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研究成果の概要（和文）：卵巣明細胞腺癌でHNF-1betaが過剰発現している点から治療戦略を検討した。明細胞腺癌細
胞にHNF-1beta遺伝子をアデノ随伴ウイルスベクターを用いて遺伝子導入した結果、HNF-1beta遺伝子導入によりG2期に
おける細胞周期停止を確認した。ブレオマイシン添加によりDNA障害が起こるとATRが活性化され、その下流のChk1がリ
ン酸化されたが、持続的にリン酸化され、細胞周期がG2停止したままになった。またHNF-1beta はClaspinの発現を制
御していること、これによりChk1のリン酸化が持続することが判明した。以上のことが、明細胞腺癌の抗癌剤抵抗性の
機序の一つであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular targeted therapy in a viewpoint of Hepatocyte nuclea
r factor-1beta (HNF-1beta) in clear cell carcinoma of ovary. We found that G2 cell-cycle arrest is induced
 through adenoviral transfer of HNF-1beta. CHK1 kinase acts downstream of ATM/ATR kinase and plays an impo
rtant role in the G2 checkpoint. G2 arrest of HNF-1beta (+) cells results from sustained CHK1 activation.F
urthermore, HNF-1beta controls claspin expression, sustaining CHK1
protein phosphorylation.
These data indicated that the anticancer drug resistance of CCA may be caused by aberrant G2 arrest due to
 HNF-1A overexpression.
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１．研究開始当初の背景 
近年の分子生物学的・病理学的研究により、
発癌機構・予後因子・病態解明がされ、また、
分子標的薬の登場により症例の個別化が計
られるようになった。Gefitinib や imatinib
はその代表である。しかし、現実的には既存
の分子標的薬では十分な成果が得られない
ことや有害事象発生のため、新たな分子標的
薬の開発が必要である。そのためには、癌化
あるいは悪性度を規定する因子を解明し、新
たな分子標的を選定することが必要である。 
胎盤性ロイシンアミノペプチダーゼ（以下
P-LAP）は、胎盤に豊富に存在するオキシト
シンを分解する酵素である。このオキシトシ
ンは、妊娠・出産に関連するホルモンである
一方、癌の増殖を抑制している。P-LAPは子
宮内膜や卵巣においても発現していること
が確認されている。我々は、予後不良の子宮
内膜癌や卵巣癌では P-LAP が過剰発現して
いること、P-LAP高値は極めて予後不良であ
ることを報告している。このように、P-LAP
は癌化や癌の悪性度に関与すると考えられ
る。卵巣明細胞腺癌は婦人科癌の中で、治療
抵抗性と位置付けられている。卵巣癌の中で
明細胞腺癌の占める割合は、欧米での 5％に
対して本邦では 23％である。さらに、明細胞
腺癌において、HNF-1beta が過剰発現して
いることが多く、我々も HNF-1beta の観点
より様々な研究を行っている。以上のことよ
り、今回の検討においては、卵巣明細胞腺癌
をターゲットとして検討を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究では P-LAP を主要な卵巣明細胞腺癌
に対する治療の標的分子として位置づけ、先
端的な手法を駆使して P-LAP に関連した新
たな分子標的を探索する。同定された有望な
因子の発現を制御することにより、癌増殖や
転移を制御して予後改善に寄与できるかど
うかの基礎検討を行い、難治性婦人科癌の分
子生物学的特徴からみた治療戦略を提供可
能にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1）卵巣明細胞腺癌検体の遺伝子解析を実施
し、過剰発現する遺伝子群の抽出を行う。こ
れらの遺伝子群（P-LAP およびその下流遺伝
子群を含む）の関連性をインシリコ実験によ
りコンピュータ上で仮想組み立て実験を行
い，遺伝子発現動態などを予測して，転写因
子として作用するターゲット遺伝子を抽出
する。 
 
2）卵巣明細胞腺癌培養細胞を用い、P-LAP を
含めた候補遺伝子をノックアウトおよびノ
ックインした時の、シグナル伝達リン酸化活
性・解毒遺伝子導入時の抗癌剤耐性・アポト
ーシス遺伝子導入時の細胞増殖への影響を
解明する。 
 

3）卵巣明細胞腺癌培養細胞（HNF-1beta+/-）
にさまざまな細胞周期阻害剤を添加して、
DNA チェックポイントがどのように変化する
ついて比較検討した。 
 
4) 新たな分子標的薬が卵巣明細胞腺癌に効
果があるかについて、HNF-1beta+卵巣明細胞
腺癌培養細胞への添加実験を行った。 
 
 
４．研究成果 
１）卵巣明細胞腺癌の遺伝子解析 
酸化ストレス関連遺伝子の過剰発現を認め
た。また、P-LAP の下流遺伝子には GLUT など
等の取り込みに関する遺伝子群の作用が関
連していること、糖代謝に関連して HNF 転写
因子が過剰発現することにより、P-LAP の発
現変化はHNF-1betaの変化と密接に関連する
ことを発見した。 
 
2) 卵巣明細胞腺癌培養細胞を用いた候補遺
伝子をノックアウトおよびノックイン 
HNF-1beta 遺伝子ノックアウト実験により抗
アポトーシス経路、解毒酵素経路、細胞生存、
グリコーゲン産生酵素群の著明な変化を確
認することができた。また、HNF-1beta 遺伝
子導入により G2 期における細胞周期停止を
確認した。 
 
3) DNA チェックポイント 
S 期や M 期で停止させても、HNF-1beta+/-細
胞間での差異は見られなかったが、G2 期で停
止させた場合、HNF-1beta-細胞は死に至るが、
HNF-1beta+細胞は G2 期で停止したままで細
胞死には至らなかった。DNA 障害が起こると
ATR が活性化され、その下流の Chk1 がリン酸
化されたが、持続的にリン酸化され細胞周期
が G2 期で停止したままになった。この時点
で遺伝子不安定性が上昇し、細胞の悪性度が
増した。Chk1 のリン酸化が抑制されない理由
として Claspin が挙げられた。Claspin をノ
ックダウンすると、HNF-1beta+細胞において
も、細胞死に至った。 
 
4) 分子標的薬の添加実験 
HNF-1beta+卵巣明細胞腺癌培養細胞に G2 期
で停止させるブレオマイシンと Chk1 阻害剤
を添加した結果、Chk1 のリン酸化が抑制され
細胞死に至った。 
 
以上より、HNF-1beta 発現による G2 期停止お
よび恒常的な Chk1 のリン酸化によって、卵
巣明細胞腺癌が抗癌剤抵抗性、ひいては難治
性を獲得していることが判明した。 
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