
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１５０１

基盤研究(B)

2013～2010

新たな視点での卵巣がん薬剤耐性化の解明：メタボロミクスの応用とオートファジー解析

The identification of drug resistance in ovarian cancer : new insights form metabolo
mics and autophagy

４０１５３３６６研究者番号：

倉智　博久（KURACHI, HIROHISA）

山形大学・医学部・教授

研究期間：

２２３９０３０８

平成 年 月 日現在２６   ６ １７

円    14,300,000 、（間接経費） 円     4,290,000

研究成果の概要（和文）：新規抗癌剤Trabectedinが既存の抗癌剤に耐性を示す卵巣明細胞腺癌におけるKey drugであ
り、これを用いた二剤併用化学療法が卵巣明細胞腺癌に対する有望な化学療法レジメンである事を見出した。現在、Tr
abectedin併用化学療法の抗腫瘍効果とAutophagyの関係について検討を行っている。さらに我々はWilms’ tumor 1 (W
T1)遺伝子の発現と臨床的特性および予後との関連を検討し、WT1 mRNAの発現量が高いと悪性度が増し、さらに無病生
存期間が短縮することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified that the anti-tumor activity of trabectedin was greater than any oth
er existing anti-cancer agents, indicating that trabectedin is a promising agent for ovarian clear cell ca
rcinoma (CCC). We also identified that combination treatment with trabectedin and irinotecan or topotecan 
displays the greatest cytotoxic effect against ovarian CCC. We believe that our studies provide the ration
ale for future clinical trials of trabectedin-based combination chemotehrapies in patients with ovarian CC
C. We are currently investigating the role of autophagy in the sensitivity of CCC cells to trabectedin-bas
ed combination chemotherapies. We also identified that high levels of WT1 expression correlated with aggre
ssive clinical features in ovarian cancer. The median disease-free survival time in patients with high WT1
 expression levels was significantly shorter (p=0.038) than that in patients with low WT1 expression.

研究分野：

科研費の分科・細目：
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析
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１．研究開始当初の背景 
(1) プラチナ/タキサン耐性の卵巣がん症例
の治療は困難である。これを克服するために
も、血管新生 (Folkman J. 1971; Martin L. 
2007)などを標的とする分子標的治療が試み
られているが、現在、その治療効果は低く、
新しい治療法の開発が求められている。 
(2) がん細胞は著しい低酸素・低栄養下でも
生き残り、増殖することが特徴であり、この
機構を標的とするがん治療が注目されている
(Edinger AL. 2003)。低酸素下では、血管新
生がおこるとともに、がん細胞内のエネルギ
ー代謝特性を低酸素に適応できるように変化
させ、がん細胞が生き残る機構が想定されて
いる(Izuishi K. 2000)。薬剤感受性・耐性の
卵巣がんの間での代謝特性の相違を、メタボ
ロミクスで網羅的に解析することは、薬剤耐
性化に関与する分子を特定することにつなが
ると期待される(Review by Spratlin JL. 
2009)。さらに、低栄養は、一時的にはがん細
胞の増殖を抑制するが、一方で、オートファ
ジ－を促進し、がん細胞の生き残りを助長す
る(Mathew R. 2007; Cuervo AM. 2004)。この
機構で薬剤耐性化に関与する分子を特定する
ことも、新たな治療法の開発に有用であると
期待される。 
 
２．研究の目的 
(1) 卵巣明細胞腺癌に対しては有効な化学
療法レジメンが存在しない。そこで我々は、
まず卵巣明細胞腺癌に対する有効な化学療
法を開発することを目的とし、①明細胞腺癌
に対する有効な抗癌剤を見出し、②この抗癌
剤を基軸とした2剤併用化学療法を見出すべ
く In vitro および In vivo の研究を行う。
本研究では、卵巣明細胞腺癌に対する有効な
抗癌剤の候補として、DNA 結合型新規抗癌剤
である Trabectedin に着目する。 
(2) 上述の研究によって見出された抗癌剤
および二剤併用化学療法に対する耐性化の
メカニズムの解明とその克服を目的とし、
Autophagy に着目した研究を行う。具体的に
は、①研究によって見出された抗癌剤が
Survival promoting autophagy を誘導する
か？② Autophagy を抑制するとことで抗癌
剤の効果が増強されるか？について検討を
行う。 
(3) 転写因子である Wilms’ tumor 1 (WT1)
遺伝子は卵巣癌、特に高悪性型漿液性腺癌で
高頻度に発現しており、卵巣癌の悪性度と関
連していると報告されている(Köbel M. PLoS 
Med 2008)。しかしながら WT1 の発現と予後
に関しては未だ結論付けられていない。また
これらの報告はWT1の発現を免疫組織染色で
検討したものがほとんどである。そこで我々
は、卵巣癌における WT1 mRNA の発現と臨床
的特性および予後との関連を検討し、さらに

Autophagy の意義に関する検討を行うことを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 薬剤： Trabectedin は DNA 結合型の新規
抗癌剤であり、Sarcoma に対する臨床試験が
進行中である。Trabectedin は細胞周期が G1
期にある細胞に対して最も強い抗腫瘍効果
を示すことが報告されており、G1 期の割合が
高い明細胞腺癌に対する有効性が期待でき
ると考えた。そこで開発元である PharmaMar
社（スペイン）から研究目的での薬剤の提供
を受け、これを使用した。また、既存の抗癌
剤として、明細胞腺癌に対して臨床的に使用
されている
Cisplatin/Paclitaxel/SN-38/Doxorubicin 
(SN-38 は Irinotecan の Active metabolite)
を購入し、使用した。 
(2) 細胞株：4種類の卵巣明細胞腺癌細胞株
(RMG1/RMG2/HAC2/KOC7C)および 4種類の卵巣
漿液性腺癌細胞株
(SKOV3/CAOV3/A2780/HayA8)を使用。 
(3) Trabectedin の抗腫瘍効果の評価：単剤
での抗腫瘍効果は MTS assay およびヌードマ
ウスの皮下移植モデルを用いて検討。
Trabectedin と他の抗癌剤との併用効果につ
いては、各種の組み合わせの抗腫瘍効果を
MTS assay にて検討し、その結果をもとに
Isobologram を作成し、Combination index
を算出して検討。 
(4) Trabectedin-based chemotherapies の感
受性と Autophagy の関係：①Trabectedin が
Survival promoting autophagy を誘導するか
については、Autophagy の誘導を LC3B-II の
発現を指標とした検討を行い、さらに、②
Autophagy の誘導に必要な Beclin 1 および
AGT5 を siRNA によって抑制するとことで
Trabectedin の抗腫瘍効果が増強されるか？
を検討した。 
(5) WT1mRNA の発現と臨床的特性および予後
との関連：検体採取の同意を得られた卵巣癌
患者 63 名における WT1 mRNA の発現量を
real-time PCR 法で算出し、臨床的特性（進
行期、リンパ節・大網転移の有無、腹水の有
無）および予後（無病生存期間、生存期間）
との関連について統計ソフトEZRを用いて検
討した（倫理委員会承認済）。 
 
４．研究成果 
(1) Trabectedin は明細胞腺癌に対して特に
強い抗腫瘍効果を示す(図 1)。 
Trabectedin の抗腫瘍効果を組織型別に比較
した実験結果を行ったところ、Trabectedin
は明細胞腺癌に対してより強い抗腫瘍効果
を示す（同濃度での殺細胞効果が高い）こと
が明らかとなった。 



図 1. Trabectedin の抗腫瘍効果の組織型別
の比較（明細胞腺癌 CCC vs 漿液性腺癌 SAC） 

 

(2) Trabectedin は明細胞腺癌に対し、既存
の抗癌剤の中で最も強い抗腫瘍効果を示す
(図 2)。 
Trabectedin の抗腫瘍効果を、他の薬剤（明
細胞腺癌に対して臨床的に使用されている
Cisplatin, Paclitaxel, SN-38）と比較した
ところ、Trabectedin の抗腫瘍効果は他の薬
剤と比べて有意に高く、卵巣明細胞腺癌に対
する Key drug となることを見出した。 

図 2. Trabectedin と他の抗癌剤の抗腫瘍効
果の比較 

 

(3) Trabectedin はプラチナ耐性・パクリタ
キセル耐性明細胞腺癌に対しても、強い抗腫
瘍効果を示す(図 3)。 
卵巣明細胞腺癌細胞株 RMG1 および RMG2 から
持続暴露法によって Cisplatin 耐性株
(RMG1-CR および RMG2-CR)および Paclitaxel
耐性株(RMG1-PR および RMG2-PR)を樹立。こ
れらの細胞に対するTrabectedinの抗腫瘍効
果を MTS assay で比較検討した。 

図 3. シスプラチン・パクリタキセル耐性明
細胞腺癌に対するTrabectedinの抗腫瘍効果 

 

(4) Trabectedin+Irinotecan ま た は
Trabectedin+Topotecan は明細胞腺癌に対す
る最も有望な化学療法レジメンである(図 
4)。 
Trabectedin と Irinotecan も し く は

Topotecan と併用した場合に非常に強い相乗
効果が観察された。その他の薬剤と
Trabectedin を併用した場合にはそのような
相乗効果は観察されず、Trabectedin + 
Irinotecan または Trabectedin + Topotecan
が明細胞腺癌に対して最も有望な治療レジ
メンと考えられた。 

図 4. Trabectedin と他の抗癌剤との併用効
果の検討 

 

(5) Trabectedin-based chemotherapies の抗
腫瘍効果と Autophagy の関係 
これまでに、Irinotecan および Topotecan が
癌 細 胞 に お い て Survival promoting 
autophagy を誘導し、Autophagy を抑制する
ことで抗腫瘍効果が高まることが報告され
ている。我々は現在、Trabectedinが Survival 
promoting autophagy を誘導するか？また
Autophagy の誘導に必要な Beclin 1 および
AGT5 を siRNA によって抑制するとことで
Trabectedin の抗腫瘍効果が増強されるか？
について検討を行っている段階である。現時
点では結論は出ておらず、さらなる検討が必
要である。 
 
(6) WT1 mRNA の発現と臨床的特性との関連 
WT1 mRNAの発現量は進行期の進んだ患者で高
く、Ⅰ期とⅢ期では WT1 mRNA の発現量に有
意差を認めた（図 5）。 

図 5. WT1 の発現と進行期 
 
さらに WT1 mRNA の発現量は、リンパ節転移
陽性（図 6）、大網転移陽性（図 7）、腹水陽
性（図 8）患者でそれぞれが陰性の患者に比
較して高値であった。 
 



図 6. WT1 の発現とリンパ節転移の有無 

 
図 7. WT1 の発現と大網転移の有無 

 
図 8. WT1 の発現と腹水の有無 
 
(7) WT1 mRNA の発現と予後との関連 
再発の有無とWT1の発現量を検討したところ、
再発患者で WT1 の発現量が高いものの、有意
差は認めなかった（図 9）。 

図 9. 再発の有無と WT1 の発現 
 
さらに WT1 mRNA の発現量（copy number）の
中央値 53.94でWT1の発現量が高い群（High）
と低い群(Low)に振り分け、無病生存期間
(DFS: disease free survival)と生存期間

(OS: overall survival)を Kaplan-Meier 法
で算出し、log-rank test を行ったところ、
WT1の発現が高い群でPFSの短縮を認めた（図 
10）。しかしながら、OS に関しては WT1 の発
現量の違いにより、有意差は認めなかった
（図 11）。 

 
図 10. WT1 の発現と DFS 

 
図 11. WT1 の発現と OS 
 
上記の結果から WT1 mRNA の発現が高いと卵
巣癌の悪性度が高くなることが明らかとな
った。臨床検体におけるオートファジー関連
遺伝子(Atg)産物である、Atg12-Atg5 複合体
および LC3の発現と WT1の発現との関連につ
いては今後検討していく予定である。 
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