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研究成果の概要（和文）：　これまでに低酸素誘導因子HIF-1の核移行についてはあまり知られていなかったが、近年
、ヒストン脱アセチル化酵素-7(HDAC7)がHIF-1αの核移行に重要な役割を果たしていることが報告された。我々は、上
皮性卵巣癌の中でもHIF-1が高発現している明細胞腺癌に着目し、HDAC7の発現動態とHDAC阻害剤を用いた新しい治療の
可能性について検討した。
　その結果、HDAC7は明細胞腺癌で高発現しており、HDAC強陽性例では予後不良な傾向を認めた。また、HDAC阻害剤Vor
inostatはHIF-1, VEGFの発現を抑制し、HDAC阻害剤は新たな明細胞腺癌の治療薬として可能性が期待された。

研究成果の概要（英文）： Histone Deacetylase (HDAC) is an enzyme deacetylating the histone which is a 
main constitution factor in chromatin structure and play an important role in genetic transcription 
control. HDAC is involved in intracellular signal transduction and the control of the cell cycle and in 
late years attracts attention as target molecule of the cancer therapy.In this study, focusing on HDAC7, 
we analyzed their immunohistochemical expression in ovarian cancer and assessed their mRNAs expression in 
cultured ovarian cancer cell lines. HDAC inhibitor (HDI)-induced changes in the expression of mRNAs for 
HDAC7, HIF-1α and VEGF were also attempted to assess the potential anti-cancer effect of HDI.
 As a result, it was shown that the inhibitory effect of HDI on HDAC7 and HIF-1 varies among cell lines. 
We suppose that the response to HDI may vary greatly among patients with ovarian cancer and that the 
ovarian cancer with high expression of HDAC7 may be a suitable candidate for HDI treatment.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
一般的に悪性腫瘍は、無秩序な増殖能を有

することで自らをより低酸素な環境へと導
き、これに順応するために複雑な分子機構を
発動しながら微小環境の恒常性を維持し、浸
潤、転移性に進展していくものと考えられて
いる。低酸素環境下で機能する分子には多く
の腫瘍において共通性がある一方で、しばし
ば様々なシグナル伝達因子やホルモンの影
響を受け、その微小環境に即した個々の因子
の発現が調節されていることが推察される。
また、腫瘍の発生機序を鑑みると同様の部位
(発生母地)から発生をしながら、実際に病理
学的には組織型や組織構築が異なっている。
これは、その発生に関与する様々な素因(遺伝
子変異、ウイルス感染など)を通じ構築された
腫瘍が、さらに様々な微小環境形成因子の発
現によって形づけられ、個々の組織型を構築
しているものと考えられる。悪性腫瘍の微小
環境は血中の酸素やグルコースの濃度、pH
などにより特徴づけられており、腫瘍細胞の
活発な増殖が微細な新生血管を惹起するも
のの、形成される血管が未熟かつ無秩序な形
成をすることで、しばしば腫瘍には酸素不十
分な虚血領域が生じる。その結果として、悪
性度の高い腫瘍では広範に出血や壊死
(necrosis)を来たしやすいものと考えられる。 
癌の微小環境を維持するための中心的分

子、さらに微小環境研究におけるマスター因
子としては1992年にSemenzaらによって発
見 さ れ た 「 低 酸 素 誘 導 因 子
Hypoxia-Inducible Factor-1(HIF-1)」があま
り に も 有 名 で あ る (Mol Cell Biol. 12: 
5447-54, 1992)。これまでに HIF-1 はその名
のとおり、細胞の低酸素環境に応じて、血管
新 生 因 子 で あ る Vascular Endothelial 
Growth factor (VEGF) やグルコースの能動
輸 送 に 関 わ る Glucose Transpotor-1 
(GLUT-1)、あるいは赤血球増生を促す
Erythropoietin (EPO)などを誘導し個々の微
小環境への適応を図っていることが報告さ
れている。ここ 10 年ほどで ”低酸素分子生
物学” が急速に発展し、VEGF、GLUT-1、
EPO などを筆頭に数千種類の遺伝子が
HIF-1 によって影響、惹起されることが報告
されてきている(Nat Rev Cancer. 3: 721-32, 
2003)。これらの遺伝子は、プロモーター、
エンハンサー領域に HIF-1 結合配列
Hypoxia Responsive Elements(HREs)を持
っており、HIF-1 が p300/CBP とユニットを
形成し HREs に結合し転写を促している。
HIF-1 は HIF-1α・HIF-1βから構成され、
HIF-1βは恒常的に核内に発現している。
HIF-1αは酸素依存性に細胞質に発現してお
り、通常の酸素濃度下では、E3 ユビキチン
リガーゼが von Hippel Lindau タンパク
(pVHL)を介して結合することでユビキチン
化が起こり、プロテアソームにより速やかに
分解される。しかし一転して低酸素に陥ると、
この分解経路が停止して細胞質にHIF-1αの

蓄積が生じ、速やかに核へ移行し、HIF-1β
と結合することで HIF-1 を形成し種々の遺
伝子誘導に働く。 
我々はこれまでに、上皮性卵巣癌において

はHIF-1αの発現は細胞質では概ね認められ
るものの、核における発現は他の組織型に比
して明細胞腺癌で有意に亢進していること
(Oncol Rep: 19:111-6, 2008, Arch Gynecol 
Obstet. 277(6):539-46, 2008)、さらに HIF-1
は上皮性卵巣癌において、腫瘍径や腫瘍の大
きさには相関せず、明細胞腺癌で有意に活性
化していることも報告してきている (Arch 
Gynecol Obstet. 279: 789-96. 2009.)。また、
明細胞腺癌におけるHIF-1αの制御機構につ
いて検討したところ、明細胞腺癌では、PI3K- 
Akt-mTOR シグナル系が亢進しており、
mTORC1 のリン酸化は、HIF-1α mRNA の
翻訳を通じ、HIF-1αの発現を亢進させてい
ることも明らかにしている(Pathol Int. 59: 
19-27. 2009.)。さらにこれらの結果から、明
細胞腺癌における mTORC1 のリン酸化の阻
害を通じた HIF-1αの制御に主眼を置き、検
討を行ってきた。その結果、明細胞腺癌培養
株において mTORC1 阻害剤 Rapamycin は
HIF-1αならびにVEGFを濃度依存的に抑制
した(Acta His Chem. 40(5):139-42, 2007)。
また、Rapamycin 誘導体である Evelorimus
を用いたところ、明細胞腺癌で、mTORC1
の阻害を通じた HIF-1 シグナルの抑制のみ
ならず、細胞周期を有意に停止させ、in vitro、
in vivo において高い抗腫瘍効果を示した
(Acta Histochem Cytochem. 44(2):113-8, 
2011, J Obstet Gynaecol Res. 36(2):448-53, 
2010, Pathol Int. 59:19-27, 2009)。さらに治
療への応用として明細胞腺癌においては
Everolimus とプラチナ系抗癌剤の併用が最
も高い抗腫瘍効果を得ることを証明した(Int 
J Gynecol Cancer. 23(7):1210-8, 2013)。一方
で、予後因子としての解析から、HIF-1αの
核陽性所見と mTORC1 のリン酸化が著明な
症例は予後不良であることも報告している
(Int J Gynecol Cancer. 23(7):1210-8, 2013)。
これらの結果は、 Japanese Gynecologic 
Oncology Group (JGOG:日本婦人科悪性腫
瘍機構)でも、明細胞腺癌の新規治療法として
高 い 評 価 を 受 け 、 JGOG3021 試 験
(EVEROCC Trial)として『再発・再燃卵巣明
細胞腺癌に対する mTOR 阻害剤の第 II 相臨
床試験』を計画し、申請者も TR 部門委員と
して、これまでの経験をもとに mTOR 阻害
剤の有効なバイオマーカーの探索などに尽
力したが、諸般の事情にて試験は中止となっ
ている。 
２．研究の目的 

mTORC1 阻 害 剤 (Everolimus ・
Temsirolimus)は腎細胞癌、乳癌など他の領
域でも既に認可されてきているが、本薬剤の
みならずシグナル伝達系阻害剤は、しばしば
他のシグナルを増強するなど、治療効果とし
て短期的効果は得られても、長期的効果が得



られにくいことが報告されている。また、こ
れまでの我々の予備的検討からも、mTORC1
阻害剤は HIF-1α mRNA の翻訳を抑制はす
るものの、持続的な抑制効果は得られていな
い。一方で、これまでの長年の HIF-1αの研
究の中で、HIF-1αの核移行についてはほと
んど解明されていなかったが、近年、HIF-1
αの核移行には核移行シグナルを有したヒ
ストン脱アセチル化酵素 7(HDAC7)との複
合体の形成が関与している可能性が報告さ
れた(Exp Mol Med. 41:849-57, 2010)。 
そこで、本研究期間では、これまでの我々の
研究結果を鑑みて、HIF-1αが高率に核へ移
行、活性化している明細胞腺癌をターゲット
に、 
(1)HIF-1 αの核移行シグナルにおける
HDAC の役割ならびに機能解析 
(2)HIF-1αの核移行のメカニズムと活性化
機構の解明 
(3)HIF-1 活性化阻害物質の探索とその効果
についての検証 
(4)HIF-1αの核移行の阻害を通じた新たな
HIF-1 活性化阻害薬の開発に着目をし、研究
を展開する。 
即ち、本研究の最終目標としては、卵巣明細
胞腺癌における新規 HIF-1 活性化阻害薬の 
開発ならびに有効性について明らかにし、本
研究を通じた明細胞腺癌をはじめとする難
治性卵巣癌の治療成績の向上と予後改善を
目指す。 
３．研究の方法 
(1)HIF-1αの核移行シグナルにおける HDAC
の役割・機能解析と HIF-1 活性化機構の解明
～明細胞腺癌における HDAC 酵素群発現のプ
ロファイリング～ 
概要：これまでに IC(インフォームドコンセ
ント)の得られた明細胞腺癌症例(85 例)なら
びに卵巣癌培養株(18 種類)を用いて、HDAC
酵素群の発現プロファイルについて検討す
る。HIF-1 と HDAC との関係性については、
HDAC7 は HIF-1 の核移行と活性化を制御する
ことが近年報告されてきている(Exp Mol Med. 
41:849-57, 2010)ことから、これら 3因子の
発現ならびにこれまでの我々が検討してき
た HIF-1αの発現、定量的に得られた活性型
HIF-1 量との相関について解析する。また、
比較コントロールとして、当科が所有してい
る、IC の得られた卵巣癌検体ならびに培養株
を用いる(培養株については既に継代培養を
行っておりいつでも使用可能である)。 
解析手法：これらの各種抗体を用いた①パラ
フィン切片を用いた免疫組織化学による解
析を行った。 
(2)HIF-1 活性化阻害物質候補の選択と効果
についての検証 
概要：既に我々は、これまでの報告から、HDAC
阻害剤(HDI)、シリビニンに HIF-1 活性化阻
害効果があることを見出しているが、その作
用機序については明らかになっていない。そ
こで、平成 26 年度の結果から、これらの阻

害剤候補がどの HDAC サブタイプの阻害効果
によりHIF-1の活性化を阻害しているのかを
検証する。 
解析手法：in vitro において、既に我々が入
手している HDI, シリビニンの 2 種類の阻害
剤候補を用いて、濃度ならびに反応時間依存
的に HDAC7 の発現を抑制し、HIF-1 の安定化
ならびに活性化を阻害するのか検討する。併
せて、HIF-1 の下流因子へ与える影響、細胞
周期への影響、アポトーシス誘導効果につい
ても検討し、HIF-1 活性化の阻害を通じた新
たな抗腫瘍薬としての可能性について明ら
かにする。 
４．研究成果 
HDAC7 は他の組織型に比して明細胞腺癌で

高発現しており、HDAC7 陽性例では予後不良
な傾向が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また in vitro における解析でも明細胞腺癌
株で HDAC7 の高発現を認め、HDAC7, HIF-1α, 
VEGF の発現には一定の相関を認めた。一方で
HDI の投与によりすべての細胞株で HDAC7 の
阻害効果を認め、一部の細胞株では VEGF の
抑制も認めた。さらに HeLa 細胞にシリビニ
ン投与後 2h、6h において、シリビニン濃度
依存的に HIF-1αのタンパク発現の減少が認
められた。 
 
 
 
 

 
 
HDAC7 の抑制は HIF-1αの発現抑制を通じ



た新たなHIF-1阻害剤として有効である可能
性が期待されたが、HDAC 阻害剤の選定には更
に検討が必要であるものと思われた。また、
いくつかの細胞において、HDAC 阻害剤の投与
により HDAC7, HIF-1αおよび VEGF の mRNA 発
現に減少を認めたが、HDAC7 と HIF-1αの核
移行のシリビニンとの関連や、HIF 関連因子
への影響については、HDAC7 をノックアウト
し解析する必要があると考えられた。 
シリビニンは HIF-1αタンパクの発現抑制

をすることから、新たな HIF-1 活性化阻害剤
としての有効性が期待された。シリビニンは
ドイツでは「レガロン」という名で肝炎や肝
硬変の治療に長年使用されてきており、副作
用も少ないことから、抗腫瘍の観点からも副
作用の軽減された抗腫瘍薬として期待され
る。 
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