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研究成果の概要（和文）：人工ヒト腹膜組織(AHPT)を用いて卵巣癌腹膜播種モデルを作製し、Carbonyl 
reductase 1 (CR1) DNA-デンドリマー複合体導入による腹膜播種初期動態の変化から、CR1による遺伝子治療効
果の機序を明らかにした。癌細胞は穿孔を形成しながら中皮層に侵入し、中皮間・中皮下で増殖し集塊を形成し
た。24時間後にはリンパ管侵襲がみられ、48時間後には癌細胞が集塊を形成しながら組織深部に浸潤していた。
CR1DNA導入により、AHPT上の癌細胞増殖が有意に抑制され、ネクローシスの誘導を示す結果を得た。CR1導入に
よる増殖抑制とネクローシス誘導を通した卵巣癌腹膜播種抑制効果が実証された。

研究成果の概要（英文）：Cancer cells perforated the mesothelium, leaving normal mesothelium intact. 
However, the cells proliferated between the layers of the mesothelium, forming a mass. After 24 h, 
cancer cells had invaded the lymphatics, and after 48 to 72 h cancer cells had invaded deep into the
 mesothelium, where they formed a mass. Invasion of the peritoneum by cancer cells in a murine model
 of peritoneal carcinomatosis resembled that in a model using Artificial human peritoneal tissue 
(AHPT), and results substantiated the reproducibility of peritoneal carcinomatosis in AHPT. 
Proliferation of cells transfected with carbonyl reductase 1(CR1) DNA was significantly inhibited on
 AHPT, and necrosis was evident. Nevertheless, cancer cell invasion deep into the mesothelium was 
not inhibited. CR1 DNA does not play a role in inhibiting invasion of the mesothelium during 
peritoneal metastasis, but it affects cancer cell proliferation. Results suggested that CR1 DNA 
inhibits cancer cell proliferation via necrosis.

研究分野：産科婦人科学

キーワード： 卵巣癌腹膜播種　Carbonyl reductase 1　遺伝子治療　人工ヒト腹膜組織　ネクローシス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣癌患者へ応用するために行った3次元ヒト人工腹膜を用いた研究において、卵巣癌細胞を播種させCBR1 DNA
/デンドリマー複合体を添加すると、24時間後から癌細胞の接着・増殖・中皮層への浸潤が有意に抑制された。
これはマウス生体内での播種巣にCBR1 DNA/デンドリマー複合体を投与した場合と同様の動態であった。この結
果はCBR1 DNA/デンドリマー複合体のヒト卵巣癌治療への応用ができるものと大いに期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

マウスの実験的卵巣癌において Peroxisome proliferator-activated receptor (PPRA)α

リガンドあるクロフィブリン酸の投与により、腫瘍内に Carbonyl reductase 1 (CBR1)が誘

導され卵巣癌の 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。CBR1 DNA を導入した卵巣癌細胞はコントロールに比べ腫

瘍増殖は有意に抑制されることを証明した。これは CBR1 が tumor necrosis factor 

receptor 1 を介して caspase signaling を活性化することによっておこる腫瘍内アポトー

シスの増加と NF-κB と c-jun の発現減弱によることを初めて証明したものである。逆に

CBR1 強発現卵巣癌に CBR1 siRNA を注入すると、腫瘍体積はコントロールに比べ有意に増大

し、腹腔内穿破や肺転移が増加することを明らかにした。CBR1 siRNA 注入腫瘍では、血管

新生因子である VEGF-C や転移に関与する MMP-9 が増強し、一方で E-cadherin 発現が減弱

していた。これらの結果から、CBR1 の腫瘍内の発現増加が、腫瘍縮小に働くと確証を得た

のである。次に CBR1 DNA を PAMAM デンドリマーと複合体を形成させ卵巣癌細胞に特異的に

デリバリーする方法を考案した。卵巣癌癌性腹膜炎マウスを作製し CBR1 DNA／PAMAM デン

ドリマー複合体を 48 時間毎に投与したところ、コントロール群では癌性腹膜炎発症後に 25

日目までに全例死亡したが、CBR1 DNA 投与群ではその期間全例生存する結果となった。こ

の結果は、CBR1 DNA の卵巣癌遺伝子治療への応用の可能性を大いに示唆するものである。  

癌細胞内に CBR1 DNA と PAMAM デンドリマーの複合体をデリバリーするためにはデンドリ

マーの窒素残基数と DNA のリン酸基数の比である N/P ratio の至適条件がある。漿液性卵

巣癌細胞株 HRA と DISS の場合の至適 N/P ratio は 20:1 であり、その条件で 48 時間培養す

ることによって CBR1 DNA／PAMAM デンドリマー複合体はエンドサイトーシス経路で細胞内

に取り込まれ、CBR1 蛋白が合成されることが確認できた。上皮性卵巣癌には adenoma-

carcinoma sequence で発症するタイプ I、de novo 発生のタイプ II がある。組織型によっ

てエンドサイトーシス経路が異なることが予想され、実際卵巣漿液性腺癌細胞と明細胞腺

癌細胞では至適 N/P ratio とその後の培養時間が異なることが予備実験で確認された。従

って、卵巣癌組織型別の至適 N/P ratio の確立と組織型別の CBR1 DNA／PAMAM デンドリマ

ー複合体の治療効果を検証する必要がある。また、将来 CBR1 DNA を遺伝子治療として応用

する場合には、腹腔内投与の経路のみならず静脈内投与の必要性もある。静脈内投与をした

場合の治療効果と有害事象についてラットを用いて検証する必要がある。また、腹膜播種病

巣内で CBR1 はどのような機能を発揮しているか、人工ヒト腹膜を用いて CBR1 DNA 投与の

有無による播種病巣周囲組織の経時的変化を電子顕微鏡で観察することは、血管／リンパ

管網、結合組織の変化など腹膜播種の機能的解析の一助になるものと考えた。CBR1 は元来

β酸化系の脂肪酸代謝に関与する酵素である。比較的低分子であるアミノ酸、有機酸、脂肪

酸を含めた低分子の代謝産物をメタボローム解析によって解析することは、CBR1 投与後の

癌細胞内の変化のみならず生体機能をより深く理解できるものと考えた。 
 
２．研究の目的 

（１） 卵巣癌組織型別の至適N/P ratioの確立 

CBR1とPAMAMデンドリマーの複合体作成はすでに確立されており、細胞内導入効率とその

抗腫瘍効果を検討することで至適N/P ratioを調べる。 

（２） CBR1とPAMAMデンドリマーの複合体の静脈内投与の有効性と安全性 

卵巣漿液性腺癌 HRA 細胞への至適導入条件は N/P ratio 20:1 である。この条件で CBR1 DNA

複合体を卵巣漿液性癌性腹膜炎ラットの尾静脈から投与する。抗腫瘍効果と副作用（食餌摂



取量、体重の推移、排泄状態）を観察する。 

（３） 人工ヒト腹膜を用いた播種病巣の経時的変化 

CBR1 DNA 投与の有無による播種病巣周囲組織の経時的変化を電子顕微鏡で観察するととも

に CBR1 DNA 投与の有無による腹膜播種の動態を CCD カメラで 48時間連続撮影する。 

（４） CBR1 DNA複合体で培養された卵巣癌細胞のメタボローム解析 

至適N/P ratioで培養された卵巣癌細胞(HRA細胞等)と無処置の卵巣癌細胞での低分子代謝

産物の定量を行い、差異のあった代謝産物と癌治療効果との関連を考察する。 
 

３．研究の方法 

1.CBR1 DNA とデンドリマーとの複合体の細胞内導入効率とその抗腫瘍効果の検討 

1) CBR1 DNA とデンドリマー複合体の作製 

ポリアミドアミン（PAMAM）デンドリマーキットを用いて CBR1 DNA を PAMAM デンドリマー

に結合させる。デンドリマーは水溶性に作製されており、静脈内投与、腹腔内投与、培養液

中添加が可能である。申請者らの先行研究から第 6 世代の PAMAN デンドリマーを使用する

ことにする。ヒト卵巣漿液性腺癌から樹立された HRA 細胞と DISS 細胞について至適 N/P 

ratio と抗腫瘍効果は検証済みであり(Cancer Gene Ther, 2016)、本課題では、明細胞腺癌

(OVICE、TOV-21G)、類内膜腺癌(TOV-112D、OVK18#102)、粘液性腺癌 

(MCAS、RMUG-S)、未分化癌(TYK-nu、KURAMOCHI)の 8 細胞株について検証する。 

2) CBR1 DNA-デンドリマー複合体の細胞内導入効率の検討 

GFP タグ付きの CBR1 DNA と PAMAM デンドリマーを N/P ratio 5:1 から 30:1 に設定する。各

細胞株を培養し培養液中に N/P ratio 5:1 から 30:1 の CBR1 DNA/PAMAM デンドリマー複合

体を添加する。培養時間は 24 時間から 48 時間とし、癌細胞内への DNA の導入状況を蛍光

顕微鏡で確認する。さらにエンドサイトーシスで合成される CBR1 発現量を Western blot 法

で定量し、各細胞の至適 N/P ratio と添加培養時間を決定する。 

3) CBR1 DNA-デンドリマー複合体の抗腫瘍効果の検討 

各癌細胞での癌性腹膜炎マウスモデルに 2)の検討で得られた至適 N/P ratio の CBR1 DNA-

デンドリマー複合体を腹腔内投与する。至適添加時間が 24時間の細胞であれば連日、至適

時間が 48 時間であれば隔日で CBR1 DNA 複合体を投与し、生存期間をコントロール群と比

較する。 

2.CBR1 DNA-デンドリマー複合体を静脈内投与した場合の有効性と安全性の検討 

 20:1 の N/P ratioで 48時間添加が至適条件と判明している漿液性腺癌細胞 HRA細胞を用

いて癌性腹膜炎ラットを作製する。尾静脈から至適条件での CBR1 DNA 複合体を隔日静注し、

コントロールと生存期間の比較と、体重の推移、食事摂取量などを観察し有害事象の発生と

調べる。コントロールには同量のデンドリマーのみを尾静脈から隔日静注する。 

＜癌性腹膜炎マウス／ラットモデル作製＞ 

 各細胞を Microsurgery の手法を用いて卵巣 intrabursa に移植することによって癌性腹

膜炎マウス／ラットモデルを作製する(Mol Cell Endocrinol 2005)。生存期間の比較グル

ープとは別に 3週目に原発巣、腹腔内播種病巣の評価を行う。原発巣と播種巣での CBR1 発

現量を比較する。 

3.人工ヒト腹膜を用いた播種病巣の経時的観察 

1)人工ヒト腹膜の作製 

ヒト生細胞の細胞外マトリックス・ナノコーティング技術を応用した細胞集積法を用いて、



中皮シート・血管／リンパ管網・結合組織を装備する三次元人工腹膜組織を作製する(Asano 

et al. Microscopy 63; 219-226, 2014)。右図のトランズウェルインサートで人工腹膜を

作製する。細胞集積法の培養により、下層から有孔ポリエステルメンブレン、結合組織様構

造、毛細血管網／毛細リンパ管網、結合組織様構造、中皮細胞シートから構成される。弘前

大学大学院医学研究科生体構造医科学講座の下田浩教授と浅野義哉助教の研究協力を仰ぐ。 

2)人工ヒト腹膜上の腹膜播種病巣の作製 

トランズウェルインサート内の人工腹膜に卵巣癌細胞HRAを1x106/mlの濃度で生着させる。

また、CBR1 DNA 導入 HRA 細胞、CBR1 siRNA 導入 HRA 細胞も同様の濃度で生着させる。 

3)癌細胞の腹膜転移過程の経時的観察 

癌細胞の接着、増殖と浸潤、脈管浸潤の各過程における癌細胞の挙動、微小環境の変化をリ

アルタイムで追跡するために、人工腹膜の断片を連日作製し、HE 染色、電子顕微鏡で観察

する。その一方で、癌細胞のコロニー形成前から C マウント CCD カメラを搭載した顕微鏡

で癌細胞の広がりを連続撮影する。すなわち、腹膜組織に対して癌細胞の縦軸方向広がり、

横軸方向の広がりを同時に観察する。以下の条件の細胞で腹膜転移過程を観察する。 

①HRA 細胞の腹膜転移過程、②HRA 細胞に CBR1 DNA-PAMAM デンドリマー複合体を 48時間毎

に添加した場合の腹膜転移過程、③コントロールとして HRA 細胞に PAMAM デンドリマーの

み 48時間毎に添加した場合の腹膜転移過程、④CBR1 DNA 導入 HRA 細胞の腹膜転移過程、⑤

CBR1 siRNA 導入 HRA 細胞の腹膜転移過程。 

4.卵巣癌細胞のメタボローム解析 

 CBR1 DNA導入卵巣癌細胞の腫瘍増殖は抑制され、CBR1 siRNA導入細胞では腫瘍増殖、転移

とも活発になる。CBR1の作用としては、アポトーシスの誘導と血管新生因子の不活化を通し

て腫瘍増殖を抑制することを申請者は証明してきた。その一方で、CBR1強発現細胞では腫瘍

細胞と間質細胞に貪食細胞に対するeat-me signalであるMilk fat globule EGF factor 8 

(MFG-E8)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。低分

子であるアミノ酸、有機酸、脂肪酸を含めた低分子の代謝産物をメタボローム解析によって

解析することは、CBR1投与後の癌細胞内の変化のみならず生体機能の変化の理解となる。 

1)CBR1 発現の多寡による癌細胞内での低分子代謝産物の変化 

①卵巣癌細胞株 HRA、②CBR1 DNA 導入 HRA、③CBR1 siRNA 導入 HRA の 3者間の低分子代謝

産物のメタボローム解析を行い、腫瘍増殖との関連のある代謝産物を考察する。 

2)CBR1 DNA を静脈内投与した場合の生体機能の変化 

ヌードラットを用いて、①CBR1 DNA-PAMAM デンドリマーを静脈内投与後 48時間で採血を行

う、②デンドリマーのみ静脈内投与後 48 時間で採血を行う。血中の低分子代謝産物の変化

を調べ、アミノ酸、有機酸、脂肪酸の生体機能の変化について検索する。 

 
４．研究成果 

1) SEM では、HRA 細胞が穿孔を形成しながら、中皮層に侵入し、24-72 時間後には中皮間で

増殖し集塊を形成していた（次ページ図左)。断面でみると比較的早期に中皮下への浸潤が

みられ、24 時間後にはリンパ管への侵襲もみられた（次ページ図中央）。TEM では、HRA 細

胞が中皮細胞に間隙を形成しながら接着していた。中皮下で集塊を形成しながら浸潤した

HRA 細胞同士は細胞間接着装置で結合していた（次ページ図左）。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）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2)マウスの腹腔内に HRA 細胞を投与し、癌性腹膜炎モデル（下図左から 1つ目）を作成し観

察した。腹腔内投与 3日後の SEM 像では、HRA 細胞の中皮への接着像が in vitro の 6時間

後の所見と類似していた（下図左から 2つ目）。腹腔内投与 9日後の HE 染色像では、HRA 細

胞の浸潤像が in vitro の 72 時間後の所見と類似していた（下図左から３、４つ目）。以上

より、本 in vitro モデルにおける卵巣癌腹膜播種動態の再現性を確認できた。 

 

 

 

 

 

 

3)人工腹膜に HRA のみ、HRA と dendrimer、HRA と CR1DNA/dendrimer 複合体を播種し、HRA

細胞増殖の経時的変化を SEM 像で観察した（下図左）。CR1DNA を導入した場合、コントロー

ル(HRA、 dendrimer)に比べ増殖が抑制されていた。SEM と同様に播種し、HRA 細胞増殖の経

時的変化を断面で観察し（下図右）。中皮下に浸潤した癌細胞は CR1DNA 導入により減少し、

腫瘍増殖抑制効果が強く示唆された。人工腹膜に HRA CR1DNA/dendrimer 複合体を播種し 72

時間経過した TEM 像では、中皮下に HRA 細胞のネクローシス像がみられた。また、高電子密

度の粒状構造物で示される CR1-DNA/dendrimer 複合体の取り込みは腫瘍細胞だけでなく、

中皮細胞にも取り込まれており、これが何かしら結果に影響を及ぼしている懸念もある。 
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