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研究成果の概要（和文）： 

パクリタキセル耐性卵巣癌細胞株では、その感受性株と比較してAktなかでもAkt2が高発現している

こと、またHIF-2αも高発現していることを証明した。また、Aktのシグナル伝達経路にあるｍTORが

、パクリタキセル耐性卵巣癌細胞では活性化していることを証明した。さらに、Akt2を特異的に抑制

すると、パクリタキセル耐性卵巣癌の発育が有意に抑制されることをヌードマウスにて証明し、パク

リタキセル耐性卵巣癌の治療にAkt2およびHIF-2αに対する分子標的治療が有用となりうる可能性を

示した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

Paclitaxel-resistant ovarian cancer cells showed the activation of Akt and significantly 

higher levels of Akt2 expression compared with paclitaxel-sensitive cells. An HIF-2α 

expression was also higher in paclitaxel-resistant cells than in paclitaxel-sensitive cells.  

We next examined the significance of Akt2 in paclitaxel-resistant in vivo tumor growth by 

selectively inhibiting Akt2.  An siRNA targeting Akt2 inhibited ovarian tumor growth in nude 

mice.  These results indicated molecular target treatment against either Akt2 or HIF-2α 

would be useful for the paclitaxel-resistant ovarian cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は、本邦で年間約 8000人が発症し、
その数は乳癌と同様、年々増加傾向にある。
近年、初回化学療法としてパクリタキセル
＋カルボプラチンという標準治療が確立
されて以降、卵巣癌の奏功率は 80%を上回
るまでになったが、大半は 18 ヶ月以内に
再発をきたし、未だ死亡率では婦人科癌で
は最も高く、発症患者の約 3 分の 2 が死亡
に到る難治性の癌である。 
 
固形癌の顕著な特徴として“低酸素微小環
境”が近年注目されてきている。癌細胞は
無秩序に増殖するため、固形癌の病巣内は
十分な酸素が行き渡らず、一部の癌細胞は
必ず低酸素環境にさらされる、というもの
である。癌におけるこの低酸素という微小
環境( tumor microenvironment)のもとで、
癌細胞は化学療法、放射線療法に対する抵
抗性を獲得する。したがって、この低酸素
微小環境下での治療抵抗性獲得を標的と
した治療は、多くの癌種において有望な治
療戦略として注目されている。低酸素下で
活性化される転写因子 hypoxia inducible 
factor-1 (HIF-1)の存在は 1995 年に発見
され、以後、その標的遺伝子の活性化と癌
の増大・転移・治療抵抗性との関与が報告
されつつある。HIF-1αに一次構造上類似性
が高い HIF-2αも低酸素下で活性化される
転写因子としてその後新たに確認された。
癌における HIF-2αの意義については、
HIF-1αと比べると報告は未だ少ないが、主
に、標的遺伝子である VEGF を活性化させ
て血管新生を促し癌の増大をもたらす予
後不良因子となりうることが近年報告さ
れてきている。これまで卵巣癌における
HIF-2αの発現や臨床的意義に関する報告
はなされていない。 
 
mTOR (mammalian target of rapamycin)は
raptor-mTOR (TORC1) と rictor-mTOR 
(TORC2)という 2 種類の複合体として存在
する、セリン・スレオニン蛋白質リン酸化
酵素で、Akt をはじめとする上流のシグナ
ルにより活性化され、細胞の分裂や成長、
生存を制御している。最近癌においても、
癌細胞の増殖や血管新生を促進すること
が報告され、癌治療の分子標的として注目
されている。HIF とｍTOR の関係について
は、HIF-1αの発現が TORC1 により促進され
るという報告はあったが、HIF-2αと mTOR
についてはこれまで報告がなかった。2008
年末、HIF-2αを恒常的に発現している腎淡
明細胞癌において、その HIF-2αの発現は
mTOR の特に TORC2 に依存していることが
初めて明らかとなった。さらに、TORC2 の

上流シグナルと考えられる Aktに関しては、
3 つのアイソフォームのうち、とくに Akt2
が HIF-2αの発現を調節していることが初
めて報告された。 
 
Akt2 は卵巣癌、とくにパクリタキセル抵抗
性の卵巣癌細胞株で発現が増加している
ことが 2000 年代後半に報告されたが、そ
の特異的な発現のもつ意義については未
だ明らかとなっていない。 
 
卵巣癌の予後の改善のためには、抗癌剤抵
抗性獲得の機序解明とそれに基づく新し
い治療薬の確立が求められる。そこで以上
の知見に基づき、我々は、パクリタキセル
抵抗性難治性卵巣癌の予後改善を目指す
ため、Akt2 特異的発現増加がもたらす臨床
的意義について、TORC2、HIF-2αに焦点を
当てて検討することを計画し、本研究を開
始した。 
 
 
２．研究の目的 
卵巣癌における Akt2 高発現と TORC2、
HIF-2αの発現との関連性の有無を検討し、
パクリタキセル耐性卵巣癌に対する新た
な抗腫瘍薬のターゲットとしての可能性
を見出すことを目指した研究を行う。 
 
 
(1)卵巣癌における Akt および HIF-2αの発
現量と、パクリタキセル抵抗性との関連性
について。耐性株では Akt や HIF-2αは過
剰発現しているのか。 
 
 
(2)パクリタキセル耐性卵巣癌細胞とｍ
TOR の活性化には関連があるのか。 
 
 
(3)Akt をターゲットとした分子標的治療
の有効性について。Akt を特異的に阻害す
ると、パクリタキセル耐性卵巣癌細胞の発
育は阻害されるのか。 
 
これらを検証することとした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)パクリタキセルに治療抵抗性の再発卵
巣癌モデルの作成。 
 
卵巣癌では多くの場合、最初はパクリタキ
セルに感受性を示すが、後に再発するとい
う経過をたどる。そこでまずこの経過のモ
デルとなる卵巣癌細胞株を作成するため、



卵巣癌細胞株にパクリタキセルを継続的
に投与し、大半が死滅していく中で生き残
ったコロニーを採取し、パクリタキセル耐
性卵巣癌細胞株を樹立した。 
 
 
(2)パクリタキセル耐性化にAktは関与し
ているのか、の検討。 
 
パクリタキセル感受性卵巣癌細胞株とパ
クリタキセル耐性株を用い、Akt の発現量
および活性化を Western blot 法にて比較
検討した。さらに Akt のアイソフォームに
ついて、Akt2 の発現量も Western blot 法
にて比較検討した。 
 
 
(3)パクリタキセル耐性化のシグナル伝達
の解析。 
 
 Akt のシグナル伝達経路にあり、細胞増
殖・血管新生に影響を及ぼすことが知られ
ている mTOR の活性化についても、Western 
blot 法を用いて、パクリタキセル耐性株と
感受性株で比較検討した。さらに、mTOR
の活性化が抗癌剤耐性に関わる細胞死の
メカニズムを検討するため、mTOR 阻害によ
る細胞増殖能の変動を MTTアッセイおよび
cell counting にて検討した。また、ｍTOR
抑制によりオートファジーが影響をうけ
るかについても、免疫蛍光染色および
Western blot 法で検討することとした。 
 
 
(4)HIF-2αとパクリタキセル耐性の関連
性の検討。 
 
腫瘍の“低酸素微小環境”と、パクリタキ
セル耐性、との関連を調べるため、パクリ
タキセル耐性卵巣癌細胞株と感受性株で
の HIF-2α の発現量を比較検討した。 
 
 
(5)Akt2 を抑制することにより、卵巣癌の
発育を阻害することができるのか、の検討。 
 
Akt2 の発現を抑制させた卵巣癌細胞株を
作成するため、卵巣癌細胞に Akt2 特異的
siRNA ウイルスベクターを感染導入させた。
対照として、コントロール siRNA ウイルス
ベクターを感染導入した卵巣癌細胞を作
成した。これらをヌードマウスに腹腔内投
与した。それぞれのマウスの腫瘍重量を測
定し、Akt2 抑制による抗腫瘍効果の有無を
検討した。 
 
 

４．研究成果 
パクリタキセル耐性卵巣癌細胞株と感受
性卵巣癌細胞株を比較すると、(1)耐性株
では Akt が活性化していた。そのアイソフ
ォームとして Akt2 も耐性株で高発現して
いることが分かった。 
また、パクリタキセル耐性卵巣癌細胞株で
は(2)mTOR が活性化していた。 
 
(3)パクリタキセル耐性卵巣癌細胞株にお
いて、mTOR を阻害すると、細胞増殖が抑制
されるがオートファジーには影響を及ぼ
さないことが判明した。 
 
(4)パクリタキセル耐性卵巣癌細胞株では
HIF-2α の発現量がパクリタキセル感受性
卵巣癌細胞株と比較して高かった。 
 
(5)パクリタキセル耐性卵巣癌細胞株にお
いて Akt2 を siRNA ウイルスベクターで抑
制すると、卵巣癌の腫瘍発育が抑制される
ことを示した。 
これらのことより、HIF-2α および Akt2
をターゲットとした分子標的治療がパク
リタキセル耐性卵巣癌に対して有用とな
りうる可能性が示唆された。 
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