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研究成果の概要（和文）：本課題は卵巣癌により特異性のあるEMT誘導転写を分子標的とすることによって"ストレス抵
抗性" ⇒"感受性"を誘導し難治性卵巣癌の新規治療法開発を目指したものである。ALX-1/4とストレス（主として薬剤
耐性）誘導EMTの中心となるZEB1について機能解析を行った。その結果、高転移性・薬剤耐性卵巣癌においてHOXB13/SL
UGおよびALX4/SLUGアクシスがEMTおよび浸潤の促進の新たの経路を発見した。さらにZEB1ノックダウン薬剤耐性化高転
移性卵巣癌細胞の腹膜転移形成能はコントロールと比較し有意に抑制され、予後延長に寄与しうるという基礎的データ
の構築につながった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to generate new therapeutic approach targeting EMT-induced 
transcriptional factors specific for ovarian cancer (OC). We show that two homeoproteins, HOXB13 and 
ALX4, are associated with EMT and invasion of OC cells. HOXB13 and ALX4 formed a complex in cells and 
exogenous expression of either protein promoted EMT and invasion. Knockdown of HOXB13 or ALX4 suppressed 
SLUG expression and exogenous expression of either protein promoted SLUG expression. Finally we showed 
that SLUG expression was essential for the HOXB13- or ALX4-mediated EMT and invasion. Our results show 
that HOXB13/SLUG and ALX4/SLUG axes are novel pathways that promote EMT and invasion of OC cells. 
Furthermore, in the current study, we showed the role of ZEB1, a member of zinc-finger E-box binding 
homeobox (ZFH) family, in metastasis and chronic paclitaxel resistance in OC.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
上皮性卵巣癌は腹膜転移やリンパ行性転

移を起こしやすく、婦人科悪性腫瘍の中でも
予後不良な癌種の一つである。手術で病変を
除去することが重要であるが、細胞レベルの
病変に対しては既存の抗癌剤を中心とした
化学療法に依存している。長期間にわたる化
学療法の継続中に突然の多発転移を認める
ことがある。難治性卵巣癌において転移抑制
と同時に薬剤感受性を増強あるいは回復す
ることは予後の改善に関して最も重要な課
題であるが，個々の研究者によって断片的に
研究されてきたのが現状である。 

癌細胞は抗癌剤や放射線などにさらされ
ると、大部分はアポトーシスを生じ死滅した
と し ても、 そ の一部 は 上皮間 葉 転 換
（Epithelial-Mesenchymal Transition : 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。抗癌剤や放射線、低酸素、および活性
酸素などの微少環境ストレスが"転移原性ス
トレスとなり EMT をリクルートして、より 
“Metastatic”に、そしてより“ストレス抵抗性”
に変化する可能性が見えてくる。 
 
２．研究の目的 

上記の背景を受けて、本研究での第一義の
目的は腫瘍にとって微小環境ストレスが
EMT を介してどのように転移原性となりう
るのか？そして卵巣癌における EMT、特に
EMT 誘導転写因子の発現が抗腫瘍薬、放射線
感受性などの微少環境ストレスに抵抗性に
対していかに関連し、影響を及ぼすかを明に
することである。 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。従って難治性再発・再燃
卵巣癌では ストレス耐性化に伴って、微少
環境からのエスケープのために卵巣癌特有
な EMT 転写因子を介した EMT をいかに利
用しているのか？ という項目である。さら
に、それらを分子標的とすることによって"
ストレス抵抗性" ⇒"感受性"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最
大の研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究 2 つの研究テーマから成り立つ。第 1
に卵巣癌特有なEMTを誘導するEMT転写因
子である ALX-1/4 とストレス（主として薬剤
耐性）誘導 EMT の中心となる ZEB1 につい
て機能解析を行った。第 2 に ALX-1 や ZEB1
を初めとした EMT 誘導転写因子の発現亢進
性を獲得した高転移性卵巣癌細胞が各種微
少環境ストレス抵抗性をいかに獲得してい
くのか、そしてそれらのノックダウンが広範
囲な腹膜播種を抑制しうるか in vitro, in vivo
の両系で解析した。 
 

４．研究成果 
我々はすでにALXlがSnail発現の調節を通

じて EMT 決定因子として機能していること
を見いだしてきたが、その上流因子は不明で
あった。第 1 に、ALX3 および ALX4 という
二つ ALXl homologues が EMT および卵巣癌
の転移浸潤に中心的役割を果たすことを明
らかにした。SKOV3 細胞に siRNA を導入し
ALX4 の発現を抑制すると、EMT の上皮マー
カーである E-cadherin の発現亢進とともに、
MET（Mesenchymal-Epithelial-Transition）が観

察された（図 1-2）。さらにこの遺伝子を
SKOV3 に強制発現させると、E-cadherin の
発現が低下し、N-cadherin、Vimentin などの
EMT マーカータンパク質の発現が亢進し、
EMT が誘導されるメカニズムを明らかにし
た。in vitro invasion assay と colony forming 



assay による機能解析の結果、ALX4 発現と浸
潤性／非足場依存増殖能がポジティブにリ
ンクしていることを明らかとした。また、
ALX4 の遺伝子発現抑制により、Slug の発現
が抑制され、逆に、ALX4 の強制発現により
Slug の発現は亢進するという EMT 転写因子
同士の双方向性リンクが示唆された（図 3-4）。
さらに HOXB13 と ALX4 は複合体を形成し、
これらの相互作用が Slug の発現の調節メカ
ニズムであることが判明した。高転移性・薬
剤耐性卵巣癌において HOXB13/SLUG およ
び ALX4/SLUG アクシスが EMT および浸潤
の促進の新たな経路を発見した。 

第 2 に ZEB1 および EMT 誘導因子 TGF-β
に注目し、薬剤耐性化した卵巣癌が二次的な
転移・薬剤耐性能を獲得するメカニズムを検
討した。結果的に、NOS2TR/NOS3TR 細胞（パ
クリタキセル耐性卵巣癌細胞）では、(1) 
ZEB1 ノックダウンによる転移能低下および
抗癌剤感受性の上昇が観察された（図 5）。ま
たそのメカニズムとして、MET の誘導および
Akt 活性の抑制によるアポトーシスの関与が
示唆された。(2) TGF-β 添加により、
NOS2TR/NOS3TR 細胞は ZEB1 の発現ととも

に EMT が誘導され、p-smad2 および TGFβ-R1
発現の亢進を認めた。これより薬剤耐性卵巣
癌は親株と比較し、TGF-βシグナル経路が活
性化され、EMT の誘導を通じて、転移能が亢
進するメカニズムが示唆された。 

さらに in vivo では ZEB1 ノックダウンによ
る stable shRNA ベクターを作成し、動物実験
における腹膜播種能を検討した。その結果、
コントロールと比較し ZEB1 ノックダウン薬
剤耐性化高転移性卵巣癌細胞の腹膜転移形
成能は有意に抑制され、全生存率の延長につ

ながった。(3) 臨床検体を用いた実際の卵巣
患者の腫瘍における ZEB1 発現は予後不良性
と有意に相関していた（図 6：全生存期間）。
現在これらの結果を踏まえて最終的な論文
作成化を進めている。これらの一連の結果か
ら薬剤（ストレス）耐性誘導性の EMT が
sudden metastasis に重要な役割を担っており、
詳細なメカニズム解明とともにその阻害が
予後延長に寄与しうるという基礎的データ
の構築につながった。 
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