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研究成果の概要（和文）：上皮性卵巣がんの中でも，卵巣明細胞腺癌は日本人に多く化学療法に抵抗性で予後不良であ
り，その治療成績の改善は喫緊の課題である． 本研究代表者らが明細胞腺癌に特徴的に高発現するタンパク質として
見出したアネキシンA4（ANXA4）には，抗がん剤耐性など様々な機能が報告されているがその作用機構を含めて詳細は
不明である．
　本研究では，翻訳後修飾で生ずる2種類のANXA4サブタイプの機能が異なり，それぞれが，卵巣がん治療に使用される
パクリタキセル，カルボプラチンに対する抵抗性に関わること，その機構の一部に，細胞小器官のリソゾームが関わる
オートファジーと呼ばれる自己貪食能が関与する可能性を示唆した．

研究成果の概要（英文）： Clear cell adenocarcinoma (CCA) is the frequent histologic subtype of the 
epithelial ovarian cancer in Japanese population. Because it shows resistance to chemotherapy resulted in 
poor prognosis, the improvement of the treatment is really needed. The group of the principal 
investigator of this research found annexin A4 (ANXA4) as a highly enriched protein in CCA. Although 
ANXA4 has been known as a protein involved in chemoresistance in other types of cancers, precise 
mechanisms of the resistance is still unclear.
 The present study disclosed that there are two different molecular types of ANXA4, and each type is 
involved in Paclitaxel and Carboplatin resistance respectively, which are usually used in ovarian cancer 
chemotherapy. We further demonstrated a possibility that the chaperon-mediated autophagy through LAMP-2 
protein could be involved in the chemoresistance mechanism.

研究分野：婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

卵巣明細胞腺癌  (ovarian clear cell 

adenocarcinoma: OCCA) は早期で発見され

る率が高いにも関わらず再発率が高く，また

化学療法に抵抗性を示す予後不良の上皮性

卵巣がん (epithelial ovarian cancer: EOC) 

である．本邦では欧米諸国に比べて EOC 全

体に占める OCCAの割合が高く，治療成績改

善は特に本邦における喫緊の課題である．

OCCAは stage Iで発見される率が高く，し

ばしば内膜症，血栓塞栓症，高カルシウム血

症を合併するなどの特徴を示し，他の EOC

とは一線を画する腫瘍である．一方で治療は

OCCAに特化したものはなく，他の EOCと

同様の手術療法＋プラチナム系薬剤とタキ

サン系薬剤，あるいは CPT-11併用による化

学療法が行われており，OCCAは化学療法に

抵抗性を示すことから予後が不良である． 

 OCCA が示す抗がん剤抵抗性については，

OCCAの低い増殖能，細胞内から薬剤を排出

す る ATP-binding cassette (ABC) 

transporterの ABCC3，ABCF2の発現，薬

剤解毒に関わる glutathione peroxidase 3 

(GPx3)，glutaredoxin (GLRX)，superoxide 

dismutase (SOD2)の発現や DNA 修復能の

関与などが指摘されている（引用文献①）．

研究代表者のグループも含めた複数の最近

の研究から OCCA に特徴的に高発現してい

ることが明らかとなった annexin A4 

(ANXA4)タンパク質は様々な機能を有する

ことが実験的に示されているが，特に，プラ

チナム系の抗がん剤抵抗性に関与する可能

性があり注目されている．Kimらは ANXA4

を高発現させた OCCA 細胞が in vitro で

carboplatin に対する抵抗性を示し，

carboplatin の細胞内濃度が低下しているこ

とを報告している（引用文献②）． 

 
２．研究の目的 

研究代表者らはOCCAで発現するANXA4

には翻訳後修飾の違いによると推定される

等電点の異なる２つのサブタイプが存在す

ること，培養 OCCA細胞株や臨床検体の間で

両者の存在量比が異なること， ANXA4サブ

タイプの発現量比が顕著に異なる 2 種類の

OCCA細胞株においてANXA4発現を恒常的

に knock-downした細胞を作製して解析する

と，等電点電気泳動でより酸性側に泳動され

るサブタイプ(acidic-A4)と，その塩基性側に

泳動されるサブタイプ(basic-A4)の機能に差

があり， acidic-A4 が carboplatin 耐性に関

与する可能性があること，等を見出して研究

を進めている（図１）． 

 

 ANXA4の 2つのサブタイプを生む可能性

のある翻訳後修飾については，リン酸化と

histone deacetylase (HDAC)によるリジン残

基の脱アセチル化（リジン残基が陽性に荷電

する）について検討して否定的な結果を得て

いる．リジン残基脱アセチル化は，抗がん剤

として臨床応用も始まっている SAHA 

(vorinostat)などの所謂 HDAC inhibitor 

(HDACI)を用いて検討したが，これらの

HDACI では抑制されない Sirt1 に代表され

る sirtuin familyに属する class III HDAC

の研究も他分野では進んでいる． 

 本研究では，OCCAにおける ANXA4の 2

つのサブタイプの成因を分子レベルで解析

し，その修飾の違いによる機能差を糸口に，

ANXA4 の機能，特に抗がん剤耐性に関わる

機能について解析し耐性克服技術の開発に

繋げることを目的とする． 
 
 
３．研究の方法 

株化ヒト卵巣明細胞腺癌細胞のうち，

acidic-A4 を 圧 倒 的 顕 著 に 発 現 す る

OVTOKO細胞と，acidic-／basic-A4の両方

を発現するが basic-A4が優位である OVISE

細胞を見出し，更に，各細胞で ANXA4発現

を shRNA により恒常的にノックダウンした

細胞株を樹立している（図 2）．これらの細胞

を用いた in vitroの実験で，抗がん剤耐性と



機能のことなる 2つのANXA4サブタイプを

生む可能性のある翻訳後修飾，に関する研究

を進める． 

 

 先行する研究では OVISE，OVTOKOの 2

つの細胞株それぞれについて，野生型対照細

胞（非 ANXA4 標的 shRNA の導入株）と

ANXA4-ノックダウン細胞において，

paclitaxel，carboplatinに対する抗がん剤抵

抗性や，運動能・浸潤能などがん細胞の悪性

形質に関わる表現系が変化することを示し

た． 

（１）sirtuin family に属する NAD+依存性

の class III HDAC，特に Sirt1による脱アセ

チル化がANXA4の２つのサブタイプ生成に

関与する可能性を，培養 OCCA細胞を用いた

in vitro の薬理学的解析で検討する．可能性

が示唆されれば，shRNA を用いた遺伝子発

現ノックアウト法を用いてより直接的に証

明する． 

（２）acidic-／basic-A4の両方を発現するが

basic-A4が優位である OVISE細胞からタン

パク質を抽出，ANXA4 抗体を用いた免疫沈

降法により ANXA4タンパク質を濃縮し，質

量分析などの手法で，アミノ酸残基の修飾に

ついて解析する．特にアセチル化されると陽

性電価を失うリジン残基に注目する． 

（３）OCCA細胞の薬剤耐性や，その他の表

現系に発現に関与する分子が明らかにされ

た時点で，実際の外科切除卵巣がん組織での

免疫染色による発現解析研究を進める． 
 
 
４．研究成果 

（１）sirtuin family に属する NAD+依存性

の class III HDAC，特に Sirt1による脱アセ

チル化がANXA4の２つのサブタイプ生成に

関与する可能性の検討：１次元の電気泳動に

よる分子量には差がなく，等電点に差がある

ANXA4の2つのサブタイプの成因について，

これまでの解析では，まず，リン酸化による

翻訳後修飾とそれによる陽性電価の獲得を

想定し，脱リン酸化酵素処理，脱リン酸化酵

素阻害剤の処理などの薬理学的な手法で解

析したが，関与は否定的であった．また，リ

ジン残基のアセチル化による陽性電価の喪

失を想定し，培地にHDACIを添加する解析

でも，２つのサブタイプの等電点の変化は見

られなかった．そこで， HDACIによる阻害

を受けない class III HDACであるSirt1によ

るリジン残基のアセチル化の可能性を検討

した．ANXA4の 2つのサブタイプを発現す

る OVISE 細胞の培地に Sirt1 活性阻害剤で

ある NADHを添加し，8時間，24時間，48

時間後に細胞からタンパク質を抽出して 2次

元電気泳動する薬理学的な実験を行ったが，

NADH添加で，2つのサブタイプの量比に変

化は見られなかった．総合すると，ANXA4

の２つのサブタイプ生成に，リン酸化，リジ

ン残基のアセチル化の関与は否定的である

と推測される． 

（２）質量分析による ANXA4サブタイプ生

成の解析：OVISE 細胞から ANXA4 タンパ

ク質を抗ANXA4抗体により免疫沈降するこ

とができれば，質量分析による解析が可能と

なる．そこで，入手可能な市販されている

ANXA4 抗体を使って様々な条件を検討した

が，ANXA4 タンパク質を免疫沈降すること

ができなかった．そこで，免疫沈降やウエス

タンブロットに使用できる定評のある抗体

が市販されている FLAG タグを付加する 

ANXA4-FLAG 発現ベクターを作成，2 つの

サブタイプを産生する OVISE 細胞に導入し

て強制発現させる系の構築を試みた．

ANXA4-FLAG の産生には成功したが，抗

FLAGタグ抗体によるANXA4-FLAGの免疫

沈降はできなかった．FLAG タグの位置や

FLAG 以外のタグの検討が今後の課題と考



えられる． 

（３）ANXA4が OCCA細胞の運動能・浸潤

能に影響するメカニズム：ANXA4 ノックダ

ウンにより，acidic-A4 を専ら発現する

OVTOKO細胞は，その in vitroの運動能・

浸潤能に影響を受けないが，basic-A4優位で

あるが両方の ANXA4を発現する OVISE細

胞は顕著な運動能・浸潤能の低下を認めた．

basic-A4が，この 2つの表現系に関与するこ

とが推測されたが，そのメカニズムは不明で

ある．そこで，胃癌 AGS 細胞で，ANXA4

により遺伝子発現が誘導される遺伝子群の

中から（引用文献③），文献的に細胞の接着

や運動，浸潤に関与することが報告されてい

る膜タンパク質をコードする遺伝子として，

RHAMM（引用文献④），LAMP2（引用文献

⑤）に注目して，OVTOKO，OVISE細胞で

の発現を検討した．その結果，ANXA4 ノッ

クダウンで運動能，浸潤能に顕著な影響を受

けた OVISE 細胞のみで，LAMP2 タンパク

質の高い発現とANXA4ノックダウンによる

発現減弱が認められた．両細胞とも RHAMM

の発現は僅かで，ANXA4 ノックダウンでの

発言量の変化は見られなかった．basic-A4が

LAMP2 の発現を介して運動能，浸潤能に関

わる可能性が示唆された（図 3）． 

 
（４）LAMP2発現と Autophagy関連分子の

免疫染色による解析：当初の研究では，

ANXA4と OCCA細胞の運動能，浸潤能との

関係で着目した LAMP2は，最近の研究から

chaperon mediated autophagy (CMA)に必

須の分子で癌細胞の抗がん剤耐性にも寄与

する可能性を示唆されている．そこで外科切

除卵巣癌のホルマリン固定パラフィン包埋

病理検体で，LAMP2，autophagy 関連分子

の Beclin-1, LC3A/B，及び関連するシグナル

分子として活性化（リン酸化）NF-kB p65の

免疫染色による解析を行った．LAMP2 の発

現はOCCAを含む様々な組織型のEOCで発

現が認められた．また，LAMP2 発現陽性の

腫瘍では，Beclin-1, LC3A/B，活性化型

NF-kBの発現を伴う傾向が見られた（図 4,5）． 
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