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研究成果の概要（和文）：ベバシツマブ投与した卵巣癌モデルマウスでは腫瘍内部に低酸素領域が形成され、癌幹細胞
マーカーの発現がその近傍にみられた。また、卵巣癌細胞のスフェロイド内部に低酸素領域があり、幹細胞マーカーの
発現も見られ、さらに新規HIF阻害剤は低酸素領域の細胞死を誘導した。幹細胞マーカーの発現調節にはHIF-2αの関与
が示唆された。
以上の結果から、ベバシツマブ投与により形成される低酸素環境において、癌幹細胞が出現、維持されており、HIF阻
害剤との併用によりその治療抵抗性が解除される可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In the bevacizumab administered ovarian cancer mouse model, hypoxic region is 
formed inside the tumor, the expression of ovarian cancer stem cell marker was seen in the vicinity of 
hypoxic regrion. Further, we constructed spheroids of ovarian cancer as a 3-dimensional hypoxia model, in 
which the internal hypoxic region contained cancer stem like cells expressing stem cell factor. The 
internal hypoxic region was dissappeared by HIF inhibitor treatment.
In conclusion, hypoxia promotes the expansion of cancer stem like cells expressing ovarian cancer stem 
cell marker accompanied with the increase of stem cell factors, and HIF inhibitor would be a potential 
candidate for ovarian cancer therapy by inhibiting hypoxia-induced cancer stem like cells expansion.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は初期症状がほとんどないため早

期発見が難しく、卵巣癌の 8 割以上が進行期

で発見される。その標準的 first-line 化学療法

はカルボプラチン/パクリタキセル療法であ

るが、約 75%が再発する上、そのほとんどが

化学療法抵抗性を示すため致死率の改善が

みられず、婦人科腫瘍の中では最も死亡率が

高い。よって新たな治療法の開発が急務とな

っている。 

近年、癌細胞特異的に発現する分子を標的

とした分子標的薬が注目されている。その分

子標的薬の代表的なものの一つがべバシツ

マブである。べバシツマブは血管内皮増殖因

子(Vascular Endothelial Growth Factor,VEGF) 

に対する抗体で、細胞外において VEGF と特

異的に結合することにより、VEGF とそのレ

セプターとの結合を阻害する。その作用によ

り、血管新生を抑制し癌細胞の増殖を阻害す

ることで抗腫瘍効果を示す。既に結腸・直腸

癌、非小細胞肺癌、乳癌で既存の抗癌剤との

併用療法が承認されている。卵巣癌において

は、2011 年に ASCO で、標準的 first-line 化

学療法へのべバシツマブの導入の臨床試験

結果が発表された。結論は PFS（無増悪生存）

期間は約４カ月延長したものの、OS（全生存

率）はほとんど変わらないというデータであ

った。しかし PFS 期間の延長は有意差があり、

べバシツマブとの併用は新規治療法の選択

肢の一つとして考慮に十分値するものであ

り、引き続き至適併用方法、費用対効果など

の検討が必要と結論づけられた。一方、べバ

シツマブの投与により、血管新生を阻害された腫

瘍組織が低酸素環境となっているという報告があ

る (Ou G et al, 75, 463-467, 2009;, Int.J Rad Oncol 

Biol Phs, 2009, Rapisarda A et al, Mol Cancer Ther, 8, 

1867-1877, 2009)。臨床試験結果で認められたべバ

シツマブ抵抗性の要因の一つとして、低酸素環境

に抵抗性を持つサブクローナルポピュレーション

がセレクションされている可能性が示唆されてい

る (Bottsford-Miller JN et al, J Clin Oncol, 30, 

4026-4034, 2012)。また一方では、近年、癌の治

療抵抗性の要因の一つといわれている癌幹

細胞の微小環境は低酸素ニッチで維持され

ているであることが明らかにされつつあり、

べバシツマブ抵抗性のサブクローンに癌幹

細胞が含まれている可能性も考えられる。そ

のような低酸素環境下で高発現している転

写因子 HIF-1 ( hypoxia inducible factor-1 ) は

1995 年に Semenza らによって発見された

(Semenza GL, J Biol Chem, 270, 1230-1237, 

1995)。HIF-1は低酸素環境下でのみ安定化して

存在し、サブユニットとヘテロダイマーを形成

し核内で下流の遺伝子発現を調節することにより、

癌細胞を取り巻く低酸素環境を克服し、その生

存・増殖を持続させていると考えられている。実

際、多くの癌組織でHIF-1が高発現しており、

治療抵抗性、予後の不良、転移・再発との関

連性が報告されている(Zhong H et al, Cancer 

Res, 59, 5830-5835, 1999)。また、申請者らは、

最近卵巣癌細胞株において低酸素が幹細胞

に必要な因子や、癌幹細胞マーカーの発現を

亢進し HIF-1 阻害剤のひとつである、TX-402

がその亢進を濃度依存的に抑制することを

見出した。低酸素下で高発現している HIF-1

によって癌幹細胞が維持され、その結果癌の

悪性化や再発に寄与していることが示唆さ

れた。よって申請者らは、べバシツマブ継続

投与により低酸素となった癌微小環境で

TX-402 が癌幹細胞の生存を抑制することに

より、べバシツマブの抵抗性が改善される可

能性があると考えた。よって、このような抗

癌剤とべバシツマブ、HIF-1 阻害剤の併用で

卵巣癌の予後の改善が期待できると考え、本

研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、卵巣癌に対する抗癌剤と血管新

生阻害剤の併用治療の効果を増強するため、

低酸素誘導因子（HIF-1）阻害剤を取り入れた

新たな治療戦略を構築することを目的とし



た。卵巣癌に対するべバシツマブと抗癌剤の

併用による臨床試験の結果、全生存率に有意

差が認められなかった。この要因として、血

管新生阻害で誘起される低酸素ストレスが

選択圧となり悪性な低酸素耐性クローンを

増大させ、治療抵抗性を獲得するためと予想

した。このクローン選択において HIF-1 が重

要な役割を果たすと考えられる。そこで、マ

ウス卵巣癌モデルにおいて HIF-1 阻害剤とし

て低酸素トキシンを併用した場合の治療効

果について転移、再発も含めて詳細な検討を

行うと共に、卵巣癌患者の tissue micro array

解析を実施し、HIF-1 シグナルと予後の関連

を解析した。 
 
３．研究の方法 
本研究では卵巣癌の臨床と基礎研究をリン

クさせるトランスレーショナルリサーチを

目指し、以下の研究を推進した。 

（１）卵巣癌モデルマウスを用いたべバシツ

マブと新規HIF阻害剤併用による抗腫瘍効果

の検討 

① べバシツマブ投与による腫瘍内低酸素領

域形成の観察 

②新規HIF阻害剤、シスプラチン(CDDP)との

併用効果の検討 

（２）卵巣癌臨床検体から作製するTMAを用

いたHIF-1の発現と臨床プロファイルとの関

連性解析 

（３）卵巣癌細胞株を用いた、新規HIF阻害剤

の癌幹細胞維持の分子メカニズムの解析 

生体内の腫瘍組織により近い形態となる三

次元培養システムを用いて、低酸素微小環境

を作り、低酸素下での癌幹細胞化と及びそれ

に対する新規HIF阻害剤の抑制効果を検討す

る。 

４．研究成果 

ヌードマウスに卵巣癌細胞株を移植し、血管

新生阻害剤ベバシツマブ投与群とプラセボ

群に分け、実験を行った。投与期間中は腫瘍

体積を計測し、最終的には腫瘍組織を摘出し

て免疫染色を行った。 

その結果、ベバシツマブ投与群では、プラセ

ボ群と比較して有意な腫瘍体積縮小がみら

れた。また摘出した腫瘍の薄切を用いて、低

酸素マーカーである pimonidazole に対する免

疫染色を行った結果、腫瘍体積は縮小してい

たのにも関わらず、ベバシツマブ投与群にお

いて腫瘍内部に低酸素領域が形成されてい

ることが確認できた。また、卵巣癌幹細胞マ

ーカーとして知られている CD133 について

も免疫染色を行った結果、腫瘍内部の低酸素

領域近傍に発現がみられた。卵巣癌細胞株を

用いた in vitro での Real-time PCR の実験によ

り、低酸素環境下で CD133 の発現が亢進して

いることも確認した。これらのことより、ベ

バシツマブ投与により腫瘍内部に形成され

る低酸素環境において、治療抵抗性の一因と

して考えられている癌幹細胞が出現、維持さ

れている可能性が示された。 

また 96 検体からなる卵巣癌 tissue micro 

array(TMA)を作製し、HIF-1 と HIF-2に対

する免疫染色を行い、臨床プロファイルとの

関連性を検討した。主に進行期、予後、組織

型等との関連を検討したが、傾向はあるもの

の統計的有意差のある結果を得ることはで

きなかった。新規 HIF 阻害剤の癌幹細胞に対

する作用メカニズムに関しては、卵巣癌細胞

株を用いて、それぞれ siRNA によってノック

ダウンし、幹細胞因子や癌幹細胞マーカーに

対する影響を検討した。その結果、HIF-2を

ノックダウンすると低酸素下における幹細

胞因子 oct4 の発現亢進が抑制されたため、

oct4 に関しては HIF-2がその発現調節に関

与していることが示唆された。また、より腫

瘍組織の状態に近い三次元低酸素モデルと

しての卵巣癌 CaOV3 細胞のスフェロイドを

構築する系を確立し、低酸素マーカーである

ピモニダゾール染色によってスフェロイド

内部に低酸素領域が形成されていることが

確認され、腫瘍組織の低酸素モデルなりうる



ことが示された。また、免疫蛍光染色により

幹細胞因子や癌幹細胞マーカーの発現およ

び TX-402 添加による変化を検討した。その

低酸素領域内には幹細胞マーカーの発現が

認められ、低酸素環境での幹細胞化の可能性

が示された。さらに TX-402 が低酸素領域の

細胞死を誘導し、濃度依存的にスフェロイド

が縮小した。 
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