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研究成果の概要（和文）：アクチン結合蛋白カルポニンh1 (CNh1)は細胞骨格蛋白アクチンを安定化させるので、卵巣
がん治療の分子標的となりうるその責任部位を同定することとした。CNh1全長とCNh1の構造の一部を卵巣癌株に導入し
た。免疫染色で外因性CNh1の局在とアクチン重合度合を検討し、細胞の増殖能、運動能、浸潤能に与える影響も検討し
た。アクチン重合比率はCNh1全長で73%、カルポニンリピート構造（CNR1）で 66％とコントロール（36％）に比べて高
率を示し、細胞形態も変化した。CNh1全長やCNR1を導入した細胞は、増殖能、細胞運動能、浸潤能のすべてが有意に抑
制された。CNR1は分子標的になりうると思われた。

研究成果の概要（英文）：Objectives: Actin binding protein calponin h1 (CNh1) stabilizes cytoskeletal 
actin. We tried to identify the responsibility site in actin stabilization which can be a molecular 
target for ovarian cancer therapy. Methods: The full length or several mutant form of CNh1 were 
constructed and introduced into ovarian cancer cell lines. Immunocytochemistry was performed to evaluate 
the localization of transfected CNh1 and the level of actin polymerization. The growth, migration and 
invasion ability of transfected cells were also measured. Results: The ratio of actin polymerization was 
revealed as follows: 73% in CNh1 full length transfection; 66% in calponin repeat structure (CNR1); 36% 
in mock transfection. The cell morphology changed depending on the actin polymerization. The growth, 
migration and invasion ability were significantly suppressed in both CNh1 full length and CNR1 introduced 
cells.
Conclusion: CNR1 was suggested to become a molecular target for ovarian cancer therapy.

研究分野： 婦人科悪性腫瘍

キーワード： カルポニンh1　アクチン　細胞骨格蛋白質　卵巣癌　癌性腹膜炎　分子標的治療　Taｔペプチド　膜透
過性ペプチド
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１． 研究開始当初の背景 
 

卵巣がん治療の大きな障壁として腹膜播種

という難治性の進展様式が挙げられる。卵巣

の原発巣から遊離した癌細胞が腹膜中皮に着

床した後、浸潤・増殖し播種巣を形成してい

くという癌性腹膜炎の成立機序を考えると、

その過程において癌細胞—腹膜中皮細胞間の

相互作用が重要な役割を果たしていることは

容易に推察できるが、この細胞間相互作用に

着目して癌性腹膜炎の治療を考えた研究は国

内外を通じて少数である。 

研究代表者らは以前の科研費による研究テ

ーマにもあるように、特に癌細胞—腹膜中皮細

胞間の相互作用に着目しながら研究を進めて

きた。分子量34kd のアクチン結合蛋白質であ

るアクチン結合蛋白質カルポニンh1 

(Calponin h1: CNh1) は主に平滑筋細胞に発

現されるが、MgATPase の抑制を介した平滑筋

収縮の調節、アクチンの重合促進および脱重

合の抑制などの作用に加えて、Rho kinase の

基質でありMAPK やPKC のシグナル伝達にも

関わっていることが明らかとなっている。最

近、Ramaswamy らは各種臓器由来の腺癌につ

いて転移巣で普遍的に発現低下する遺伝子を

大規模に検索したが、得られた9 つの遺伝子

の大半が細胞骨格関連分子で、その中にCNh1 

も含まれており転移関連分子としても着目さ

れている(Nat Genet,2003)。共同研究者であ

る信州大学の谷口俊一郎博士らはCNh1 の発

現が低下している平滑筋肉腫の細胞にCNh1 

を強制発現させると増殖抑制をもたらすこと

(JNCI,1999 等)、ヒト線維肉腫細胞株である

HT1080 細胞に対してはCNh1 遺伝子導入が細

胞運動能や接着能を抑制し浸潤能を低下させ

ることを報告した(Eur J Cancer,2002)。 

研究代表者らもCNh1 に関して、 

(1) 卵巣癌細胞は血小板由来増殖因子(PDGF)

などの液性因子を放出して、周囲間質細胞の

CNh1 や平滑筋型αアクチン(α-SMA)などの

細胞骨格関連蛋白の発現を低下させ、自己の

間質浸潤にとって有利な環境を生み出してい

る可能性があること。 

(2) 腹膜播種における宿主側のバリアである

腹膜中皮細胞にCNh1 を遺伝子導入すると、細

胞骨格（アクチンストレスファイバー）が安

定し、腹膜中皮細胞層が卵巣癌細胞の浸潤を

抑制したこと。 

(3) 卵巣癌細胞自身にCNh1 を遺伝子導入す

ると、アクチンストレスファイバーの発達を

伴う細胞形態の伸展が生じ、増殖能および浸

潤能が低下したこと。 

(4) 腹膜中皮と卵巣癌の両細胞にCNh1 を遺

伝子導入すると、培養系(in vitro)では更に

癌細胞は腹膜中皮層に浸潤し難くなり、担癌

ヌードマウス(in vivo)では腹膜播種の抑制

と生存期間の延長が得られたこと。 

を報告した (Kobayashi et al., Gynecol 

Oncol 1993, Clin Cancer Res 2006)。 

以上の結果より、CNh1 は癌細胞の増殖・浸

潤を抑制するばかりでなく、宿主側細胞であ

る腹膜中皮細胞の癌浸潤に対するバリアーと

しての機能を高める作用も有すると考えられ、

CNh1 遺伝子治療は同一遺伝子が癌抑制と宿

主防御能の増強という二面的効果を有する新

しい遺伝子治療となる可能性が示された。 

しかし、アデノウイルスをベクターとした遺

伝子治療はすでに臨床で試みられたものの、

施行する際の煩雑な手続きや安全性に関する

問題、ウイルスに対する中和抗体の出現によ

る効果減弱（繰り返しの治療に不向き）の問

題などがあり、実臨床に応用するには不向き

と思われた。そこで、本研究では臨床応用し

やすい安全なベクターとしてTat ペプチドに

着目し、これにCNh1 の作用部位ペプチドを結

合したCNh1－Tat 合成ペプチドを用いたCNh1 

遺伝子治療の可能性を検討することとした。 

Tat ペプチドはHIV-1 ウイルス由来の TAT

（Trans-Activator of Transcription 

Protein）が細胞膜を通過し，細胞質内へ移行

することが報告されて以来、ベクターとして



注目されてきたペプチドである。すなわち、

HIV ウイルス由来の細胞膜透過能を持つ10 

個のアミノ酸から構成されるペプチドで、細

胞膜のマクロピノサイトーシスで効率よく細

胞内に取り込まれる。これまでに細胞毒性の

報告はなく動物実験にも安全に投与され、欧

米ではすでに約20のPhaseⅠやⅡの臨床試験

も行われている。その後も同様の作用を有す

るペプチドがいくつか見つかり、膜透過性ペ

プチド（Cell Penetrating Peptide：CPP）と

総称されるようになった。CPP をタンパク質，

ペプチド，低分子化合物に結合することで、

これらの分子を細胞内へ導入し機能させる技

術が開発され、ドラッグデリバリーをはじめ

とする様々な分野で注目されているベクター

である。 

 
 
２． 研究の目的 

 

前述のように、動物実験でもその有効性を

確認したCNh1の強制発現による卵巣がん腹膜

播種に対する分子標的治療を臨床応用可能と

するために、我々は安全に人体投与可能なベ

クターとして高い導入効率を持ちながら細胞

毒性を示さないTat ペプチドに着目した。臨

床に応用する場合は、CNh1 の作用部位ペプチ

ドを結合したCNh1－Tat 合成ペプチドを作成

するわけであるが、CNh1の全長を組み込むこ

とは困難である。そこでCNh1のタンパク質構

造のうちアクチンの安定化に有効な最小部位

のアミノ酸配列を同定することを本研究の目

的とした。     

 
 
３． 研究の方法 

 

(1) CNh1 遺伝子のどの部分がCNh1 遺伝子全

長導入と同様の効果を発揮するか、腹膜

中皮細胞と卵巣癌細胞の培養系で検証す

る。 

(2) 上記で有効と判明した遺伝子部分に対応

するCNh1 ペプチドをTat ペプチドに融

合させ、CNh1－Tat 合成ペプチドを作成

する。それがCNh1 遺伝子導入と同様の効

果を発揮するか、腹膜中皮細胞と卵巣癌

細胞の培養系で検証する。 

 

 

４． 研究成果 
 

 平成 24 年度に、CNh1 全長や CNh1 の構造の

一部をGFP標識して発現ベクターに組み込み、

卵巣癌細胞株 SKOV3i.p.-1 と SHIN-3 に導入

した。免疫染色でアクチンの重合度合および

アクチンと外因性 CNh1 の局在を検討した。

その結果、細胞質内のアクチン重合比率は

CNh1 全長で 71%、カルポニンリピート構造だ

け（以下、CNR）でも 41％と GFP のコントロ

ール（6％）に比べて高率を示し、細胞形態

にも変化を認めた。アクチンの重合部位に一

致して GFP が局在していた。卵巣癌細胞にお

いて CNR は CNh1 全長と同様に機能し、アク

チンの重合を促進しアクチンファイバーを

生じさせた。CNR は標的治療の候補になりう

ると考えられた。 

平成 25 年度は、CNR ががん細胞の運動能、

浸潤能、増殖能に与える影響を検討した。そ

の結果、細胞運動能と浸潤能は有意に抑制し

たが、増殖能は変化なかった（CNh1 全長では

細胞増殖能も抑制された）。 

 平成 26 年度は、細胞増殖も抑制しうるア

ミノ酸配列を再度CNh1の全長から探索した。

CNR1 は CNR のさらに小部分の配列であるが、

これを卵巣癌細胞株 SKOV3i.p.-1 と SHIN-3

に導入したところ、細胞質内のアクチン重合

比率はCNh1全長で73%に対し、CNR1では66％

と GFP のコントロール（36％）に比し高率で

あった。良好なアクチン重合促進効果が確認

できたため、CNR1 が卵巣がん細胞の運動能、

浸潤能、増殖能に与える影響を検討した。CNR

では認めなかった卵巣がん細胞への有意な

増殖抑制効果が確認できた。以上より、CNR1

の方が CNR より、Tat ペプチドに融合させる



べき候補と考えられた。 

 今後は CNR1 の腹膜中皮細胞への影響を評

価し、満足する結果が得られたら、CNR1 ペプ

チドを Tat ペプチドに融合させ、それが卵巣

癌細胞と腹膜中皮細胞に容易に取り込まれ、

同様の細胞効果を発揮するか検証したい。 
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