

制御に関連すると共に皮膚バリア機能を担うタンパク質であるプロフィラグリン（以下 FLG）の

脱リン酸化に続く FLG モノマーの生成が ICAM-1 の下流の事象であることを見出した。本研究で

は主に虚血環境に暴露された CCC 細胞におけるアポトーシス抑制における FLG の役割の解明を

目指した検討を行った。 

 

３． 研究の方法 

(1) FLG発現抑制CCC細胞の樹立 

申請者は、CCC 細胞株の OVISE について RNA 干渉により ICAM-1 発現を抑制させた細胞株とその

陰性コントロール細胞を樹立した。虚血環境にて培養したこれらの細胞についてリン酸化ペプ

チドの網羅的質量分析を行い ICAM-1 依存的にリン酸化が亢進するタンパク質として FLG を見出

した。一過性の RNA 干渉により ICAM-1 発現を抑制すると FLG の脱リン酸化、分解を伴って虚血

環境における OVISE 細胞の生存が減弱するこ

とを既に確認している。本実験では、主に CCC

腫瘍増殖 (in vivo) における FLG の効果を

検証するためにレンチウイルスベクターを利

用し RNA 干渉法により FLG 発現を恒常的に抑

制した CCC 細胞株とそのコントロール細胞株

の樹立を試みた。実験には、申請者がこれま

でに ICAM-1 の虚血環境における相乗的発現

を確認済みで、免疫不全マウスへの腫瘍の生

着が良好な OVISE, TOV21G 細胞を用いた。 



(2) CCC 腫瘍増殖における FLG の効果の検討 

１で作成した FLG ノックダウン細胞とそのコントロール細胞について免疫不全マウスの皮下に

移植し、腫瘍の増殖における FLG 発現の効果を検討した。 

(3) 質量分析による ICAM-1 依存性アポトーシス抑制機構における FLG の役割の検討 

FLG は前駆体であるプロ FLG ポリマーとして皮膚顆粒層細胞に存在し、その脱リン酸化を引き金

としてアポトーシスを伴って FLG モノマーとなる。FLG モノマーはケラチンを凝集させるなどし

て皮膚のバリア機能に与かる。この過程におけるアポトーシスにはカスパーゼ 14(Casp14）が関

与することが知られている。本研究では、網羅的質量分析のデータを精査することにより ICAM-

1 によるアポトーシス抑制に表皮角層形成における生理的アポトーシス制御機構がどのように

関与するか検討した。 

(4) FLG 重合体の分解における ICAM-1 の効果の検討 

FLG は顆粒細胞において高度にリン酸化を受けたポリマーとして存在し、アポトーシスの際に脱

リン酸化を受けて分解される。以前、虚血環境に暴露された OVISE 細胞においてこの現象を確認

しているが、TOV21G 細胞でも同様の効果が見られるか検討した。 

(5) ICAM-1 依存性アポトーシス抑制機構における FLG の効果の検討 

CCC (OVISE, TOV21G)細胞について FLG 発現を RNA 干渉法により抑制し、その虚血環境や正常酸

素濃度培養下における細胞の生

存能における FLG 発現の効果を

検討した。また FLG 発現抑制の

代わりに ICAM-1 とその受容体

との結合の小分子阻害剤である

lifitegrast を用いても同様の

実験を行った。すなわち ICAM-

1-FLG 経路の抑制により腫瘍の

進展が抑制されるか検討した。 

 

４．研究成果 

CCC 細胞について FLG 発現を抑制した細胞株およびそのコントロール細胞の樹立に成功した（図

１）。これらの細胞について増殖能を比較したところ in vitro では大きな差はなかったが（図２

A）、免疫不全マウスの皮下に移植し腫瘍増殖における効果を観察したところ、FLG 発現の減弱と

相まって腫瘍の増殖が著しく阻害されることが分かった（図２B）。また in vitro 実験において

はICAM-1のノックダウンと同様にOVISE, TOV21G両細胞においてFLGのノックダウン（FLG-si）

に よ っ て も 虚 血 環 境 （ Serum 

Starvation and Hypoxia, SSH）に暴

露された細胞の生存能の減弱がコン

トロール細胞（NS-si）に比べて認め

られた（図３）。正常酸素環境（Serum 

Starvation and Normoxia, SSN）で

はそのような変化は認められなかっ

た（図３）。小分子阻害剤を用いた実

験においても同様の効果が認められ



た。質量分析結果の精査により FLG の他に皮膚角質

層の形成に重要である sciellin やアポトーシス抑

制性タンパク質のリン酸化が ICAM-1 依存的に亢進

していることが認められた。また、TOV21G 細胞にお

いても虚血環境における ICAM-1 のノックダウンに

より FLG 分解産物とみられるタンパク質の発現が確

認されたことから（図４）ICAM-1 が FLG 重合体の安

定化に寄与し、細胞の生存能を増強させていること

が示唆された。今後、臨床検体を用いた解析やさら

なる詳細なメカニズムを解析することにより ICAM-

1-FLG 経路を標的としたがん治療法の開発に繋がる

可能性がある。 

 

【本研究の国内外における位置づけとインパクト、展望】 

本研究の他に国内外で虚血環境に着目した研究報告はなく、今後CCCをはじめ低酸素環境を標的

としたがんの診断、治療法の開発研究にあらたな切り口を与え得ると考える。虚血環境において

もたらされるCCC細胞のアポトーシス耐性にICAM-1が関与することを明らかにしたが、意外にも

そのメカニズムに表皮形成過程にて誘導されるFLG脱リン酸化依存性アポトーシス制御機構が含

まれていた。FLGはその遺伝子異常が皮膚のバリア機能に異常をきたし、アトピー性皮膚炎等の

原因となることが知られている。がん細胞のアポトーシス制御におけるFLGの関与についてはこ

れまでに報告がなく、本メカニズムの解明が、がん細胞生存制御のより詳細な理解に繋がると期

待される。今後、ICAM-1-FLG経路が卵巣明細胞癌、延いては他のがん種の治療標的として有用か

解明するためにさらに研究を進展させていきたい。 
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卵巣明細胞がん細胞由来組織因子発現細胞外小胞の血液凝固能評価

TFPI-2は接着斑の形成阻害により卵巣明細胞癌における細胞接着を抑制する


