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研究成果の概要（和文）：本科研費の成果は、卵巣癌における薬剤の獲得耐性化そのものが種々のEMT関連分子やmicro
RNAの発現抑制を介して腹膜播種を増加させる負のスパイラル現象を解明したことである。本科学研究費課題において
得られた最大の知見はマウス腹膜播種モデルにおけるAD-miR-200ba/429（アデノウイルスベクター）の投与が、顕著に
腹膜播種を抑制し生存率の延長に寄与した。これらの結果によって、miR-200ファミリーの腹膜中皮への発現が腫瘍-中
皮間の微小環境に変化を誘導し、腹膜播種の抑制の治療ターゲットとなり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mesothelial cells (MC) are the primary components of the tumor microenvironment 
for ovarian cancer (OC) cells. We show that TGF-beta-stimulated human MC (Cancer-associated mesothelial 
cells: CAM) are able to promote cancer cell attachment and proliferation and the activation of the 
promoter activities of MMP-2 and MMP-9, which are metalloproteinases necessary for tumor invasion. 
Expression of the miR-200 family was down-regulated in CAM, and restoration of the expression of miR-200 
family members in MC suppressed cancer cell attachment and proliferation. Down-regulation of the miR-200 
family by TGF-beta-induced Fibronectin production, which promoted cancer cell attachment to CAM. Finally, 
we demonstrated that the delivery of the miR-200s to CAM in mice inhibited OC cell implantation and 
dissemination. Our results suggest that alteration of the tumor microenvironment by the miR-200 family 
could be a novel therapeutic strategy for OC treatment.

研究分野：婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
上皮性卵巣癌の治療において手術で病変
を摘除することが重要であるのはいうまで
もないが、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
いるのが現状である。癌細胞には抗癌剤に対
する自然耐性と獲得耐性が存在しており、こ
れら二種の耐性克服と腹膜転移の抑制が卵
巣癌に対するさらなる予後改善に対して不
可欠である。通常、癌細胞が細胞間接着を失
い、転移浸潤を生じる過程は上皮性細胞形態
から線維芽細胞様形態へと変化する上皮・間
葉形態転換現象（ Epithelial-Mesenchymal 
Transition: EMT）に基づく現象であると考え
られている。我々はこれまで、卵巣癌腹膜播
種における EMT のリンクを腫瘍細胞と、腹
膜播種では腫瘍細胞の Counterpart である腹
膜中皮細胞の両側から探求してきた。卵巣癌
の腹膜播種は腫瘍細胞から一次的に分泌さ
れたTGF-βが中皮細胞からの二次的なTGF-β
分泌を促進し、相乗効果的に腫瘍と中皮細胞
の EMTを誘導している構図が想定される。 
 
２．研究の目的 
本課題では特に薬剤の獲得耐性化そのも
のが種々の EMT 関連分子や microRNA の発
現亢進を介して腹膜播種を増加させる負の
スパイラル機構を解明する。さらに再発・再
燃卵巣癌の予後改善を念頭に置いた戦略的
分子標的治療を目指すものである。本研究の
第 1 の研究目的は癌性腹膜炎形成時の癌-中
皮間細胞コミュニケーションにおける
microRNA を介するメカニズムを解明するこ
とにある。さらに、我々はこれまで CD13お
よび CD26 といった細胞膜型 Aminipeptidase  
(AP)の発現バランスが酵素活性非依存的に
EMT あ る い は Mesenchymal-epithelial 
transition (MET)を誘導しうること、逆に EMT
自体が CD13-CD26 発現変化に影響を与える
ことを示してきたが、この間に介在する酵素
活性比依存的メカニズムがこれまで不明で
あった。この間をリンクさせる細胞骨格関連
蛋白として FascinをKey regulatorとして注目
している。EMTnessとの関連性から Fascinの
機能解析を本研究課題における第 2の目的と
した。 
 
３．研究の方法 
難治性卵巣癌における“Chemogenic stress”
に対する自然耐性および獲得耐性と EMT の
双方向的リンクを“ジェネティック”および
“エピジェネティック”の視点から多角的に検
討し、EMT誘導転写因子を標的とした新規治
療法の可能性を追求した。まずは、
CD13lowCD26highタイプの NOS-2/3/4細胞から
CD13highCD26low タイプへと変貌を遂げたパ
クリタキセル耐性細胞群の網羅的アレイ対
比によって既に確認されたファイブネクチ
ン（FN1）に着目した。エピジェネティック
スの観点から miR200cと FN1の相互的 EMT

誘導性を検証した。次にジェネティックな観
点から細胞骨格関連蛋白である Fascinに注目
して卵巣癌の腹膜播種を増加させる負のス
パイラル機構を転移浸潤に関する機能解析
を行った。 
 
４．研究成果 
本研究課題の成果は、以下の項目を明らか
にし得たことである。 
（１）～腹膜中皮細胞における miR200 ファ
ミリーの発現が卵巣癌の腹膜播種を抑制す
る～ 
① FN1 転写領域には miR200c 結合域が存在
しており、FN1の影響を負に制御することを
確認した。 
② 卵巣癌細胞は TGF-β のパラクライン作用
により腹膜中皮を CAM へと変化させること
で、微小環境を TGF-β濃度の高い環境へと変
え、CAMからのMMP-2,9を利用して腹膜播
種形成に有利な環境を整えていると考えら
れた。 
③ CAMでは正常中皮細胞と比較して種々の
卵巣癌細胞株との接着能が亢進した。また中
皮-腫瘍の共培養において、CAM との共培養
では腫瘍細胞の増殖能および MMP-2,9 プロ
モーター活性が有意に亢進した。 
④ CAMでは正常中皮と比較して endogenous
な microRNA-200b 、 200a お よ び 429 
(miR-200ba/429)の発現抑制が観察されたが、
exogenous にこれら microRNA を添加すると
上記、①-③の効果がキャンセルされた（図

1)。⑤中皮における miR-200ba/429 の
overexpressionが、腫瘍の接着能および、増殖
能を顕著に抑制した。 
⑥ FN1 の 3’UTR に対する luciferase reporter 
assayおよび、発現解析、FN1自身の機能阻害



などの結果から、miR-200ba/429 が直接 FN1
の発現を抑制することで、TGF-β誘導性、腫
瘍の転移浸潤能の亢進効果がキャンセルさ
れた。 
⑦ in vivoでmiR-200ba/429の腹膜播種抑制効
果を検討するために、アデノウイルスベクタ
ー(AD-miR-200ba/429)を作成した。腹膜播種
モデルのヌードマウスへ AD-miR-200ba/429
を投与したところ、顕著に腹膜播種が抑制さ
れた（図 2）。 
これらの結果によって、miR-200 ファミリ
ーの腹膜中皮への発現が腫瘍-中皮間の微小
環境に変化を誘導し、腹膜播種の抑制の治療
ターゲットとなり得る可能性が示唆された。 
 
（２）～細胞骨格関連蛋白 Fascin の機能解
析～ 
① Fascinは細胞内においては、アクチン構造
(filopodia, microspike, invadopodia, lamellipodia, 
stress fiber)上に局在していた（図 3）。 
② 卵巣癌細胞株における Fascin の発現解析
では、一般的に mesenchymal phenotypeを示す
細胞株において高発現していた。 
③ それらの細胞株（HEおよび ES-2）におい
て、Fascinを knock downした結果、細胞浸潤
能の低下が観察された。さらに Fascin強制発
現卵巣癌細胞では、コントロールと比較して
gelatin分解能と浸潤能が有意に亢進していた。 
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