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研究成果の概要（和文）：近年卵巣癌において抗 VEGF-A 抗体による抗血管新生療法が新たな治療選択肢として確立し
たが、その有効性は限定的であった。本研究では新規抗血管新生療法の開発を目的とし、種々の血管新生因子を制御す
る転写因子 Nuclear factor-kappa B (以下 NF-κB) に着目した。卵巣癌の大半で NF-κB シグナルは活性化しており
、これは独立予後不良因子であることを見出した。特異的 NF-κB 阻害剤は In vitro、In vivo において抗血管新生
作用を示し、顕著に卵巣癌腹膜播種を抑制した。即ち NF-κB が卵巣癌の新たな抗血管新生療法の分子標的となる可能
性を提示した。

研究成果の概要（英文）：The improvement of outcome in patients with ovarian cancer by an anti-angiogenic 
therapy has been shown in large clinical trials. However, the only option currently available is the 
anti-VEGF-A antibody, which efficacy is limited. Therefore, we aim to develop a new anti-angiogenic drug 
for ovarian cancer. As NF-κB signaling has the potential to regulate several angiogenic factors 
including VEGF-A, we determined to identify the significance of NF-κB activation in ovarian cancer and 
to investigate the possibility of a novel NF-κB inhibitor as an anti-angiogenic drug. 
Immunohistochemical analyses using ovarian cancer tissues showed that NF-κB activation is an independent 
prognostic factor. A specific NF-κB inhibitor led to the inhibition of angiogenesis in vitro and in 
vivo. In a xenograft model, the treatment of NF-κB inhibitor significantly suppressed peritoneal 
dissemination. Anti-angiogenic therapy targeting NF-κB signaling is a potential future option to treat 
ovarian cancer.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は近年本邦での罹患数・死亡数が増加
している予後不良な疾患であるが、その治療
成績はこの 20 年間においてほとんど改善
していない。その理由は卵巣癌は約半数が腹
膜播種や遠隔転移を伴う進行癌で発見され
るため、最大限の腫瘍減量手術 (Debulking 
surgery) とタキサン系・プラチナ系を組み合
わせた抗癌剤治療からなる標準治療を完遂
しても、多くが再発をきたし致命的な経過を
辿るためである。2011 年以降、欧米を中心
にして初発・再発卵巣癌に対する抗血管新生
療法の有用性を示す大規模第三相臨床試験
の成果が報告された  ( 初発卵巣 癌  : 
GOG0218、ICON7、再発卵巣癌 : OCEANS、
AURELIA)。この新規の治療法である抗血管
新生療法は、血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) 
に 対 するモ ノ クロー ナ ル抗体 で あ る 
Bevacizumab を従来の抗癌剤治療との併用
またはその後の維持投与をすることで無病
生存期間を延長させた。我々は以前から 
Bevacizumab の維持療法が卵巣癌モデル動
物において有効であること (Mabuchi S, et 
al. Clin. Cancer Res. 2008;14:7781-9)、
VEGF が特に卵巣明細胞腺癌では病期を問
わず強発現しており、Bevacizumab が特に
再発明細胞腺癌の治療に有効である可能性
を報告してきた  (Mabuchi S, et al. Mol. 
Cancer Ther. 2010;9:2411-22)。即ち、我々
の基礎的な検討が遂に臨床レベルで追認さ
れたといえる。しかしながら、Bevacizumab 
を用いた臨床試験の成績は良好であったと
はいえ、長期間の併用・維持療法を施行する
ことで数か月のみの無病生存期間の延長に
留まり、全生存期間には有意な影響を与えな
いという限定的な効果に過ぎなかった。即ち、
抗血管新生治療は卵巣癌に対し有効だが、現
行 の VEGF の み を 標 的 と す る 
Bevacizumab では限界があるということも
同時に示されたと考える。更に、抗体製剤で
ある Bevacizumab は非常に高価な薬であ
るために医療経済学的観点からも、新規の抗
血管新生療法の開発が切望されているのが
現状である。 
「なぜ、Bevacizumab の有効性には限界が
あるのか？」について我々は考察を行った。
その要因の一つとしては、血管新生因子は勿
論 VEGF のみではなく、他に、胎盤増殖因
子 (PlGF) 、 Interleukin-8 (IL-8) 、
Angiopoietin、線維芽細胞増殖因子 (FGF) 
などがあるため、 Bevacizumab により 
VEGF の作用を阻害しても、最終的にはこれ
らを迂回して血管新生が行われることにあ
る (Genes & Cancer 2010;1: 12–25)。そこで
我々は当初、VEGF ファミリーに属し、低酸
素状態において強力に血管新生を誘導する 
PlGF に焦点を絞って研究を開始した。しか
しながら、特異的な PlGF 阻害剤が存在しな
いため機能抑制の検討を行うことが困難で
あったため、VEGF をはじめとする種々の血

管新生因子を上流にて制御する転写因子で
ある NF-κB (Nuclear factor-kappa B) シグ
ナルに着目して検討を行った。NF-κB が、
VEGF 単独ではない抗血管新生療法の標的
分子として有望であれば、卵巣癌のみならず、
既に抗血管新生療法が有効だとされている
肺癌、大腸癌、悪性神経膠腫などにも広く応
用され、予後改善に寄与するのではないかと
考えた。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、卵巣癌において NF-B 
シグナルを標的とした新規抗血管新生療法
の可能性を明らかにするために、まず臨床検
体組織における NF-B の活性化とこれが
予後に与える影響について検討した。さらに
は、NF-B シグナルを標的とした抗血管新
生療法による癌治療の可能性を検討するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵巣癌臨床検体における NF-B の活性
化についての検討 
まず卵巣癌臨床組織において NF-B が活
性化されているかどうかについて、岐阜大学
産婦人科・森重健一郎らとの共同研究で、同
大学において初回手術を行った卵巣癌検体 
94 例を用いて免疫組織化学染色を施行した。
そして、その卵巣癌における NF-B の活性
化が臨床病理学的意義に与える影響を 
Kaplan-Meier 法 な ら び に  Cox 
proportional-hazards regression model を
用いた多変量解析にて検討した。NF-B シ
グナルの中で最も主要である  NF-κB 
classical pathway においては、不活性状態
では NF-κB (p50-RelA) は細胞質に存在し、
Inhibitor κB (IκB) と結合することによりそ
の活性を抑制されている。TNF-α や LPS 
等の刺激因子が細胞に加わると、IκB キナー
ゼ (IKK) はリン酸化され、活性型 (p-IKK) 
になる。続いて p-IKK は IκB をリン酸化
し、p-IκB はタンパク質分解酵素複合体であ
るユビキチン・プロテアソーム系により分解
される。この結果 IκB により抑制されてい
た NF-κB は核内へ移行できるようになり、
核内で転写因子として働き、各種の遺伝子発
現を調節する。今検討では、NF-B の活性
化の指標として抗 p-IKKα/β 抗体を用いた。 
 
(2) 卵巣癌臨床検体における VEGF-A 発現
についての検討 
次に同卵巣癌臨床検体を用いて、枢要な血管
新生因子として知られている VEGF-A の発
現について、抗 VEGF-A 抗体を用いた免疫
組織化学染色で検討した。また、VEGF-A 発
現と NF-B の活性化に相関関係が存在す
るかどうかについても検討した。 
 
(3) 新 規 低 分 子 化 合 物  IKKβ 阻 害 剤 
(IMD-0354) が卵巣癌細胞の増殖、接着、浸



潤に与える影響の検討 
NF-B 阻害薬のがんに対する臨床応用につ
いては、これまでも多くの固形がん、血液が
んにおいて活性化されている NF-B シグナ
ルは治療標的として注目されてきたが、現在
までに開発されてきた NF-B 阻害薬は、そ
の選択性が低く、毒性・副作用などが懸念さ
れるため、未だ臨床応用には至っていない。
そこで我々は、NF-B 阻害薬を臨床へ応用
することを念頭において、新規低分子化合物
である IMD-0354 に着目した。IMD-0354 
は IKKβ 阻害薬であり NF-B シグナルを
負に制御する薬剤であり、本研究では分子医
薬研究所（株）より無償提供を受けた。
IMD-0354 は、その高い親和性と ATP 非競
合性の作用部位によって、高い特異性と薬効
を発揮する。また、炎症性疾患を対象とした
第二相臨床試験は既に終了しており、ヒトに
対して重篤な副作用は認めず、高い安全性が
期待できる薬剤である。我々は、まずこの 
IKKβ 阻害薬が卵巣癌細胞の NF-B シグ
ナルを抑制するかどうかについて、抗 
p-IKKα/β 抗体を用いた Western Blot 法と、
免疫蛍光染色による NF-B p65 の細胞質
から核内への移行の観察によって検討した。
次に、IMD-0354 が増殖能、接着能、浸潤能
に与える影響を  In vitro proliferation、
adhesion、invasion assay にて検討を行った。 
 
(4) IMD-0354 が抗血管新生阻害作用を示す
かどうかの検討 
IMD-0354 の抗血管新生作用の是非につい
て、まずは VEGFA promotor 領域を含む
vector を用いた Luciferase reporter gene 
assay によって、IMD-0354 が VEGFA 遺
伝子の転写を抑制するかどうかを検討した。
続いて、卵巣癌培養上清を用いた ELISA 法
によって、IMD-0354 が VEGF-A タンパク
発現を抑制するかを検討した。さらには、ヒ
ト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVECs) を用い
て In vitro scratch assay を施行し、卵巣癌
細 胞 より分 泌 される 血 管新生 因 子 を 
IMD-0354 が阻害することで HUVECs の
遊走が抑制できるかどうか検討した。 
 
(5) IKKβ 阻害剤が 抗血管新生薬として卵
巣癌腹膜播種を抑制しうるかどうかの検討 
我々は免疫不全マウスに卵巣癌細胞株 
(SKOV3-ip1 1×106 cells、ES-2 2×106 cells) 
を腹腔内投与することにより進行卵巣癌に
準じた腹膜播種を生じるモデルマウス実験
系を確立している。この In vivo の系を用い
て、IMD-0354 単剤腹腔内投与 による腫瘍
抑制効果の検討を行った。具体的には腹膜播
種成立後に数週間 IMD-0354 30mg/kg を連
日投与したのちにマウスを安楽死させ 
(SKOV3-ip1 Day 42、ES-2 Day 14)、その腫
瘍重量・腹膜播種腫瘍数・腹水量について検
討した。さらに腫瘍を摘出し、免疫組織化学
染色によって in vivo における IMD-0354 

の作用機序を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 卵巣癌の 86% に NF-B の活性化を認
め、p-IKKα/β は卵巣癌における独立予後不
良因子である 
卵巣癌臨床検体 94 例を抗 p-IKKα/β 抗体
にて免疫染色を施行し、染色強度により 0、
1、2 とスコア化し、1 と 2 を Positive 群
に、0 を Negative 群に分類した。実に卵巣
癌の 86% (81/94 例) が Positive 群であり、
卵巣癌の大多数において NF-B シグナル
が活性化されていることを同定した。また、
Kaplan-Meier 法による生存率解析において 
p-IKKα/β positive 群は無増悪生存率におい
て 有 意 に 予 後 不 良 で あ り  (p=0.001 、
Log-rank test)、全生存率において予後不良
な傾向を認めた (p=0.073、Log-rank test)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
続いて、無増悪生存率において年齢、進行期、
組織型、初回手術時最大残存腫瘍径、
p-IKKα/β 染色の因子にて多変量解析を行っ
た。p-IKKα/β 染色は、卵巣癌の無増悪生存
率において独立予後因子であった (Hazard 
ratio 5.853、p=0.019)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



(2) 卵巣癌において VEGF-A の高発現は予
後不良因子であり、これは  p-IKKα/β 
positive と有意な相関関係を認めた 
同卵巣癌組織を抗 VEGF-A 抗体にて免疫染
色を施行し、染色強度と染色陽性細胞の割合
により 高発現群と低発現群に分類した。卵
巣癌の 50% (47/94 例) は VEGF-A の高発
現を示し、これは無増悪生存率において有意
に予後不良であり (p=0.014、Log-rank test)、
全生存率においては予後不良な傾向を認め
た (p=0.086、Log-rank test)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに IKKα/β のリン酸化と VEGF-A の発
現との相関をカイ 2 乗検定にて検討すると、
両者に有意な正の相関関係があることを証
明した (p=0.037)。即ち、NF-κB シグナル
の活性化が VEGF-A の発現を制御すること
により、卵巣癌患者の予後を規定している可
能性を示唆することができた。 
 
(3) IMD-0354 は In vitro において卵巣癌
細胞の接着能と浸潤能を低下させる 
二種類の卵巣癌細胞株  SKOV3-ip1 と 
RMUG-S を実験に用いた。IKKβ 阻害薬で
ある IMD-0354 が卵巣癌細胞の NF-B シ
グナルを抑制するかどうかについて、抗 
p-IKKα/β 抗体を用いた Western Blot 法に
て検討を行ったところ、濃度依存的に 
NF-B シグナルを抑制した。また、免疫蛍
光染色法による NF-B p65 の観察によっ
ても、IMD-0354 1 μM 投与によって TNF-α 
にて誘導された NF-B p65 の核内移行の
大部分は阻害された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に、IMD-0354 が増殖能に与える影響を検
討したところ、IMD-0354 は卵巣癌細胞の増
殖能に有意な影響を与えなかった。一方、接
着 能 に 与 え る 影 響 を 検 討 し た 結 果 、
Fibronectin あるいは Collagen type 1 を 
coating した plates のいずれにおいても、
IMD-0354 濃度依存的に接着能は低下を認
めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに、浸潤能に与える影響を  invasion 
assay にて検討したところ、IMD-0354 濃度
依存的に浸潤能は低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらの接着能・浸潤能の低下に関わる分子
を検討したところ、IMD-0354 投与によって 
Integrin β1 と MMP-2 が顕著に低下して
いた。IMD-0354 はこれらの分子の発現制御
を介して卵巣癌の接着・浸潤を阻害すること
が示唆された。 
 
(4) IMD-0354 は VEGF 産生阻害を介して 
In vitro において抗血管新生作用を示す 
IMD-0354 の NF-κB シグナルの活性化阻
害作用により抗血管新生作用を示すかどう
かについて検討した。まず、Luciferase 
reporter gene assay において、IMD-0354 
が濃度依存的に VEGFA 遺伝子の転写抑制
を示すことを認めた。次に ELISA 法でも同
様 に 、 IMD-0354 が 濃 度 依 存 的 に 
SKOV3ip1 が分泌する VEGF-A タンパク
を抑制することを同定した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
そして、HUVECs を用いた Scratch assay 
による In vitro angiogenesis model におい
て検討を行った。IMD-0354 は HUVECs の
遊走に対して直接影響を与えなかった。卵巣
癌 SKOV3-ip1 培養上清を添加した場合は、
Positive control の VEGF-A 5 ng/mL 添加
と同様に  HUVECs の遊走を誘導した。
IMD-0354 存在下で培養した  SKOV3-ip1 
の培養上清では、IMD-0354 の濃度依存的に 
HUVECs の遊走を阻害し、ここにさらに
VEGF-A を添加することで HUVECs の遊
走能は回復した。即ち、IMD-0354 による 
NF-κB シグナル抑制が癌細胞 から の
VEGF-A 産生を抑制し、これが新規の血管新
生抑制治療になりうる可能性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) 卵巣癌腹膜播種モデルマウスにおいて 
IMD-0354 は抗血管新生作用を示し、腹膜播
種を抑制する 
In vivo model において、IMD-0354 連日投
与を行った群は、コントロール群に比して卵
巣癌の腫瘍重量、腹膜播種腫瘍数ともに有意
に抑制されていた。 
 
 
 
 
 
 

 
摘出した腫瘍の免疫染色を施行すると、
IMD-0354 投与群では IKKα/β のリン酸化
ならびに VEGF-A 発現は顕著に抑制され、
抗 mouse CD31 抗体で染色された腫瘍内血
管数も有意に減少していた。一方、細胞増殖
のマーカーである Ki-67 とアポトーシスの
マーカーである Cleaved Caspase-3 の免疫
染色では有意差を認めなかった。以上より、

IMD-0354 は抗血管新生作用を示し、In vivo 
において卵巣癌の腹膜播種を有意に抑制し
た。本研究の成果により、NF-κB シグナル
を標的とした新規抗血管新生療法は卵巣癌
において有望であることが強く示唆された。 
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