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研究成果の概要（和文）：2種類のヒト卵巣癌細胞株にCR1-cDNAを導入、強発現させることで腫瘍増殖が有意に
抑制されることを確認した。その機序にTNFRを介した反応が関与している可能性を考慮し、摘出腫瘍において
TNFR-1とTNFR-2の発現を確認したところTNFR-1の発現強度が強かった。CR1強発現腫瘍における抗腫瘍効果には
TNFR-1を介したアポトーシスが関与している可能性が示唆された。TNFRを介したシグナル伝達のうち、death 
domainを介してcaspaseを活性化する経路が優位に働き、逆にNF-κBやc-junを活性化する経路が抑制されること
により、腫瘍増殖が抑制されていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Tumor growth was significantly suppressed in mice injected with 
CR1-overexpressing cells. Tumor volume in the CR1 induction group decreased temporarily until 2 
weeks. Tumor cell membranes in both CR1 induction and control groups were positive for TNFR1 
expression; however, total protein levels did not differ between the two groups. TNFR-2 expression 
was comparatively weak in both groups. The expression of NF-κB and c-Jun was weaker in the CR1 
induction group than in control. In contrast, caspase-8 and caspase-3 expression was higher in the 
CR1 induction group. Furthermore, the number of apoptotic cells was significantly greater in tumors 
that appeared after injections of both types of CR1-overexpressing cells than in those of control 
cancer cells. These results suggest that CR1 induces apoptosis by activating the caspase pathway via
 binding to TNFR1.

研究分野： 医歯薬学　外科系臨床医学・産婦人科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

複数の卵巣癌細胞を用いて担癌マウスモデ

ルと癌性腹膜炎マウスモデルを用いた実験

的卵巣癌において、核内受容体 Peroxisome 

proliferator-activated receptorαであ

るクロフィブリン酸の投与により、卵巣癌

のKey drugの一つであるシスプラチンと同

等の腫瘍縮小効果と生存期間の延長が得ら

れることを見いだした。クロフィブリン酸

投与により腫瘍内に Carbonyl reductase 

(CR)が誘導され PGE2 の減少を介して腫瘍

内の血管新生の減少、腫瘍細胞のアポトー

シスの増加から腫瘍の増大が抑制されるこ

とが判明した。また、マウスの卵巣癌細胞

に CR の cDNA を導入した皮下担癌マウス

の実験系では、CR を導入していないコント

ロールの細胞は時間と共に腫瘍径が増加し

ていくのに対し、CR が強発現している細胞

では一旦増大した腫瘍が自然に退縮してい

くという、非常に興味深い結果となった。

CR 導入細胞群では、腫瘍細胞のアポトーシ

スと腫瘍の壊死が見られ、マクロファージ

等の免疫細胞による貪食像が目立っていた。

腫瘍細胞内と間質には、貪食細胞に対する

eat-me signal である Milk fat globule EGF 

factor 8 が強発現しており、これはコント

ロール群では認められなかった現象である。

CR の発現が腫瘍の進展の抑制に関与して

いることが示唆されたが、腫瘍細胞がアポ

トーシスに至る経路や貪食されるに至る経

路は不明である。しかし、腫瘍周囲のマク

ロファージから産生される TNFαが関与し

ている可能性が推察される。TNFαのレセプ

ターにはデスドメインを欠損する TNFR2 と、

それを有する TNFR1 とが存在し、TNFR1 は

デスドメインを介していくつかの伝達物質

と DISC (death-inducing signaling 

complex)と呼ばれる複合体を形成し、蛋白

分解酵素である Caspase-8、Caspase-3 を介

してがん細胞にアポトーシスを誘導する。

一方、TNFαの TNFR2 を介した反応として

NF-κB や AP-1 などの転写因子の活性化も

知られており NF-κB の活性化はアポトー

シスに抑制的に働くため、デスドメインを

介したものとは正反対の結果をもたらす。

また、NF-κB や AP-1 の活性化は炎症性サ

イトカインの増加をもたらし、PGE2の増加

を介してアポトーシスの抑制や VEGF の増

加による血管新生を促進して、腫瘍の増殖

をもたらす。これらの事実から、CR は腫瘍

細胞で発現する TNFR1 を促進するとともに

TNFR2 を抑制し、腫瘍細胞の運命を決定し

ているとの仮説をもつに至った。 
 
２．研究の目的 

1) 腫瘍細胞で実際にTNFR1を介した

Caspase-8,3の誘導やTNFR2を介したNF-κB

やAP-1の活性化が起こっているか？ 

2) コントロール細胞とCR導入細胞での

TNFR1とTNFR2の発現の違いがあるか？ 

3) CR導入細胞でTNFR1を介した

Caspase-8,3の誘導やTNFR2を抑制したNF-

κBやAP-1の不活化が起こるか？ 

4) CR発現の強弱による腫瘍進展に違いが

あるか？担癌マウスモデルの実験的卵巣癌

において、CR導入細胞の腫瘍とsiRNAでCR

をknockdownした場合の腫瘍の両者の腫瘍

増殖、転移様式を比較する。 

5) 遺伝子治療を目指したデンドリマーを

利用したCRの細胞内への輸送の至適条件を

決定する。 
 
３．研究の方法 

ヒト卵巣漿液性腺癌細胞株である OVCAR-3

とヒト卵巣明細胞腺癌細胞株である

TOV-21G の 2 種類の上皮性卵巣癌細胞株を

使用した。 

1) 2 種類の細胞株に GFP 付きの CR1-cDNA

を導入し、48 時間培養した。蛍光顕微

鏡で CR1 の発現を確認して細胞を回収

し、Western blot でも CR1 の発現を確



認した。 

2) CR1 強発現細胞とコントロール細胞を

それぞれ 5.0×106個に調整し 8 週齢の

ヌードマウスの皮下に移植し皮下担癌

モデルを作製した。CR1 強発現群(n=5)

とコントロール群(n=5)に分けて経時

的に腫瘍体積を計測した。3～4 週間後

に皮下腫瘍を摘出し腫瘍重量を比較し

た。摘出した皮下腫瘍の病理組織所見

を比較、またアポトーシス細胞の数に

ついて免疫染色を用いて比較検討した。 

3) 摘出した皮下腫瘍を用いて TNFR-1 と

TNFR-2 の発現強度を免疫組織学的に検

討した。TNFR-1 の活性化によって誘導

され、アポトーシスを促進する

caspase-8,3 や、TNFR-1,2 の活性化に

よって誘導され抗アポトーシスや炎症

促進に関与するとされる NF-κB、c-jun

について、その発現強度を免疫組織染

色と Western blot を用いて比較検討し

た。ヒト卵巣漿液性腺癌から樹立した

細胞株の HRA と DISS を使用した。 

4) HRA、DISS に PAMAM dendrimer を用いて

CBR1 DNA を導入した。GFP タグ付きの

DNA を用いて、癌細胞への DNA の導入状

況を蛍光顕微鏡で確認した。N/P 比

（dendrimer の窒素残基数と DNA のリ

ン酸基数の比）を5:1～30:1に設定し、

効率的な N/P 比の検討を行った。さら

にウエスタンブロット法で CBR1 DNA を

導入した癌細胞でのCBR1の発現レベル

を N/P 比と導入時間で比較した。 

5) N/P 比を 5:1～25:1 として CBR1 DNA と

dendrimer 複合体を癌細胞に導入し、癌

細胞の増殖能の差異を吸光度法で比較

した。 

6) 癌性腹膜炎のマウスモデルを用いて

CBR1 の抗腫瘍効果を検討した。8 週齢

のヌードマウスに HRA を腹腔内投与す

ることで癌性腹膜炎モデルを作製した。

コントロール群(n=5)と CBR1 DNA 導入

群(n=5)の 2 群に分け、コントロール群

には PBS のみを隔日投与し、CBR1 DNA

導入群には CBR1 DNA と dendrimer の複

合体を隔日投与した。癌細胞を腹腔内

投与した当日を Day0 として Day1 より

それぞれの薬液投与を開始し、生存期

間と腹腔内所見を比較した。コントロ

ール群では Day25 に全例死亡し、DNA

導入群では Day24 以降に薬液の投与を

中止し、自然経過観察とした。 
 
４．研究成果 

1) 両細胞株において、導入後 48 時間後に

蛍光顕微鏡においてCR1-cDNAの導入を

確認でき、Western blot においても CR1

導入群で強陽性を確認できた。導入効

率は両細胞株で同程度であった。 

2) 両細胞株において、CR1 強発現群で有意

に腫瘍増殖が抑制された。OVCAR-3 では

腫瘍作成後 12 日目、TOV-21G では 18

日目以降に有意差が認められ、腫瘍摘

出時の腫瘍体積、重量ともに CR1 強発

現群で有意に小さかった（各々P < 

0.001）。 

3) OVCAR-3、TOV-21G の摘出腫瘍の HE 染色

所見では、コントロール群で腫瘍細胞

が密に増生しているのに対し、CR1 強発

現群においては広範囲に壊死所見を認

めた。アポトーシス細胞の数を比較し

たところ、CR1 強発現群で有意にアポト

ーシス細胞の数が多かった（各々P 

<0.0001）。 

4) 腫瘍細胞の細胞膜において、TNFR-1 の

発現が確認された。TNFR-1 は TNFR-2

より染色強度が強かった。CR1 強発現群

では caspase-8、caspase-3 がコントロ

ール群に比べて強発現しており、一方、

NF-κB、c-jun はコントロール群に比べ

て CR1 強発現群で抑制されていた。こ

れは OVCRA-3、TOV-21G 両細胞株の腫瘍



で同様の結果であった。 

5) CBR1 DNA 導入から 48 時間後まで CBR1 

DNA の取り込みが増加し、種々の N/P

比の中で 20:1 が最も良好だった。さら

にウエスタンブロット法で、コントロ

ールの細胞よりも CBR1 DNA を導入した

細胞でCBR1の発現が増強している事を

確認し、HRA、DISS ともに CBR1 の発現

は N/P 比が 20:1、導入時間が 48 時間の

場合で最も良好だった。 

6) 2) HRA、DISS で N/P 比 20:1 および 25:1

の際に細胞増殖が有意に抑制された。 

7) マウス癌性腹膜炎モデルにおいて、コ

ントロール群では Day 25 までに全例死

亡した。一方、Day 25 の時点で CBR1 DNA

導入群では全例生存していた。Day 24

以降は CBR1 DNA 導入を中止して経過を

観察した。CBR1 DNA 導入を中止して 8

日目に 1 例死亡し、Day 50 までに全例

死亡した。コントロール群と比較して

CBR1 DNA 導入群の生存日数は統計学的

にも有意に延長した(P < 0.01)。また

コントロール群では高度の播種性病巣

と血性腹水の貯留を呈していたのに対

し、CBR1 DNA 導入群では播種病巣も腹

水貯留も軽微であった。 
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