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研究成果の概要（和文）：本課題の目的は卵巣癌細胞によって活性化された癌関連中皮細胞がいかに腫瘍細胞の腹膜親
展に加担しているかを、微小環境ＥＭＴが誘導する腹腔内細胞コミュニケーションの観点から解明し、新規卵巣癌治療
戦略の端緒とするものである。本課題は以下の3項目から成り立つ。(１）中皮由来のmir-200 familyやVEGF経路に着目
した腹腔内、癌-腹膜中皮の細胞コミュニケーションを伴う腫瘍腹膜進展機序の解明、（２）再発卵巣癌におけるEMT誘
導転写因子ZEB1の機能解析とTGF-βシグナル経活性化とEMT誘導転移能亢進のメカニズム、(３）卵巣癌における包括的
細胞骨格制御システムの解析。

研究成果の概要（英文）：The TGF-beta;-mediated alteration of the tumor microenvironment plays a crucial 
role in tumor progression. Mesothelial cells are the primary components of the tumor microenvironment for 
ovarian cancer cells (OC). We show that TGF-beta;-stimulated human primary mesothelial cells (HPMCs) are 
able to promote cancer cell attachment and proliferation and the activation of the promoter activities of 
MMP-2 and MMP-9, which are metalloproteinases necessary for tumor invasion. Expression of the miR-200 
family was down-regulated in HPMCs by TGF-beta; stimulation, and restoration of the expression of miR-200 
family members in HPMCs suppressed cancer cell attachment and proliferation. Down-regulation of the 
miR-200 family by TGF-beta; induced fibronectin 1 production, which promoted cancer cell attachment to 
HPMCs. Finally, we demonstrated that the delivery of the miR-200s to mesothelial cells in mice inhibited 
ovarian cancer cell implantation and dissemination.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
上皮性卵巣癌は腹膜転移を起こしやすく、婦
人科悪性腫瘍の中でも予後不良な癌種の一
つである。癌細胞は抗癌剤や放射線などにさ
らされると、大部分はアポトーシスを生じ死
滅したとしても、その一部は上皮間葉転換
（Epithelial-Mesenchymal Transition : EMT）を
生じることによって、よりストレスのない組
織環境へ「逃避（転移）」していく。抗癌剤
や放射線、低酸素、および活性酸素などの微
少環境ストレスが"転移原性ストレスとなり
EMT をリクルートして、より “Metastatic”
に、そしてより“ストレス抵抗性”に変化す
る構図が見えてくる。特に卵巣癌細胞はこの
EMT を利用することによって本来、生体に
「防御的」であった、腹膜中皮細胞を自身の
腹膜進展に都合のように変貌させ、この「逃
避」を成し遂げるアウトラインが浮かび上が
ってくる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は卵巣癌細胞により腹膜中皮
細胞が活性化し、中皮自身にも EMT を生じ
る こ の 活 性 化 し た 中 皮 細 胞
（ cancer-associated mesothelial cells: 
CAM）（図１）がいかに癌細胞の腹膜親展に 
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加担するかを、液性因子、microRNA、さら
に癌－中皮相互作用などの側面から明らか
にすることである。また、本課題は以下の「研
究の方法」に述べる４つの観点から、卵巣癌
における微小環境ＥＭＴが誘導する腹腔内
細胞コミュニケーションのメカニズムを解
明し、新規卵巣癌治療戦略の端緒とするもの
である。 
 
 
３．研究の方法 
研究方法の概略として以下の 4項目が具体

的、実験内容となる。(１）中皮由来の mir-200 
family に着目した腹腔内、癌-腹膜中皮の細
胞コミュニケーションを伴う腫瘍腹膜進展
機序の解明、（２）再発卵巣癌における EMT
誘導転写因子ZEB1の機能解析とTGF-βシグ
ナル経活性化と EMT 誘導転移能亢進の相乗
効果的メカニズムの解明、(３）もう一方の、
癌-腹膜中皮の細胞コミュニケーションとし
て、CAM からの VEGF 発現亢進に伴う癌性
腹膜炎の悪化メカニズムの解明。さらに
VEGF antagonist による CAM 化の抑制と、引
き続く癌性腹膜炎の沈静化作用の探求、(４）

卵巣癌における包括的細胞骨格制御システ
ムを解析し、卵巣癌のもつ癌-腹膜中皮相互
EMT モデルの関連性を追求する。 
正常中皮細胞に、卵巣癌症例の癌性腹水、

卵 巣 癌 細 胞 株 の 培 養 上 清 、 TGF-β 
(transforming growth factor-β)を添加する
ことにより CAM が誘導された。しかしなが
ら、CAM は大網由来ヒト中皮細胞の初代培
養を通じて作成していたが、検体に応じて
様々なバリエーション細胞が存在するため、
均一phenotypeを持つ新たなCAM化再現可能
な細胞株の構築が急務であった。今回は中皮
細胞に hTERT/SV40 発現ベクターを stable 発
現させた新規 HPMC-pGLO 細胞の樹立に成
功した。HPMC-TERT はこれまでの不死化中
皮細胞と異なり特有の敷石状細胞・上皮細胞
形態を保っており、TGF-β で誘導される中皮
の EMT 化（CAM の実験的模倣）を再現でき
た世界で初めての細胞株である。 

 
４．研究成果 
 以下に本課題の成果を前述項目別に列記

する。 
(１）【卵巣癌-腹膜中皮の細胞コミュニケー

ションと microRNA】 
癌性腹膜炎形成時の卵巣癌-中皮間細胞コミ
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ュニケーションにおける microRNA を介す
るメカニズムを解明した。CAM では MMP-2
のプロモーター活性上昇を通じて腫瘍-CAM
の接着性・浸潤性が亢進していた。また、腫
瘍が正常中皮を癌関連中皮細胞に変化させ、
中皮のmiR200ファミリーの発現減少⇒ファ
イブロネクチンの発現亢進から接着能、浸潤
能・増殖能を増強させる結果を明らかにした。
また、adenovirus ベクターを用いた miR200
の回復が動物モデルで著明な腹膜播種形成
の減少に寄与した｛業績５：Sugiyama K, Mol 
Cancer Ther (2014)：図２}。本項目が本課題
の主たる成果である。 
 



（２）【再発卵巣癌における EMT 誘導転写因
子ZEB1の機能解析とTGF-βシグナル経活性
化と EMT 誘導転移能亢進のメカニズム】①
腫瘍-中皮細胞間の双方向性細胞コミュニケ
ーションに基づく局所的 TGF-β リッチな微
少環境の存在をすでに明らかにしている。そ
の環境下では腹腔内で広範囲な CAM 化が生
じており、TGF-β により、パクリタキセル耐
性卵巣癌細胞では ZEB1 誘導性に TGF-β シグ
ナル経路の活性化と EMT が誘導され、二次
的に転移能が亢進するメカニズムを解明し
た。その際の局所 TGF-β accumulation が ZEB1
ノックダウンで抑制されることを明らかに
した。② CAM では、E-cadherin が低下、
N-cadherin が上昇、αSMA が蛋白レベルで
上昇した。また、中皮の CAM 化は、TGF-β
受容体キナーゼにより抑制され、TGF-β 誘導
性であることを確認した。③ CAM の培養上
清は、卵巣癌細胞の浸潤能を有意に亢進させ
た。また real time PCR においても CAM に
おいて、TGF-β、  VEGF-A、  IGF-1-2、 
MMP-2-9 の発現上昇が認められ、時間依存
性・濃度依存性を有していた。④ TGF-β は
中皮の CAM 化だけでなく、薬剤耐性卵巣癌
細胞（ROC） における EMT を誘導した。
すなわち、TGF-β 添加により、ROC では
E-cadherin 発 現 が 減 少 、 Vimentin 、
N-cadherin 発現の亢進が観察され、p-smad2
および TGF-β-R1 発現の亢進を認めた。すな
わち、ROC では、TGF-β 刺激によりさらに
TGF-β シグナル経路が活性化され、EMT の
誘導から、転移能が亢進することが示唆され
た。これらより、腫瘍由来の TGF-β が CAM
を誘導し、CAM からの二次的な TGF-β を促
して、それらが微小環境で相乗効果的に ROC
の転移浸潤性を亢進させるメカニズムを解
明することができた。 
 
（３）【CAM からの VEGF 発現亢進による癌
性腹膜炎悪化のメカニズム】 
中皮細胞の培養上清を用いヒト臍帯静脈内
皮細胞 human umbilical vein endothelial 
cell（HUVEC）の遊走，血管形成の変化をそ
れぞれ migration assay，tube formation 
assay にて評価した。その結果、HUVEC の遊
走が、CAM の培養上清を用いた場合において
有意に亢進していた。同様に HUVEC の管腔形
成の亢進を認めた。腹膜中皮細胞は，癌細胞
によって線維芽細胞様に形態変化し VEGF 産
生が亢進した．また CAM は，血管内皮細胞に
作用し遊走や血管新生を促進することでさ
らなる癌の進展に寄与する可能性が示唆さ
れた。さらに VEGF antagonist の添加によっ
て CAM 化を抑制し、引いては癌性腹膜炎の沈
静化につながることを in vitro の系で解明
した。 
 
（４）【卵巣癌における包括的細胞骨格制御
システムを解析】 
GFP-fascinを発現したES2細胞が中皮細胞に 
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潜り込む際に、積極的に filopodia を出すこ 
とは観察された（図３）。Human mesothelial 
cells を用いた中皮間隙 intercalation 
assay おいて、Fascin / Myosin X のダブル
ノックダウンがintercalationを有意に阻害
し、中皮間隙への腫瘍の intercalation に重
要な一役担うことが示された。また、
Cortactin, CSPG4, および HS1 のノックダウ
ンを用いた腫瘍運動の抑制系実験の結果、中
皮細胞間隙への intercalation は、細胞運動



能とは非依存的に、Fascin, Myosin X による
独立した制御系を介することが判明した。さ
ら に 、 Fascin 強 制 発 現 OC に よ る 、
FITC-gelatin degradation assay の結果、対
照比較で、約 5 倍の OC が、FITC-gelatin の
分解能を有することが判明した。 
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