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研究成果の概要（和文）：卵巣がんの最多組織型である漿液性腺癌は卵管采上皮由来とする見解が近年主流となってい
る。我々は漿液性卵巣がんが初期前駆病変の段階で既にp53変異を持つことに着目し、p53変異の原因と考えられる「DN
A損傷反応」に着目して研究を行った。γ-H2AXをDNA2重鎖切断のマーカーとしてトランスフェリンが細胞にDNA損傷反
応を引き起こす事を見出した。siRNAを用いてこの反応がトランスフェリン受容体1に特異的に依存している事を確認し
た。上記の結果はoncogene誌に論文発表され卵巣癌の発生機序を理解する上で重要な成果であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Serous adenocarcinoma is the most common tissue type of ovarian cancer, and is 
thought to be originated from tubal fimbria in recent years. We are focusing on DNA damage response, 
which is considered the cause of p53 mutations, because serous ovarian cancer has p53 mutations even at 
the precursor lesions. Using γ-H2AX as a marker of DNA2 double strand breaks, we found that transferrin 
cause DNA damage response in cells. We confirmed that this is specifically dependent on transferrin 
receptor 1 by siRNA knockdown. The above results were published in the oncogene, and are considered to be 
a significant achievement in understanding the pathogenesis of ovarian cancer.

研究分野：産婦人科学、婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
（１）卵巣がんは婦人科がんの中で最も予後
不良な疾患でありその5年生存率は40％前後
である。予後不良の最大要因は進行して発見
される症例が多い事である。卵巣がんの早期
発見・予防のためには、卵巣がん発生の自然
史を理解する必要がある。 
卵巣がんの約半数を占める漿液性腺癌は、現
在では半数以上が卵管采由来である可能性
が高いことが明らかとなっている。TCGA の大
規模解析で卵巣漿液性腺癌では 96%の症例
(303/316 例)で p53 変異が認められることが
報告された(nature 2011)が、形態学的に正
常に見える卵管上皮における変異p53蛋白の
局所高発現領域、すなわち‘p53 signature’
が漿液性腺癌の前駆病変である事も種々の
研究から示唆されている。 
(2) 近年では血中に存在する微量の腫瘍由
来 DNA を検出する技術が進歩し、卵巣漿液性
腺癌で高頻度に認められるp53変異を患者血
液循環DNA中から検出した報告がなされてい
る。我々は卵巣がんの初期前駆病変とされる
p53 signature がすでに p53 変異を伴ってい
ることに注目し、p53 signature 由来の血液
循環 DNA を検出する研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究は当初は（１）－（３）を目的として
開始されたが、研究の進行に伴い（４）が追
加となった。 
（１）卵巣癌の多くを占める Stage III 以上
の進行卵巣漿液性腺癌症例において、患者血
液循環 DNAを抽出して p53変異を同定する実
験系を確立する。 
（２）ホルマリン固定された卵管采の免疫組
織化学染色において同定された p53 
signature に対して、LCM で腫瘍 DNA を抽出
して p53 をシークエンスし、変異部位を同定
できるか検討する。 
（３）上記が可能であれば、同じ DNA 変異を
次世代シークエンサーを用いて術前に採取
した患者血清より検出できるかどうかを明
らかにする。 
（４）卵管采上皮細胞に DNA 変異を起こす生
理学的な誘因・機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では卵巣癌の極初期の前駆病変と考
えられる p53 signature で認める p53 変異を
血液中で循環するDNAから検出する方法を以
下の 4ステップで行う（図参照）。 
（１）卵管切除を行った手術検体を対象とし
て、免疫組織化学染色を行い p53 signature
を検出 
（２） p53 signature を laser capture 
microdissection 法で切り出し DNA を抽出、
hot spot を中心とした p53 exon 領域の PCR
増幅及び sequence により変異を同定 
（３）特定した変異領域とターゲットとした、
血中循環 DNAの変異 p53検出用プライマーを

作成 
（４）TAm-Seq を用いた微量な血中循環 DNA
からの変異 p53 検出 
 

（５）生理学的に卵管采上皮に暴露する卵胞
液成分にDNA損傷を起こす物質が含まれてい
ると仮定し、トランスフェリンに着目した研
究を行った。 
 
４．研究成果 
（１）進行卵卵巣がん症例についてホルマリ
ン固定標本にマイクロダイセクションにて
p53 signature 領域を切り出し、DNA を抽出
してシークエンスを確認した（下図参照） 
 
 
 
 
 
 

 
その結果、この部位より p53 変異を確認する
事が十分に可能であった。 
しかしながら、患者血液から循環腫瘍 DNA で
p53 変異を検出する事は出来なかった。 
（２）DNA2 重鎖切断のマーカーであるγ
-H2AX を利用して、卵胞液に高濃度で含ま
れるトランスフェリンがフェントン反応を
介して細胞に DNA 損傷反応を引き起こす事
を見出した（下図左参照）。 

 
さらにこの反応はトランスフェリン受容体
1に特異的に依存している事を、siRNA を用
いた実験で確認した（上図右参照）。 
 
ヒト卵胞液中のトランスフェリン測定では
5913±1947.6 μg/ml と高値であり、実験系
では十分にDNA損傷を起こしうる濃度のトラ



ンスフェリンが含まれている事を確認した。 
さらにマウス卵管を用いた ex vivo の実験に
おいて、トランスフェリンが生体において
DNA2 重鎖切断を起こす事を確認した（下図参
照）。これらの結果は oncogene 誌に論文発
表され、卵巣癌の発生機序を理解する上で
重要な成果であると考えられる。 
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